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Introduction

La sclérose tubéreuse de Bourneville est une maladie génétique multisystémique. Ses
manifestations sont la conséquence de mutations affectant des génes suppresseurs de
tumeurs. Rare, elle touche environ une personne sur 20 000 et se caractérise par la
formation de tumeurs bénignes, les hamartomes. Les plus emblématiques d’entre eux
sont les angiofibromes faciaux qui s’apparentent a de petits boutons se développant sur
les joues et les ailes du nez durant la petite enfance. Ces derniers croissent et se
fibrosent avec I'dge. Inesthétiques et défigurants, leurs répercutions sont autant, sinon
plus, psychologiques que physiques. Les angiofibromes faciaux deviennent pour certains
patients leur préoccupation principale, devant les nombreux autres retentissements de
la maladie.

Les traitements mis en ceuvre pour pallier ces troubles ont jusqu’alors fait appel a la
chirurgie et au traitement par laser. Douloureux et souvent difficiles a pratiquer,
notamment chez les plus jeunes, ils sont d’une relative efficacité. L'attente des patients
est ainsi grande vis-a-vis d’une thérapeutique efficace et performante a long terme.

Depuis une dizaine d’années, de nouveaux traitements médicaux utilisant des
inhibiteurs de mTOR en application topique, et particulierement le sirolimus, ont été
publiés dans la littérature. Ces derniers ont montré leur efficacité et leur sécurité sur
plusieurs petites séries de patients et ont suscité de vifs espoirs chez les malades
atteints de sclérose tubéreuse. Cependant, aucune forme topique n’est pour le moment
commercialisée ; le développement de médicaments destinés a traiter des affections
rares n’étant pas la préoccupation principale de la plupart des industries
pharmaceutiques. C’'est pourquoi, I'aide des pharmaciens hospitaliers est requise par les
médecins pour préparer de tels médicaments.

Au CHU d’Angers, le service de dermatologie a sollicité la pharmacie pour mettre ces
nouveaux topiques a la disposition des patients. Nous avons décidé de réaliser une
préparation et avons focalisé les recherches sur trois aspects. Premierement, nous
voulions développer une préparation a base de sirolimus dans sa forme solubilisée, afin
d’obtenir une biodisponibilité optimale du principe actif et de permettre une
optimisation des doses nécessaires. Deuxiemement, nous voulions proposer aux
patients une préparation agréable a appliquer qui favoriserait leur observance et leur
compliance au traitement. Enfin, nous voulions caractériser la formulation et évaluer sa
stabilité au cours du temps afin d’assurer son efficacité lors de l'utilisation par les
patients.

La these qui suit est un état de I'art quasi-exhaustif sur le sujet. Elle rapporte I'ensemble
des connaissances nécessaires a la réalisation d’une telle préparation, I'enquéte réalisée
aupres de nos confreres en France sur leurs pratiques, I'ensemble des travaux de
formulations et d’études de stabilité réalisées; la mise en place de la préparation
hospitaliere au CHU d’Angers ainsi que les premiers retours patients.
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Premiere partie : la sclérose tubéreuse de
Bourneville

N.B. — Dans cette partie, les termes suivis d'un « (8) » font référence a une définition du glossaire
dermatologique page 93.

I. Historique

La sclérose tubéreuse (ST) est une maladie multisystémique complexe et rare dont
I’étude approfondie et la compréhension des mécanismes physiopathologiques s’étalent
sur plus de deux siecles. Si I'on reconnait, a juste titre, que les travaux de |'aliéniste
Désiré-Magloire Bourneville ont permis la définition de cette pathologie - a laquelle on
accolera par ailleurs son patronyme -, de nombreux médecins et chercheurs ont
contribué a sa description et a sa compréhension.

Cette caractérisation longue s’explique notamment par le degré d’expression des
symptémes, variant d’un patient a l'autre, de leur distinction par rapport a d’autres
pathologies et de leur association qui définissent la sclérose tubéreuse (6). Ces
découvertes ont suivi I'évolution de l'intérét porté aux malades, des progrés de la
médecine dans des domaines tels que I'anatomopathologie, la génétique et la biologie
moléculaire, mais aussi des avancées technologiques en matiere d’imagerie ou du
partage et du recoupement des connaissances scientifiques sur le sujet. L’histoire de la
ST s’alimente régulierement des découvertes faites par les historiens de la médecine,
dont les principales sont ici reportées.

En 1880, dans le service des aliénés de I’hospice de Bicétre,
Désiré Magloire Bourneville (Figure 1, (1)), neurologue,
entreprend le recueil d’observations anatomo-cliniques sur la
démence épileptique et l'idiotie. Parmi 5 cas de tableaux
cliniques identiques, deux enfants (une fille de 15 ans et un
garcon de 4 ans) présentaient a l'‘autopsie des lésions
macroscopiques de I'encéphale, différentes de celles des trois
autres. Bourneville, conscient de la singularité des lésions qu’il
avait constatées, en fit une description anatomopathologique

précise et les dénomma « scléroses tubéreuses des Figure 1: Désiré-Magloire Bourneville
(Garenciéres (Eure) 20 octobre 1840-
Paris 29 mai 1909).

circonvolutions cérébrales » (2) (3) (Figure 2 (4)).
Bourneville décrira les années suivantes d’autres cas d’enfants présentant des
manifestations cliniques similaires. Il retrouvera a I'autopsie de ces patients des ilots de
sclérose tubéreuse, mais également de « petits néoplasmes du rein » décrits comme
« de nombreuses petites tumeurs blanches, ressemblant a des flots de sclérose ».
D’autres auteurs, Hartdegen en 1881, Briickner en 1882, rapprocheront leurs propres

observations cliniques de malades, aux recherches de Bourneville.

Partie 1 : la sclérose tubéreuse de Bourneville Page | 18



Une description fort intéressante du médecin allemand Friedrich Daniel von
Recklinghausen en 1962 n’a été redécouverte que bien plus tard. Vingt ans avant
Bourneville, il décrivit le cas d’'un enfant mort-né, présentant de nombreuses tumeurs,
notamment au niveau cardiaque et cérébral ; tumeurs que I'on attribuera par la suite a
la ST.

Sur la dizaine de patients observés, Bourneville ne
parviendra pas a trouver des particularités
cliniques majeures permettant d’identifier
cliniguement la ST par rapport a ses observations
sur l'idiotie symptomatique ; soulignant ainsi les
difficultés diagnostiques et par ailleurs la rareté
de [laffection. La possibilité d’identifier
cliniguement la ST viendra des manifestations

extra-neurologiques de la maladie et notamment Figure 2 : sclérose tubéreuse cérébrales montrant des
dermatologiques. Dans les notes de Bourneville, circonvolutions sclérotiques et hypertrophiques.
on remarquera qu’une patiente de 5 ans présentait, en plus d’une acné rosacée et
pustuleuse (6) de la face, une « éruption vésiculopapuleuse confluente du nez, des
joues, du front » (8) avec de « nombreux petits molluscums de la nuque et du cou ». Ces
lésions étaient sans aucun doute des angiofibromes faciaux (AF) et des molluscum

pendulum.

La plus ancienne représentation des AF a été retrouvée

1. Végétations vaseculaives.

dans le « Traité des maladies de la peau », édité par
Pierre Frangois Olive Rayer en 1835. Sur la planche XX
nommée « Altérations vasculaires hémorragiques »,
I'illustration de la figure 1 présente des « Petites
végétations vasculaires, d’apparence papuleuses,
répandues d’une maniere réguliere sur le nez et autour
de la bouche » (5) (Figure 3 (5)). En 1885, en France,
Balzer et Ménétrier décrivirent un syndrome cutané

sous le nom « d’adénomes sébacés de la face et du cuir

Figure 3 : planche XX, figure 1, chevelu » (8). Leur patiente, une fille de 21 ans en
représentation des végétations

vasculaires parfait état général, avait vu apparaitre dés I'age de 11

ans, des lésions cutanées du visage qui s’étaient
aggravées progressivement en volume et en étendue a la puberté. En 1890, I'écossais
Pringle présenta le cas similaire d’'une femme de 25 ans mais pour laquelle I'intelligence
était « au-dessous du médiocre ».

Les deux syndromes, neurologique et cutané, ont ainsi pris corps indépendamment 'un
de l'autre. Le premier a les rassembler fut Campbell en 1905. Il rapprocha les
convulsions et la déficience intellectuelle de la ST aux adénomes sébacés, « fréquents
sinon constants, et qui rapprochés des signes neurologiques doit conduire au diagnostic
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du vivant du malade ». La méme année, Perusini fit allusion aux lésions cutanées et
écrivait qu’entre les altérations des circonvolutions, celles des reins et celles de la peau,
il ne s’agissait pas d’une rencontre de hasard, mais bien des conséquences d’une origine
commune. Le diagnostic clinique de la maladie n’en restait pas moins, a ses yeux, a peu
preés impossible.

Trois ans plus tard en 1908, Heinrich Vogt parvint grace au syndrome cutané, a poser un
diagnostic qui fut confirmé par autopsie. Il établit la triade symptomatique : épilepsie,
retard mental, adénome sébacé. Schuster en 1913 établit I'existence de formes frustes
ou inapparentes compatibles avec une vie prolongée. Dans ces formes frustres, les
troubles psychiques et les manifestations épileptiques sont moins importants et le
niveau intellectuel peut étre normal. Schuster insiste sur le fait que le syndrome cutané
« ne s'observe pas seulement chez les patients mais fréquemment aussi chez leurs
consanguins » et il considere la ST comme une maladie hérédofamiliale.

Les symptomes de la ST ont par la suite été régulierement dénombrés et ajoutés au
diagnostic clinique. La compréhension de cette maladie complexe est relativement
récente et remonte seulement a une vingtaine d’années notamment grace a 'apport de
la génétique.

Terminologie : le terme de « sclérose tubéreuse » qui est celui de Bourneville dés sa
premiere publication - auquel il ajoutera par la suite « hypertrophique »-, a été d’emblée
adopté et transcrit en anglais par tuberous sclerosis ou sa traduction latine Sclerosis
tuberosa hypertrophica. Le terme est solidement ancré dans le langage international et
assure la pérennité du nom de Bourneville.

Sources : (4) (6) (7) (8)

II. Description de la pathologie

La sclérose tubéreuse de Bourneville (STB) fait partie des phacomatoses, un groupe de
maladies impliquant une anomalie de développement du tissu ectodermique .Elle
présente une grande variabilité phénotypique et se caractérise notamment par la
formation de tumeurs bénignes (sous entendues non cancéreuses), les hamartomes
(6).Le développement de ces derniers est en partie la cause des symptomes retrouvés
chez les patients atteints de STB.

Les manifestations cliniques apparaissent tout au long de la vie des patients (Figure 4
(9)). Certaines sont évolutives (angiomyolipomes rénaux et angiofibromes), d’autres
perdent leur potentiel de croissance (astrocytomes SEGA) ou régressent
(rhabdomyomes cardiaques). Certaines manifestations sont différentes ou
préférentielles suivant le sexe (la lymphangioléiomyomatose affecte quasi
exclusivement les femmes) et la gravité des symptomes peut varier en fonction des
génes touchés. Les deux organes les plus généralement affectés sont le cerveau et la
peau (90-95% des patients) (8).
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Auparavant difficile a diagnostiquer, les progrés réalisés en imagerie médicale et en
génétique ont contribués a y remédier. Les connaissances sur cette pathologie
s’élargissent et il est possible de diagnostiquer des patients « légérement touchées »,
normales sur le plan cognitif et présentant peu de symptomes.
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Figure 4 : symptomes et manifestations d’organes de la STB a différents stades de la vie.

1. Clinique

a. Atteinte du systéme nerveux

Les patients STB sont atteints de dysplasie corticale : durant le développement cérébral,
des groupes de neurones échouent a migrer dans les zones adéquates du cerveau,
causant des anormalités de répartition de la substance blanche et la formation de tubers
corticaux (amas de cellules neuronales et astrocytaires) qui varient en taille et en
distribution (Figure 5.A).

On observe également chez les patients STB, des accumulations de cellules sur les bords
des ventricules, formant des tumeurs cérébrales bénignes appelées nodules (8) sous
épendymaires (NSE). Une partie de ces NSE (5-10 %) peut grossir sous la forme
d’astrocytomes a cellules géantes (SEGA « subependymal giant cell astrocytoma »),
obstruer le passage du LCR et provoquer une hypertension intracranienne. Les SEGA
apparaissent chez les enfants et les adolescents et peuvent continuer a se développer a
I’age adulte contrairement aux tubers (Figure 5.B).

La principale manifestation clinique liée a I'atteinte du systeme nerveux est I'épilepsie.
Pres de 90% des patients en sont atteints. En parallele, les atteintes neuropathologiques
entrainent des difficultés d’apprentissage (50% des patients), un déficit intellectuel
important (50% des patients), des troubles du comportement, des troubles du spectre
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autistique (interactions sociales, communication verbale, comportements stéréotypés),
de I'anxiété, de la dépression, une hyperactivité ou bien des troubles du sommeil.
L’adolescence est un moment de grande fragilité ou il faut particulierement surveiller les
personnes atteintes de STB; les troubles de I'humeur et du comportement pouvant
apparaitre ou s’accentuer a cette période.

Les atteintes du systeme nerveux sont compliquées a prendre en charge et sont une des
causes principales de la morbi-mortalité de la STB (8) (10).

b. Atteinte de la peau

90 a 95% des patients présentent une affection dermatologique. Nombreuses, elles
apparaissent tres souvent dans les premiers mois de la vie (11).

Les macules hypomélaniques (6) ont une prévalence supérieure a 90% chez les enfants
de moins de 5 ans. Signe clinique dermatologique le plus précoce, ce sont des taches
cutanées non saillantes et blanches, de taille et de forme tres variables (11). Elles sont
non spécifiques de la STB et sont a distinguer des macules du vitiligo. Leur identification
nécessite un éclairage particulier en lumiere de Wood (UV) ; elles refletent alors la
lumiére (10) (Figure 6 A, B).

Les angiofibromes faciaux (AF) sont de petits boutons répartis tout autour du nez et sur
les joues de facon bilatérale et symétrique. Les AF font |'objet de la partie « lll. Les
angiofibromes », page 33.

Les fibro-kératomes unguéaux ou tumeurs de Koenen apparaissent surtout dans
I’adolescence ou au début de I'dge adulte. lls sont présents chez 88% des adultes de 30
ans et plus. Ces papules (6)a couleur de peau sont localisés autour ou au-dessous de
I'ongle. Ils apparaissent souvent dans la population générale suite a des traumas; mais
ces derniers y sont généralement solitaires (11) (Figure 6 C, D).

Les plaques peau de chagrin se développent souvent chez les enfants dans les 10
premiers mois de vie. Ce sont des régions de peau un peu épaissies, bosselées et
décolorées, d’aspect peau d’orange, situées généralement dans le bas du dos (11)
(Figure 6 E).

Les lésions cutanées confetti sont des macules hypopigmentées de 1 a 3 mm,
nombreuses et de forme en goutte, qui sont éparpillées le plus souvent sur les bras et
les jambes (12) (Figure 6F).

Les fibromes oraux buccaux (6) sont présents chez 20 a 50% des adultes. Ce sont de
petits nodules qui se développent sur les gencives, les levres, la muqueuse buccale ou la
langue. Leur multiplicité les singularise chez les patients STB par rapport aux fibromes
solitaires de la population générale (12) (Figure 6 G).

Les molluscum pendulum ou « petites excroissances de chair » se retrouvent chez 30 %
des patients. Ces tuméfactions cutanées bénignes ne sont pas spécifiques de la STB mais
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y sont plus nombreuses et se localisent préférentiellement a I'arriere du cou et des
épaules (10) (Figure 6 H (13)).

Les plaques fibreuses céphaliques se retrouvent chez environ 25% des patients. Elles
peuvent se développer sur les joues, le front ou le scalp. Histologiqguement trés proches
des angiofibromes, elles sont liées aux AF dans les criteres diagnostiques. Elles
s’avéreraient étre les manifestations dermatologiques les plus spécifiques de la STB (11)
(12) (Figure 6 1).

Les manifestations dermatologiques de la STB peuvent pour certaines saigner ou
s’'infecter mais ne présentent pas en soit de complications médicales. Cependant, si elles
deviennent importantes, elles peuvent étre trés défigurantes (angiofibromes) et sont
une cause de stress psychologique pour les patients et leurs familles (8).

c. Atteinte du cceur

Les rhabdomyomes sont des tumeurs bénignes du coeur qui apparaissent durant la
gestation chez la moitié des patients. Hautement spécifiques de la STB, ils peuvent étre
détectés par échographie prénatale et sont ainsi les premiers signes cliniques de
I'atteinte chez I'enfant. Généralement situés dans les ventricules, ils sont le plus souvent
asymptomatiques et régressent spontanément chez le nourrisson. Mais dans certains
cas ils peuvent interférer avec les fonctions valvulaires, entrainer des dysrythmies ou des
insuffisances cardiaques (8) (10) (Figure 5.C).

d. Atteinte des reins

Des kystes et des angiomyolipomes (AML), constitués de cellules musculaires lisses et de
vaisseaux sanguins, se forment au niveau rénal. 80 a 85% des patients en sont atteints.
lls apparaissent surtout apres I'dge de 10 ans et chez les adultes, notamment les
femmes. Les AML sont souvent asymptomatiques, mais leur croissance exagérée et la
formation de néovaisseaux présentent des risques d’hémorragie sous forme de pseudo-
anévrismes. Ces hémorragies sont la seconde cause de morbi-mortalité de la STB.

L'atteinte peut évoluer vers linsuffisance rénale et entrainer des hypertensions
artérielles. On pense également que les patients STB sont plus sujets a développer des
carcinomes rénaux par rapport a la population générale. Ainsi, la surveillance par
imagerie (scanner, IRM, échographie) et I'évaluation réguliére des fonctions rénales doit
faire partie de la surveillance des patients tout au long de leur vie (8) (10) (Figure 5.D

(9)).
e. Atteinte des poumons

Les patients, notamment les femmes (1/3 d’entre elles), peuvent étre atteintes de
lymphangioléiomyomatoses (LAM). Des kystes remplis d’air se développent du sommet
a la base des poumons et détruisent le parenchyme. lls apparaissent apres la puberté et
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a I’age adulte. Bien que pour la plupart asymptomatiques, ils peuvent altérer de fagon
progressive les fonctions respiratoires.

Les manifestations cliniques fréquentes sont des sensations de douleurs dans la poitrine,
des pneumothorax spontanés, des dyspnées insidieuses, des hémoptysies. L'évolution a
long terme des kystes peut évoluer vers l'insuffisance respiratoire chronique. La
transplantation pulmonaire reste le seul traitement pour les patients séverement
atteints (8) (10) (Figure 5.E)

f. Atteinte oculaire

L’atteinte oculaire la plus courante est le phacome ou « hamartome rétinien multiple »,
qui aurait la méme origine histologique que les tubers corticaux. 50% des patients en
sont atteints. Généralement bénins, ils n’affectent que rarement la vision. D’autres
manifestations telles que des patchs achromiques rétiniens, caractérisés par une
hypopigmentation de la rétine, peuvent survenir. (8) (10) (12) (Figure 5.F).

g. Autres atteintes
De nombreux autres organes peuvent également étre touchés par la STB :

e Les patients sont souvent atteints de troubles gastro- intestinaux: AML ou
lipomes hépatiques, polypes rectaux ou bien AML du pancréas. Néanmoins, ces
troubles ne sont cliniquement pas significatifs par rapport a population générale.

e A l'imagerie, il est possible d’identifier des affections du systeme squelettique
comme des lésions sclérotiques des vertébres ou des kystes osseux.

e Les atteintes dentaires méritent également d’étre soulignées. Des tuméfactions
au niveau gingival et dentaire sont possibles et peuvent saigner. Des pits
dentaires, se présentant sous forme de trous répartis de fagon aléatoire dans
I'émail dentaire sont fréquemment présents dans la STB (Figure 5.G).

Source : (8) (10) (12)
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Figure 5 : affections principales de la STB
A : IRM cérébral montrant une displasie corticale (tubers et anomalies de la substance blanche indiquées par des fleches blanches
et noires respectivement) (12)
B : IRM montrant des NSE (fleche blanche) et des SEGA (fleche noire) (12)
C : rhabdomyomes cardiaques a I’échographie (fleches) (12)
D : reins polykystiques a I'lRM (9)
E : lymphangioléiomyomatoses (12)
F : hamartome rétinien (fleche) (12)
G : tips dentaires (fleches) (12)

Partie 1 : la sclérose tubéreuse de Bourneville Page | 25



Figure 6 : affections de la peau

A : macules hypoménaliques du dos (8)

B : accentuation des mémes lésions sous lumiére de Wood (8)
C : tumeurs de Koenen sur I'ongle (8)

D : Tumeurs de Koenen subunguéal (8)

E : plaque peau de chagrin (8)

F : Iésions cutanées confettis (8)

G : fibromes oraux buccaux (8)

H : molluscum pendulum (13)

| : plaque fibreuse céphalique sur la joue (11)

J: plaque fibreuse céphalique du scalp (12)
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2. Physiopathologie : troubles génétiques et voie du mTOR

a. Génétique

eme

Le caractére héréditaire de la maladie a été décrit des le début du 207" siécle par
I'observation de plusieurs cas de STB survenant au sein d’'une méme famille. C'est a
partir des années 80 que la recherche génétique sur ce sujet débute réellement. Deux
génes identifiés, nommés TSC1 et TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex) sont mis en cause
par des études de liaison puis caractérisés précisément en 1993 (TSC2) et en 1997

(TSC1).

Le géne TSC1 est localisé sur le chromosome 9934 et encode une protéine de 130kDa,
I’harmartine. Le gene TSC2 est quant a lui localisé sur le chromosome 16p13 et encode
la protéine tubérine de 198kDa. TSC1 et TSC2 sont des génes suppresseurs de tumeurs.
L'hamartine et la tubérine forment un complexe qui inhibe la protéine mTOR
(mammalian target of rapamycin) (8).

La conférence internationale de consensus de 2012 sur la STB, définit une mutation
pathogénique comme étant : « une mutation qui inactive clairement la fonction des
protéines TSC1 ou TSC2 ». L'identification d’une telle mutation est a elle seule un critére
diagnostic. Elle est un atout précieux pour confirmer les suspicions d’atteinte,
notamment chez I'enfant, et permet ainsi d’espérer de meilleurs résultats cliniques en
mettant en ceuvre une surveillance et un traitement précoce (11).

Les patients atteints de STB présentent ainsi une anomalie génétique soit sur TSC1, soit
sur TSC2. Plus de 8000 variants de TSC1 et TSC2 ont été reportés. (14) Il n’y a pas de
différences dans les manifestations cliniques liées a I'un ou l'autre de ces genes.
Cependant, les formes liées a TSC1 conduiraient a une atteinte moins sévéere (10).

Les mutations de TSC1 représentent environ 30% des mutations et celles de TSC2 70%
(15). 1l est possible d’identifier une mutation chez 80 a 90 % des patients.
Malheureusement, certaines mutations s’averent indétectables en utilisant des tests
génétiques conventionnels : manque de puissance des tests ou mise en cause d'un
mosaisme (coexistence de cellules saines et cellules mutées chez un méme patient) ?
Chez les patients a mutations non identifiées le recours au diagnostic purement clinique
est ainsi primordial (10).

La STB est une maladie génétique autosomique (les anomalies n’étant pas localisées sur
les chromosomes sexuels) dominante (un seul allele muté suffit a exprimer la maladie)
(Figure 7). La mutation a 'origine de la STB est héritée de I'un des deux parents atteints
dans environ 30% des cas. Pour les 70% restant, il s’agit d’'une néomutation ; la mutation
survient accidentellement au cours de la formation des gameétes d’un des deux parents
non atteints de STB. L’enfant est alors le premier malade identifié dans la famille. Si lui-
méme a par la suite des enfants, le risque de transmettre la maladie est de 50 % (10).
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De par le polymorphisme des manifestations et le degré d’expressivité variable de la
maladie, un patient peut étre atteint et I'ignorer. Cependant, la pénétrance pour la STB
est quasi-complete ; toutes les personnes porteuses du géne muté présentent des signes
de la maladie (lésions oculaires, rénales, cérébrales...) (10).

Transmission autosomique dominante

Parent non Parent

malade sans malade avec
la mutation la mutation
génétique génétique

dominante.

a/a a/A

malades et ne peuvent pas transmettre la maladie.

|
W
a/a

I Homozygote sain I Hétérozygote malade

a/a a/A a/A

Le diagnostic prénatal peut étre réalisé si la mutation est connue dans la famille par
biopsie du trophoblaste (placenta) ou par amniocentese. Une technique de fécondation
in vitro et un diagnostic préimplantatoire pourront étre proposés. Si la mutation est
inconnue, il est possible de surveiller les signes échographiques (rhabdomyome
cardiaque) ou de réaliser une IRM cérébrale foetale a 30 semaines d’aménorrhée, mais
cela ne permettra pas de déceler tous les cas de STB (10).

b. Lavoiedu mTOR

La voie de signalisation intracellulaire du mTOR (Figure 8, (16)) est un modulateur
central de la réponse cellulaire face aux stimuli de I'environnement: nutriments,
oxygeéne, facteurs de croissance, énergie. Elle joue un role important dans la régulation
de la croissance, la mobilité, la prolifération ou bien la survie cellulaire. Cette voie est
complexe, composée de nombreux effecteurs principaux et secondaires et est gérée par
plusieurs systemes de rétrocontréle (17).

La cible de la rapamycine (TOR), est une protéine qui a en premier lieu été découverte
dans une levure, Saccharomyces cerevisiae, mutée et résistante a la rapamycine.
L’homologue structurel et fonctionnel mTOR a par la suite été identifié chez les
mammiféres. Jusqu’a présent, chaque génome eucaryote étudié contenait un géne
codant cette protéine. C'est une sérine thréonine kinase de 289kDA qui appartient a la
famille des PIKKs (PI3K-related protein kinase), et située en aval de la voie PI3K/AKT (17)
(Figure 8, (16)).

Figure 7: illustration de la transmission autosomique

Un des parents possede une copie mutée du géne (A) et

| | | est atteint de la STB, tout comme son enfant a/A. A
chaque grossesse, le risque qu’un enfant d’une personne

. a/A soit malade est de 50%. Les enfants a/a ne sont pas
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La protéine mTOR se présente sous la forme de deux complexes protéiques distincts,
MTORC1 et mTORC2, composés de différents domaines activateurs et inhibiteurs (17)
(Figure 9, (17)) :

e Le complexe mTORC1 est activée par la voie PI3K/AKT, mais aussi MAPK et AMPK
et inhibée par les complexes TSC1/2. Elle active a son tour par phosphorylation
les protéines S6K1 et 4EBP1, impliquées dans la traduction des ARN messagers.
Le but est principalement de contréler la croissance. mTORC1 est sensible a la
rapamycine.

e Le complexe mTORC2 est considéré comme résistant a la rapamycine et est
généralement insensible aux nutriments et aux signaux énergétiques. Il active
PKC-a et AKT, régule la survie cellulaire, la migration et le cytosquelette d’actine.

MTORC1 et mTORC2 ont ainsi des fonctions physiologiques spécifiques et une sensibilité
différente vis a vis de la rapamycine. Bien que mTORC2 y soit insensible, un traitement
prolongé par inhibiteurs de mTOR peut a long terme détruire I'assemblage de mTORC2
et sa fonction (17).

\ Cell surface

1

Diseases
1. Vascular
anomalies/
Venous
Malformations
2. PTHS
_’ 3. TsC
\1@ 4, Birt-Hogg-Dube
/ \ 5. Skin cancer
GDP GTP 6. Sturge Weber
syndrome (port
wine stain)
- @ mTORC2
@ Crictor >
/I \\
O
7
Cytoskeleton
@ @ Metabolism
5 (elF4B Proliferation
P Cell survival

Protein translation Cell Growth
b 1
S 6

~{ G6NAQ

Figure 8 : schéma de la voie du mTOR et exemples de pathologies qui en découlent.
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Figure 9 : composition schématique des complexes mTOR : sous-unités activatrices (Raptor, mLST8, Rictor et Protor)
et sous unités inhibitrices (PRAS40, Deptor et mSin1).

La dérégulation d’éléments de la voie du mTOR par I'amplification, la perte de fonction
ou la surexpression, sont impliquées dans de nombreuses pathologies, notamment les
troubles néoplasiques : activation des effecteurs AKT (cancer du sein et ovarien), PI3K
(cancer ovarien, gastro-intestinal, du sein ou de la prostate), de PTEN (mélanome et
"syndromes des hamartomes par mutation du géne PTEN"), folliculine (syndrome de
Birt-Hogg-Dubé) etc... (17) (16).

La voie du mTOR est normalement inhibée par les protéines des génes TSC1 et TSC2,
I’hamartine et la tubérine. Dans la STB, le manque de ces protéines conduit a une
hyperactivation constitutive de la voie du mTOR qui entraine a son tour une
prolifération incontrdlée, une différenciation et une migration cellulaire importante (16).

3. Diagnostic

La derniere conférence internationale de consensus sur la STB date de juin 2012 (la
précédente datant de 1998). 79 spécialistes de 14 pays se sont réunis pour actualiser les
connaissances et mettre a jour les recommandations sur le diagnostic, la surveillance et
la prise en charge des patients STB (12) (18). L’évolution majeure de cette harmonisation
est I'incorporation des tests génétiques de screening de TSC1 et TSC2 dans le diagnostic.
La classification des symptémes cliniques a été mise a jour et a abouti a leur répartition
en fonction de deux critéres : sensibilité et spécificité. 11 critéres ont été définis comme
majeurs et 6 comme mineurs (Tableau 1, (12)).

Le diagnostic et I'évaluation clinique d’une STB chez un patient passe par une longue
série de tests : génétiques, IRM (Imagerie par résonance magnétique) de la téte et de
I'abdomen, évaluation psychiatrique, EEG (électroencéphalogramme), HRCT
(tomographie haute résolution du tronc), échographie cardiaque et rénale, ECG
(électrocardiogramme), évaluation des fonctions respiratoires et enfin inspections
dermatologique, dentaire et ophtalmologique minutieuses.

La prise en charge des patients et le diagnostic de la STB relevent d’une
multidisciplinarité importante. Le dermatologue y joue un rdle important au vu des
nombreux critéres dermatologiques (4 majeurs et 3 mineurs) (11)(Tableau 1, (12)).
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Tableau 1 : critéres diagnostiques de la sclérose tubéreuse complexe

A. Criteres diagnostiques génétiques

L’identification d’'une mutation pathogéne de TSC1 ou TSC2 (qui inactive la fonction de la protéine ou empéche sa
synthése) dans un tissu normal pose un diagnostic certain de STB, méme sans lésion clinique. Un variant non
pathogéene ne permet pas de poser le diagnostic.

N.B. - 10 a 25% des patients n’ont pas de mutation identifiée, ce qui n’exclut pas le diagnostic de STB et ne dispense
pas de recourir aux critéres cliniques.

B. Clinique
Critéres majeurs Critéres mineurs
1. Macules hypomélaniques de 5mm de diameétre au moins (23) 1. Lésions cutanées « confetti »
2. Angiofibromes (23) ou plaques fibreuses céphaliques* 2. Anomalies de I'émail dentaire (> 3)
3. Fibromes unguéaux (> 2) 3. Fibromes intra-buccaux ou gingivaux (>2)
4. Plaque « peau de chagrin » 4. Tache achromique rétinienne
5. Hamartomes rétiniens multiples 5. Kystes rénaux multiples
6. Dysplasie corticale** 6. Hamartomes non rénaux ****

7. Nodules sous-épendymaires (NSE)

8. Astrocytome sous-épendymaire a cellules géantes (SEGA)
9. Rhabdomyome cardiaque

10. Lymphangioléiomyomatose (LAM) ***

11. Angiomyolipomes (> 2) ***

* Les angiofibromes sont un critére diagnostic mineur lorsqu’ils apparaissent a I'dge adulte

** Regroupe deux anciens criteres (tuber cortical et anomalies de migration de la substance blanche)

*** Quand une LAM et un angiomyolipome sont présents, ils constituent ensemble un seul critére majeur et ne
suffisent donc pas au diagnostic

**** Cette terminologie regroupe les hamartomes du systéme endocrinien : angiomyolipomes des
surrénales, adénome papillaire de la thyroide et autres angiomyolipomes ou fibroadénomes de I’hypophyse, du
pancréas, des gonades

Diagnostic certain

u v" 2 critéres cliniques majeurs
u v 1critére majeur et au moins 2 critéres mineurs
v critére génétique indépendant

Diagnostic possible

u v 1critére majeur
v" au moins 2 critéres mineurs

4. Epidémiologie

L'incidence a fortement augmenté depuis les années 80 du fait de I'hétérogénéité des
symptomes et du sous diagnostic des personnes atteintes mais présentant des
symptomes. Estimée auparavant entre 1/100.000 ou 1/200.000, I'incidence de la STB est
aujourd’hui estimée entre 1/6000 et 1/10.000 naissances dans le monde. La prévalence
globale est quant a elle estimée a environ 1/20.000 habitants (12).
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5. Surveillance et traitement

La prise en charge de la STB est multidisciplinaire. La coordination des soins entre
spécialités médicales est essentielle tout au long de la vie du patient, notamment lors du
passage a I'age adulte. De par son caractére évolutif, il est nécessaire de suivre tres
régulierement les patients pour limiter la morbi-mortalité, apporter un confort de vie et
une qualité de vie optimale. Comme lors de la pose du diagnostic, il est nécessaire
d’examiner soigneusement le patient et de réaliser des imageries réguliéres (18).

L'espérance de vie des patients STB est influencée par différents facteurs : I'épilepsie,
I'importance des tumeurs cérébrales, le développement d’une hydrocéphalie, la
progression des AML (risque d’hémorragies) ou de la LAM (diminutions significatives des
fonctions pulmonaires) (18). La détection et la prise en charge médicamenteuse précoce
de I'épilepsie permettraient de maximiser les chances d’un développement cognitif
normal. Le choix des antiépileptiques est a adapter en fonction du type de
manifestations exprimées et de I'dge du patient. En cas d’échec thérapeutique ou de
pharmacorésistance aprés association d’antiépileptiques, un traitement chirurgical ou
une stimulation du nerf vague peuvent étre envisagés. Concernant les autres
manifestations, notamment rénales, |’exérése chirurgicale des tumeurs compressives est
possible. Les récidives sont nombreuses et I'‘anesthésie générale des patients
épileptique est délicate a gérer, ce qui limite la fréquence des opérations.

Les nouvelles connaissances apportées par la génétique et la biologie moléculaire ont
permis d’apporter de nouveaux espoirs pour la prise en charge de la STB. La voie de
signalisation du mTOR étant désinhibée dans la STB, I'utilisation d’inhibiteurs sélectifs de
cette voie tels que le sirolimus et I'everolimus prend tout son sens. La démonstration de
leur efficacité dans plusieurs essais cliniques a permis leur autorisation dans le
traitement des SEGA, des AML et de la LAM (19) (Tableau 2, page 41).

L'instauration du traitement par un inhibiteur de mTOR chez un patient dépend
notamment de I'étendue, de I'évolution et du caractere symptomatique des lésions. Il
est ainsi nécessaire de traiter au plus tot les manifestations lorsque cela est possible ;
d’olu I'importance d’un suivi régulier et d’'une bonne observance médicamenteuse.
Néanmoins, il est nécessaire de garder a I'esprit que la STB est une maladie génétique et
qgue les recrudescences aprés arrét des traitements, ou apres chirurgie, sont courantes.
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III. Les angiofibromes faciaux

1. Description et physiopathologie
a. Description physique et données

De par leur proéminence et leur étendue, les angiofibromes faciaux (AF) sont les lésions
dermatologiques les plus emblématiques de la STB. lls se manifestent dans I’'enfance
entre I'age de 2 et 5 ans et affectent entre 75 et 90% des patients.

Les AF apparaissent initialement comme des points rouges sur la surface des joues
lorsque I'enfant est excité, énervé ou chaud. Avec le temps, ils deviennent papuleux (8).
L'aspect des AF varie d’'un patient a l'autre, allant de I'apparence d’une tache de
rousseur a celle de nodules proéminents, cireux et défigurants. Généralement en forme
de déme, ils peuvent étre pédiculés ou former des nodules plus larges ou des plaques
sur les fosses nasolabiales. Leur développement peut étre précédé par un léger
érytheme qui s’intensifie avec les émotions et la température corporelle. Leur taille varie
généralement de 1 a 4 mm de diamétre et leur coloration va de I'aspect couleur de peau
a rouge ou brun. On peut en compter de 1 a plus d’'une centaine chez un patient. Ils
prédominent sur la partie centrale du visage, spécifiqguement sur les fosses nasolabiales.
S’étendant de facon symétrique et bilatérale sur les joues, le nez et le menton, ils ont
une distribution caractéristique en forme d’ailes de papillon (8) (Figure 10). lls tendent a
grossir progressivement avec un pic de progression a I'adolescence. Durant I’age adulte,
leur croissance se stabilise et la rougeur peut diminuer progressivement. L'exposition
solaire favorise leur apparition et leur accentuation (10). De par leur aspect inesthétique
et stigmatisant, les AF entrainent des répercussions psychologiques importantes chez les
enfants et les adolescents, notamment sur l'image et l'estime de soi (20). Les
complications gu’ils entrainent sont généralement des saignements spontanés (ou en
réponse a des traumas mineurs), voire quelques infections (8). Dans de rares cas, leur
taille peut obstruer la vision et les conduits nasaux (21).

Exceptionnellement, des AF multiples bilatéraux « isolés » peuvent apparaitre sans étre
associés a aucune manifestation systémique (22). Dans certains cas, ils peuvent méme
étre unilatéraux (23) (24). Bien qu’étroitement liés a la STB, les AF peuvent également
apparaitre comme des manifestations d’autres entités : la neurofibromatose de type 2,
le Birt—Hogg—Dubé syndrome ou la néoplasie endocrine multiple de type 1 (MEN 1) (8)
(25).A la différence de la STB, I'dge d’apparition des AF dans le Birth Hogg Dubé
syndrome et la MEN 1 est plus tardif. De ce fait, dans des circonstances inhabituelles,
I’apparition d’AF a I’age adulte devient un critere mineur et non majeur du diagnostic de
la STB (11) (Tableau 1, page 31).
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Figure 10 : exemples de manifestation des angiofibromes et ages respectifs des patients.

A. 3ans (26); B. 8ans (27) ; C. 17ans (26) ; D. 21 ans (28) ; E. 26 ans (29); F. 26 ans (30).

Partie 1 : la sclérose tubéreuse de Bourneville Page | 34



b. Physiopathologie/Histologie

Bourneville identifia les lésions faciales dans la présentation de ses cas sous le nom
« d’acne rosacea ». Pringle inventa par la suite le terme « adenoma sebaceum » (25). A
la suite d’études histopathologiques, ce terme fut considéré comme inapproprié. En
effet, les lésions faciales sont des adénomes et ne sont pas dérivées des glandes
sébacées. Caractérisées par une fibrose dermique et une hyperplasie du tissu conjonctif,
elles sont associées a une prolifération et une dilatation vasculaire. Des changements
dans les glandes sébacées contigués et autres structures annexes sont simplement
secondaires. De ce fait, le terme « angiofibrome » est un terme mieux approprié.

Les angiofibromes sont des hamartomes, c'est-a-dire des excroissances contenant des
cellules typiguement retrouvées dans la peau mais anormales dans leur nombre et leur
organisation (31). La coupe histopathologique d’un AF (Figure 11, (32)) présente ainsi
une double composante cellulaire et vasculaire. De grands fibroblastes en forme de
fuseaux ou d’étoiles se répartissent dans le derme. Les vaisseaux sanguins proliferent
excessivement et se dilatent (la rougeur des angiofibromes chez I'enfant en est la
conséquence). Les fibres de collagéne prennent la forme de peau d’oignon autour des
follicules et des vaisseaux (8). Avec le temps, les couches de collagene tendent a se
scléroser et a se fibroser (33).
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Figure 11 : coupe histologique d’un angiofibrome. Lésion du nez prélevée chez une femme de 47 ans.
On y distingue une prolifération vasculaire importante et de nombreux fibroblastes.

N.B. —:la littérature et les données portant sur I’histologie des AF est assez limitée. Il est
ainsi difficile d’en réaliser une description plus compléte et poussée.
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c. Pathogénie

La perte de fonction du complexe hamartine-tuberine conduit a un déficit de régulation
de la voie mTOR. On assiste ainsi a une production incontrélée de protéines, de facteurs
et de promoteurs de la tumorogénése, comme :

e Le VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) impliqué dans I’angiogénése.

e La MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) surexprimé par les cellules
fibroblastiques. Il stimule I'angiogénese, la fibrogénése et le recrutement de
monocytes.

e L'épiréguline, surexprimée par les fibroblastiques. L'épiréguline est un membre

de la famille des EGF qui stimule notamment la prolifération des kératinocytes.

La MLH1 (MutL homolog 1), protéine ayant un role dans la réparation de I’ADN

La psoriasine, facteur chimiotactique pour les lymphocytes CD4+, également

impliqué dans les mécanismes de défenses antibactériennes de la peau.

Ainsi, la formation des angiofibromes est la conséquence d’une prolifération cellulaire
importante, une hyperplasie du tissu conjonctif, du recrutement de cellules
immunitaires (lymphocytes, monocytes et cellules fibroblastiques) et d’une prolifération
vasculaire importante (34) (35).

2. Traitements

a. Traitements physiques

Malgré les souffrances liées aux crises épileptiques, aux tumeurs rénales ou aux
problémes respiratoires, la préoccupation principale des patients reste I'impact négatif
des angiofibromes faciaux sur leurs relations sociales et leur estime de soi.

Différentes approches chirurgicales ont été utilisées pour y remédier : chirurgie couplée
au laser, excision, curetage, cryothérapie, électrodessication, dermabrasion,
radiofréguence etc... Plusieurs types de laser ont été testés, notamment les lasers au CO,
et les lasers pulsés (PDL) (8) (11) (25).

Il est difficile d’émettre des recommandations de traitement quant a ces méthodes
physiques. La réussite dépendant notamment de I'dge du patient, de I'étendue des
Iésions, mais surtout de I'expérience du chirurgien ou du dermatologue dans la maitrise
de ces techniques. Cependant, certains auteurs rapportent que les lasers PDL seraient
tres efficaces vis-a-vis des AF a prédominance vasculaire, notamment s’ils sont traités
précocement, avant que la composante fibreuse ne prédomine. A I'inverse, les lasers au
CO0; auraient une meilleure efficacité sur les AF a composante fibreuse (11) (25).

Méme si les résultats sont encourageants, notamment chez des patients séverement
touchés, les techniques chirurgicales montrent leurs limites. Elles sont invasives et
douloureuses, d’efficacité limitée dans le temps (une recrudescence est systématique,
notamment chez les patients jeunes) et nécessitent fréquemment une anesthésie
générale (délicate a gérer sur des terrains épileptiques). Des complications comme des
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cicatrices ou des infections peuvent également survenir. Elles sont limitées en nombre
et y avoir recours nécessite d’évaluer au préalable la balance clinico-psychologique (11)
(25).

b. Traitements médicaux

On retrouve dans la littérature différentes tentatives de traitement médical des
angiofibromes. Parmi elles, on peut citer 'utilisation du tranilast per os, molécule a
propriétés antiallergiques et antiprolifératives utilisée dans le traitement de I'asthme
bronchique ; ainsi que |'utilisation locale d’une solution de podophyllotoxine a 25%,
alcaloide utilisé dans le traitement des verrues et de la kératose. D’une relative
efficacité, aucune étude supplémentaire n’a été menée a grande échelle sur I'utilisation
de ces molécules (25).

Depuis une dizaine d’années, des préparations a base d’inhibiteurs de mTOR ont fait leur
apparition. L'utilisation du sirolimus par voie orale a tout d’abord montré son efficacité
sur la réduction du nombre d’AF (36) (37). Ces premiers résultats ont été confirmés lors
d’un essai-cliniqgue ol 57% des patients notaient une diminution importante du nombre
d’AF (38). L'everolimus a également montré son efficacité en utilisation per os dans la
prévention de I'apparition des AF (39).

Depuis, des essais de formulation topique chez I'animal (40) puis chez 'homme ont été
menés (41). Ainsi, recourir a une action locale, par l'intermédiaire de formulations
topiques, permettrait théoriquement de réduire les effets secondaires de la voie
systémique et d’améliorer la biodisponibilité des inhibiteurs de mTOR.

L’'ensemble des connaissances sur les préparations topiques de sirolimus fait I'objet de la
seconde partie de cette thése.
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Deuxieme partie : comment développer une
préparation topique de sirolimus pour traiter les
angiofibromes de la sclérose tubéreuse de
Bourneville ?

I. Cahier des charges initial

Afin de réaliser une telle préparation, il est possible de lister les principaux objectifs et
parameétres dont nous devons tenir compte et ainsi de rédiger un premier cahier des
charges. Celui-ci évoluera aprés une étude de la littérature (Figure 12).

Etude de la
physiologie.
Dermophar
macie

Législation
et bonnes
pratiques

Angio-
fibromes

Choix de Préparation
I'inhibiteur — topique
de mTOR ?

Inhibiteurs
de m TOR

Que propose
la littérature
?

Figure 12 : illustration du cahier des charges initial

v Objectif principal : mettre & disposition des patients atteints de la STB, une forme
topique a base d’inhibiteur de mTOR pour traiter leurs angiofibromes faciaux (AF).

v’ Justification du traitement: esthétique et médical (éviter le développement de
complications comme les infections ou les saignements).

v’ Justification de la voie : |la voie topique permettrait d’obtenir une action locale, une
diminution des concentrations en principe actif nécessaires, une diminution des effets
indésirables systémiques. La pénétration cutanée présente I'avantage d’une large
surface d’absorption ainsi qu’une faible dégradation enzymatique.

v’ Les patients a traiter : enfants et adolescents ne présentant pas tous le méme degré
d’atteinte.

v La cible : les angiofibromes faciaux. Ils possédent un caractére évolutif au cours du
temps (fibrose).
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v’ Alternatives disponibles : aucun traitement topique n’est commercialisé. Il faut donc
avoir recours a une préparation magistrale ou hospitaliére. Aucune préparation de ce
genre n’est inscrite au formulaire national (42).

La mise au point de cette préparation doit passer par I'étude des inhibiteurs de mTOR
(notamment leurs propriétés physico-chimiques), de la physiologie de la peau et du
mécanisme d’absorption cutanée. Il est essentiel de voir ce que propose la littérature
scientifique, de s’en inspirer et au besoin d’en améliorer les points faibles. Enfin, il est
également nécessaire de se conforter a la réglementation en vigueur ainsi qu’aux bonnes
pratiques de préparation.

II. Le sirolimus et les inhibiteurs de mTOR

1. Historique

La rapamycine a été isolée en 1975 a partir d’'une bactérie, Streptomyces hygroscopicus,
découverte dans des échantillons de terre ramenés de l'lle de Paques. Le nom de
rapamycine dérive de "Rapa Nui" qui est le nom de llle dans la langue ethnique
polynésienne. Le sirolimus est le nom générique donné a la rapamycine. Elle a tout d’abord
été classifiéee comme un "macrolide antifongique" car présentant une activité contre
plusieurs souches de levures et de champignons (43) (44). D'autres propriétés lui ont ensuite
été progressivement découvertes dans les années 80 comme ses capacités
immunosuppressives ou son activité anticancéreuse et antiangiogénique. Des recherches sur
son mécanisme d’action ont permis d'identifier sa cible nommée TOR (target of rapamycin).

2. Mécanisme d’action

La rapamycine et ses analogues se fixent au récepteur intracellulaire FKBP12 (FK506 binding
protein 12) (Figure 8, page 29). Cet assemblage se lie ensuite au complexe mTORC1 et
empéche la phosphorylation des protéines S6K1 et 4EBP. La rapamycine ne peut se lier au
complexe mTORC2, mais celui-ci peut étre inhibé indirectement lors d'un traitement
prolongé par l'inhibition de la phosphorylation de la protéine AKT (17) (Figure 8). Les
inhibiteurs de mTOR ralentissent ou stoppent la croissance cellulaire (ils empéchent le cycle
cellulaire de progresser de la phase G1 a la phase S), induisent I'apoptose, inhibent la
migration cellulaire et l'invasion tissulaire, réduisent I'expression du facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF), réduisent la prolifération et I'activation des lymphocytes T et
la production d’anticorps (17) (16) (25) (44).

3. Les inhibiteurs de mTOR sur le marché et en développement

Il existe deux types de familles de molécules pouvant agir sur la voie du mTOR : la famille de
la rapamycine et ses analogues qui sont des inhibiteurs allostériques de mTORCI1, et celle
plus récente dite des « kinases inhibitrices de mTOR » (17).
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a. Les inhibiteurs de mTOR

La rapamycine a été approuvée par la FDA (USA Food and Drug Administration) comme
immunosuppresseur dans la prévention du rejet des greffons rénaux en 1999, et a obtenu
son AMM en France en 2002. Différents dérivés ont été synthétisés et mis sur le marché afin
d’améliorer le profil pharmacocinétique et la solubilité de la rapamycine :

e everolimus, RAD001

e temsirolimus, CCI-779

e zotarolimus. ABT-578 (17)

e deforolimus ou ridaforolimus, AP23573 (17) (45)

Les inhibiteurs de mTOR sont utilisés pour leurs propriétés immunosuppressives (prévention
du rejet de greffe), anticancéreuses (traitement du carcinome rénal, mammaire...), ou leur
mécanisme d’action (inhibiteur de mTOR dans la STB) (Tableau 2, (46)). Ils sont également
utilisés dans d’autres indications (hors autorisations) ou font I'objet d’essais cliniques :

e En cancérologie, ils sont administrés seuls ou en association aux chimiothérapies
conventionnelles, ex: rhabdomyosarcomes, glioblastomes, cancers du poumon a
petites cellules, ostéosarcomes, cancers du sein, de la prostate etc... (17)

e En dermatologie, ex : sclérose systémique, PWS (port-wine stain) et anomalies du
complexe vasculaire, sarcome de Kaposi, syndrome de Muir Torre, cancer de peau,
psoriasis etc... (16) (44).

Plusieurs études suggerent que I'effet antiprolifératif des analogues du sirolimus varie, en
fonction des cellules cancéreuses, par échec d’inhibition de mTORC2 dans certains types de
tumeurs (17).

Leurs propriétés antiprolifératives sont également utilisées en angioplastie coronarienne.
Certains stents sont imprégnés d’inhibiteurs de mTOR : everolimus PROMUS PREMIER®
(Boston Scientific®); sirolimus CYPHER® (Cordis®), zotarolimus ENDEAVOR® (Medtronic®)
(47).

b. Autres inhibiteurs de la voie du mTOR
D’autres générations d’inhibiteurs de mTOR ont été développées :

e Les « ATP-competitive mTOR kinase inhibitors » ou « kinases inhibitrices de mTOR ».
Ces molécules bloquent mTORC1 et mTORC2, inhibent la phosphorylation des
effecteurs sous-jacents et les mécanismes de rétrocontréle de PI3K/AKT.

e Les doubles inhibiteurs de PI3K et mTOR (Dual mTOR/ PI3K inhibitors) qui ciblent

autant la protéine P13k que le récepteur a I’ATP de la protéine mTOR.

Leurs conséquences sur le devenir de la cellule sont les mémes que pour les inhibiteurs de
MTOR conventionnels, mais leur activité anticancéreuse, reportée dans des études
précliniques, serait supérieure. Ces molécules sont prometteuses mais aucune n'est pour le
moment disponible sur le marché. Des études complémentaires s’averent nécessaires pour
évaluer leurs profils de toxicité a long terme et leurs modalités d’utilisation, seules ou en
association aux inhibiteurs de mTOR conventionnels (17) (48).
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les inhibiteurs de mTOR sur le marché

Tableau 2
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4. Caractéristiques physico-chimiques et pharmacocinétique
a. Physico-chimie

Le sirolimus fait partie de la famille chimique des macrolides. Les autres inhibiteurs de mTOR
sont des analogues semi-synthétiques du sirolimus (Figure 13, (36) (42) (43)).

Fonction chimique variable

~~._-0OH Everolimus

J\t\OH Temsirolimus
OH
o] .
p— Deforolimus
N\

Sirolimus/Rapamycine

Figure 13 : structure chimique des inhibiteurs de mTOR

Le temsirolimus est une pro-drogue du sirolimus. Sa fonction chimique supplémentaire lui
permet d’étre soluble dans I'eau et d’étre administré par voie veineuse. Il est rapidement
métabolisé en sirolimus aprés administration. L’everolimus, le temsirolimus et le deferolimus
ont été développés a partir du sirolimus afin d’augmenter sa faible solubilité dans I'eau et
son activité (44) (50).

N.B. - Malgré une consonance commune et une similarité structurale, le tacrolimus (FK506)
appartient a la famille des anticalcineurines au méme titre que la cyclosporine. lls se lient
tous deux au méme récepteur FK506, mais le sirolimus ne montre pas d'activité
anticalcineurine. Le tacrolimus est commercialisé sous forme topique (Protopic®) dans le
traitement de la dermatite atopique.

Les données du Tableau 3 (51) nous montrent que les inhibiteurs de mTOR sont des
molécules volumineuses et de tailles importantes (poids moléculaires élevés) ; hydrophobes
(log P>0, log S< 0) et peu solubles dans I'eau ; dont le passage des membranes cellulaires
pourrait s’avérer difficile (polar surface area (PSA)>140) (52).
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Tableau 3 : propriétés physico-chimiques des inhibiteurs de mTOR

pka Nombre de liaison
3 Surface
Poids Solubilité hydrogene _
, ) Formule Log P Log S polaire
moléculaire dans eau Donneurs | Accepteurs
Acide | Basique (PSA)
(NHD) (NHA)
0.00173 mg/ 2
914.1719 Da CerH-oNO 4.3-7.45 -5.7 9.96 -3 3 12 19543 A
51M179NU13 ml
] 0.00163 mg/
everolimus 958.2244 Da Cs3Hg3NO4, 5.01-74 -5.8 9.96 -2.7 3 13 0
mL 204.66 A
o 4.39- | 0.00235 mg/ -
temsirolimus 1030.2871 Da CsgHgsNO46 L -5.6 9.96 -2.9 4 14 241.96 A
7.13 i

b. Pharmacocinétique et métabolisme

Les inhibiteurs de mTOR ont une fenétre thérapeutique étroite

sanguins, excepté le temsirolimus (Tableau 4, (46) (51)).

Tableau 4 : pharmacocinétique des inhibiteurs de mTOR

et nécessitent des dosages

sirolimus everolimus temsirolimus
Fixation protéines
. 92% 74% 87%
plasmatiques
Elimination
A biexponentielle : 17.3 h
1/2 vie 57-63 h 30h o )
(temsirolimus) puis 54.6 h
(sirolimus)
Métabolisme CYP 3A4 CYP3A4 et PgP CYP 3A4
Féces majoritairement 80% feces 76 % feces
Elimination
2% urines 5% urines 5% urines

Concentrations sanguines
recommandées

4-20 ng/ml (dans la
prévention du rejet de
greffe)

5a 15 ng/ml (dans le
traitement de la STB)

Pas de surveillance

5. Les effets indésirables

Les effets indésirables des inhibiteurs de mTOR sont conséquents et nécessitent parfois des
pauses thérapeutiques. A titre d’exemple, la liste ci-dessous reporte les effets indésirables

les plus fréquemment rencontrés lors de la prise orale de sirolimus :

e Troubles de I'état général (céphalées, cedemes périphériques, fievre, altération de la

cicatrisation...)

e Troubles cutanés (acné, éruption cutanée)

e Troubles du systeme immunitaire (infections en général et notamment urinaires)

e Troubles du

systeme

sanguin et

neutropénie, purpura thrombotique...)

lymphatique

e Troubles musculo-squelettiques (arthralgie, ostéonécrose)

(anémie,

thrombocytopénie,
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e Troubles gastro-intestinaux
e Troubles hépatobiliaires
e Troubles du métabolisme (hypokaliémie, hypercholestérolémie, diabete...)
e Troubles rénaux (élévation de la créatininémie, protéinurie)
e Troubles cardiovasculaires (hypertension...)
e Etc..
Source : (46)

6. Données de sécurité

Les inhibiteurs de mTOR présentent un risque pour les personnes manipulant ces molécules.
Certains d’entre eux sont classifiés par I'organisme NIOSH (The National Institute for
Occupational Safety and Health) parmi la liste des « antinéoplasiques et autres médicaments
dangereux manipulés dans les établissements de soins ». Le NIOSH classifie les molécules
selon la toxicité qu’elles représentent : carcinogéne, tératogéne, toxicité sur la reproduction,
toxicité d’organes a faibles doses, génotoxicité etc..

Sirolimus : il est classé dans le tableau 2 (médicaments non antinéoplasiques) de la liste
NIOSH et présente des risques accrus de développement de lymphomes et autres tumeurs. Il
est embryotoxique et foetotoxique.

Everolimus et temsirolimus: ils sont répertoriés dans le tableau 1 (médicaments
antinéoplasiques). Ce sont des médicaments cytotoxiques qui présentent également un
risque pour les femmes enceintes et allaitantes.

L'équipement et les locaux doivent étre adaptés aux risques cités précédemment. Ainsi,
couper ou écraser des comprimés, manipuler de la poudre ou des topiques a base
d’inhibiteurs de mTOR nécessite : de réaliser cette opération dans une pieéce a atmospheére
contrblée ; le port d’'une blouse protectrice, d’'une double paire de gants et de lunettes
(tableau 5 de la liste NIOSH). Ces recommandations sont également reportées dans les fiches
de données de sécurité des laboratoires et fournisseurs de ces molécules.

Source : (53)
III. Physiologie et principe de la pénétration cutanée

1. La peau

La peau est une structure hétérogéne composée de trois couches superposées : I'épiderme,
le derme et I'hypoderme. Elle est également parcourue par des glandes sudoripares et des
follicules pileux ainsi que par des glandes sébacées qui sécretent le sébum a sa surface
(Figure 14 (54)). D’une épaisseur variant de 0.5 a 5 mm, sa surface oscille entre 1.5 et 2
metres carrés chez 'adulte ; la peau du visage représentant entre 3.5% (adulte) et 9 %
(enfant) de cette surface totale (55) (56).
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a. Structure de la peau

L'épiderme : il mesure en moyenne 100 um et est composé de différentes couches partant
de la couche basale vers le stratum corneum en surface. Il est parcouru par le phénomeéne de
kératinisation et de migration verticale : les cellules vivantes des couches inférieures, les
kératinocytes, migrent progressivement vers les couches supérieures. Elles se chargent alors
presque exclusivement en kératine et deviennent des cellules quasi-mortes, les cornéocytes.
L’épiderme a surtout un role de protection.

Le stratum corneum ou couche cornée : couche la plus externe de I'épiderme, elle possede

une épaisseur de 10 a 20 um. Grace a sa structure et a sa constitution chimique, le stratum
corneum est responsable de « I'effet barriére » et de la quasi imperméabilité de la peau
lorsque son intégrité est conservée. Lieu de stockage pour les substances lipidiques, il
participe de facon trés active au phénomene d’hydratation de la peau en ralentissant la
diffusion de I'eau en provenance des couches profondes du derme. Les cornéocytes sont
presque totalement déshydratées (13% d’eau vs 80-90% dans les autres cellules de
I’organisme) et composés de kératine, une protéine extrémement résistante. lls sont agrégés
entre eux par un ciment intercellulaire lipidique composé d’acides gras polyinsaturés, de
cholestérol et de céramides. Leur cohésion est de plus assurée par des liens protéiques, les
cornéosomes (Figure 15 (56)).

Rq: I'effet barriére est considérablement influencé par I'intégrité du stratum corneum face
aux agressions extérieures (brdlures, coupures, frottements...) et a I’hydratation cutanée.

Le derme : d’une épaisseur variant de 500 um a 1 mm, il assure le maintien des propriétés
mécaniques de la peauet sert de réservoir d’eau par lintermédiaire de gels de
protéoglycanes.

N.B. —: c’est a partir de cette couche que se développent les angiofibromes.(cf page 35)

L’hypoderme : c’est un tissu conjonctif lache de méme structure que le derme mais chargé
en adipocytes, lui conférant un pouvoir isolant thermique et mécanique et constituant une
réserve d’énergie.

Vascularisation et innervation : La vascularisation lymphatique et artério-veineuse parcourt

I’hypoderme, le derme et s’arréte en dessous de la jonction dermo-épidermique. L'épiderme
n’est pas irrigué directement mais recoit ses nutriments par diffusion a partir du derme.
L'épiderme et le derme sont parcourus par des terminaisons nerveuses.

Source : (56)

b. Caractéristiques de la peau

pH cutané : du derme a la surface de la peau, le pH passe respectivement d'une valeur de 7 a
5. Le pH cutané est variable selon I'age (il augmente en vieillissant), le sexe (plus alcalin chez
les femmes), les zones corporelles (il se varie de 4 et 7 avec une moyenne de 5.5) et le lavage
(il augmente avec le lavage par les détergents). Le pH cutané est régulé par I'excrétion
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sudorale acide qui représente un moyen de défense vis-a-vis des micro-organismes. L’acidité
cutanée est une caractéristique importante, et I'on observe que presque toutes les
dermatoses sont accompagnées d’une alcalinisation.

Film hydrolipidique : il se situe a la surface du stratum corneum. C’est une émulsion H/L

(hydrophile/lipophile) ou I'eau est représentée par les sécrétions sudorales, les lipides
provenant de la sécrétion des glandes sébacées et du phénomene de kératinisation. Il a pour
role le maintien du pH acide de la peau, permet I'établissement de la barriere cutanée et
intervient dans I'aspect esthétique de la peau.

Flore cutanée : elle est constituée de bactéries Gram + (Staphylococcus, Corynebacterium,

Propionibacterium etc...), d'organismes fongiques (Candida albicans, Trichophyton,
Epidermophyton etc...) qui participent a la défense de la peau.

Meétabolisme cutané et systéme immunitaire : il existe dans I'épiderme et dans le derme
des activités enzymatiques pouvant contribuer au métabolisme de certains médicaments :
réactions d’hydrolyse, d’oxydation, de réduction et de conjugaison. Cependant, la
contribution du métabolisme cutané est modeste (moins de 5% du médicament absorbé en

général) principalement en raison de la saturation rapide des enzymes cutanées. Le systéme
immunitaire peut également reconnaitre les molécules comme des corps étrangers et les
orienter vers le systeme lymphatique.

Sources : (55) (56) (57)

EPIDERME
DERME
FOLLICULE
PILO-SEBACE
GLANDE SUDORIPARE HYPODERME

Figure 14 : structure schématique de la peau
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Figure 15 : structure schématique de I'épiderme a gauche et du stratum corneum a droite.

2. Principes fondamentaux de la pénétration cutanée ou

perméation

a. Facteurs influencant I'absorption cutanée

La peau

L’état de la peau : |la pénétration des médicaments varie selon I'état de peau, son age et le

type de pathologie. Dans le cas des plaies, la peau est alors plus ou moins détruite et ne joue

plus son role de barriere protectrice; les possibilités de pénétration sont alors
profondément modifiées. La pénétration cutanée est généralement augmentée dans les

dermatoses et les phénomeénes inflammatoires.

La région d’application : selon les régions du corps, la couche kératinisée est plus ou moins

importante et les follicules pileux plus ou moins nombreux.

Le degré d’hydratation : une hydratation excessive (comme un patch occlusif) hyperhydrate

la couche cornée qui perd sa capacité de barriere et devient perméable dans les deux sens ;
a l'inverse, si la peau est excessivement desséchée, elle perd sa souplesse et se craquelle,
I’eau étant un plastifiant de la kératine.

La température : elle modifie les propriétés de la peau et augmente la diffusion. Elle est de

32°C en surface.

Sources : (55) (56) (58)
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Nature physico-chimique de la substance active

La taille de la molécule : l1a pénétration est d’autant plus facilitée que la masse moléculaire

est peu élevée (< 500 Da). Elle influe sur son coefficient de diffusion.

La forme de la molécule : les longues molécules linéaires ou plus ou moins ramifiées ont

moins de facilité pour s’insinuer entre les cellules cornées que des molécules de forme plus
ramassée.

La nature chimique de la molécule :

e Le nombre de donneur de liaisons hydrogéne (NHD) et le nombre de liaisons
hydrogenes accepteurs (NHA) controlent I'interaction avec la surface des
cornéocytes.

e Le coefficient de partage octanol-eau (log P) représente le partage stratum corneum-
eau. Les substances lipophiles s’accumulent dans le ciment intercellulaire et se
séparent difficilement d’un véhicule lipidique. Inversement, les substances
hydrophiles ne peuvent traverser que si la peau est hydratée au maximum. Les
molécules les plus aptes a pénétrer sont donc amphiphiles.

La concentration de la molécule : notamment la différence de concentration entre le

véhicule et la peau.

Remarque : la régle des 5 définie par Lipinski prévoit une faible absorption ou perméation
pour une molécule de : masse moléculaire>500Da, NHD>5 et NHA>10 ou logP>5. Selon cette
régle, la diffusion du sirolimus et ses analogues serait limitée (cf Tableau 3).

Sources : (55) (56)

Véhicule

Les véhicules topiques utilisés pour le traitement d’une affection locale, doivent en général
faciliter la pénétration des principes actifs dans les tissus. lls ont eux-mémes trés peu de
possibilités de pénétration.

Les constituants du véhicule : les matieres premiéres constitutives de la phase grasse

modulent la capacité de pénétration des substances actives a travers la barriére cutanée. Les
excipients qui n‘ont qu’une action de surface et ne pénétrent que peu la peau sont
généralement de nature hydrocarbonée comme la paraffine liquide, la vaseline, les
paraffines, les silicones hydrophobes etc... On retrouve également les cires, les acides, les
alcools gras (stéarique, cétylique) qui ont un effet plus ou moins occlusif et superficiel.

Pour obtenir une pénétration plus importante, les excipients doivent se mélanger au film
hydrolipidique cutané pour céder leur principe actif. Pour diffuser, le coefficient de partage
du principe actif doit étre en faveur des tissus. On emploie des émulsions dans la
formulation de la phase grasse et en particulier des huiles végétales qui favorisent la
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pénétration cutanée en se combinant aux lipides épidermiques, ainsi que des tensioactifs,
amphiphiles, qui modulent la pénétration des molécules actives, améliorent leur
biodisponibilité et ont une capacité de pénétration propre.

Le pH de la préparation peut intervenir sur le degré d’ionisation des principes ionisables et
donc sur leur pénétration.

Sources : (56) (58)

La forme galénique du véhicule : elle influe sur la pénétration cutanée d’'une molécule

active, notamment grace au sens de I|'émulsion qui doit étre compatible avec les
caractéristiques physicochimiques de la molécule a véhiculer.

e Les émulsions, qu’elles soient L/H ou H/L sont des promoteurs d’absorption. Ce sont
des dispersions dans lesquelles la taille des particules est comprise entre 10 et
100 um et qui contiennent une forte proportion de tensioactifs (de 10 a 30%).
L'utilisation d’émulsions multiples peut conduire a une libération prolongée de la
substance active mais sans que les capacités de franchissement de la barriere
cutanée ne soient modifiées par rapport a celles de I'émulsion simple.

e Les gels hydrophiles ne facilitent généralement pas la pénétration a cause du film de
polymeéres qu’ils déposent sur la peau. C'est pourquoi ils contiennent trés souvent
une proportion importante d’éthanol, permettant une meilleure effraction de Ia
barriere cutanée.

e Les liposomes transportent des actifs hydrophiles contenus dans le coeur aqueux de
la vésicule ou des actifs lipophiles inclus dans leurs bicouches de phospholipides. En
s'insinuant entre les cornéocytes par l'intermédiaire du ciment intercellulaire, ils
aident considérablement au franchissement de la barriere.

e Les véhicules anhydres tels que la vaseline ont un réle ambigu. Tres lipophiles et
occlusifs, ils ont une action superficielle avec le pouvoir de retenir en eux les actifs
lipophiles qui, de ce fait, quittent difficilement le véhicule. A contrario, ils agissent
comme un patch occlusif qui augmente I’hydratation cutanée et favorisent ainsi le
passage de molécules hydrophiles.

Les modes d’application : les diverses manieres d’appliquer un topique influencent sa

pénétration : simple étalement ou étalement accompagné de frictions et massages ;
application en couches plus ou moins épaisses; temps de contact plus ou moins long et
répétition plus ou moins fréquente; application suivie ou non de la pose d’'un bandage ou
pansement (I’occlusion augmente I’hydratation du stratum corneum) etc...

Sources : (56) (58)
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b. Mécanisme de I'absorption cutanée

Voies de passage transcutané

Il existe plusieurs voies de passage permettant de franchir la barriere de la couche
cornée (Figure 16 (56)).

Passage transcellulaire : il est emprunté surtout par les molécules de petite taille et

hydrophiles lorsque le stratum corneum est suffisamment hydraté. Ce passage peut aussi
faire intervenir la voie des cornéosomes, qui réalisent des pontages entre les cellules et sont
suffisamment amphiphiles pour laisser passer des molécules plus ou moins lipophiles.

Passage intercellulaire : c’est la voie du ciment lipidique intercellulaire empruntée par les

molécules amphiphiles ou lipophiles. Elle prédomine par rapport a la voie intracellulaire.

Passage transfolliculaire : elle fait intervenir les follicules pilosébacés. Cette voie se heurte
au flux de sébum qui s’écoule de l'intérieur vers I'extérieur et contrarie I'introduction de

substances exogenes. Elle est a I'opposée prépondérante chez I'animal au vu de la densité
des follicules sébacés.

Passage par le canal sudoripare des glandes ecrines : cette voie est théoriquement possible

mais rarement mise en évidence du fait de la pression positive exercée vers I'extérieur.

Sources : (55) (56) (58)
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Figure 16 : différentes voies de passage transcutané
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La couche cornée a la propriété de retenir dans sa structure des substances actives, c’est
I'effet réservoir. La libération progressive de cette réserve conduit a des effets prolongés.
Les substances qui la traversent peuvent se concentrer dans les parties profondes de la peau
et les régions sous-cutanées favorables aux actions locales. L'épiderme vivant, en dessous de
la couche cornée, est une barriere moins efficace, sa perméabilité étant comparable a celle
des autres membranes biologiques.

Cinétique du passage transcutané

L'absorption transcutanée est un phénomene de diffusion passive. Apres avoir quitté le
véhicule topique, les molécules doivent traverser la barriere cutanée de nature lipidique,
puis diffuser dans les différentes couches de I'épiderme totalement hydratées, pour ensuite
continuer a diffuser dans le derme, également hydrophile. Elles peuvent ensuite entrer en
contact avec le systeme vasculaire capillaire, étre résorbées, diffuser dans la circulation
générale et fournir une action systémique. La diffusion peut se poursuivre dans I’'hypoderme
et méme dans les tissus sous-cutanés.

La diffusion d’une substance a travers une membrane semi-perméable est proportionnelle a
la différence de concentration de part et d’autre de la membrane. Elle obéit a une loi de
Fick :

KmxXxDXAC e?
/ ] = Kp XAC= ———— D=— \
e 6Ty,
J = flux percutané (pg/cm?/s) D = coefficient de diffusion (cm?/s)
Kp = coefficient de perméabilité (cm/s) e= épaisseur de la couche cornée (cm)
AC= différence de concentration de part T,=temps de latence (s)

et d’autre de la membrane (C1-C2)
Km= coefficient de partage couche

k cornée/véhicule /

La cinétigue de diffusion d’'une molécule a travers la fom2
pglcm

peau montre que le flux diffusant ne devient constant | ®quantita
gu’apres un temps de latence variable d’'une substance BDe0Ibe
a l'autre. La courbe devient ensuite linéaire en
atteignant un état d’équilibre. La valeur de latence est
en relation directe avec le coefficient de diffusion. Elle
est obtenue en extrapolant la partie linéaire de Ia

courbe a I'axe des abscisses (Figure 17 (56)).

Remarque : ‘T—,' Tompe,
e |e coefficient de partage Km correspond au rapport T, = Temps de latence

de solubilité de la substance diffusante dans le

Figure 17: cinétique de diffusion d'une

stratum corneum et dans I'excipient. Cette donnée :
substance a travers la peau

étant généralement inconnue, on utilise le
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coefficient de partage octanol/eau.

e Le coefficient de diffusion D traduit la mobilité de la substance diffusante a travers le
stratum corneum. Plus la molécule est complexe (grande taille, masse moléculaire
élevée), plus la diffusion est faible. Il traduit également la valeur de I'imperméabilité des
différentes couches de la peau. Sa valeur est généralement voisine de 10 cm?/s dans le
stratum corneum et de 10° cm?/s dans I’épiderme et le derme, ce qui indique que la
couche cornée est 1000 fois plus imperméable que les couches sous-jacentes.

Sources : (56)

Méthodes d’évaluation de la pénétration cutanée

Le degré de pénétration cutanée d’une molécule peut étre évalué afin de connaitre le lieu
d’action de cette molécule ainsi que le pourcentage de substance ayant traversé la peau par
rapport a la quantité appliquée.

La méthode in vitro officielle de F

;. . , 3 Bouchon
mesure de la pénétration cutanée
est la mesure sur cellules de Franz Produit testé Compartiment
(Figure 18 (56)). Elle utilise des Jointdetéfion N

. Orifice

fragments de peau humaine ou Pince %‘g de",;,élévemem
de porc et un compartiment Peau &

Liquide récepteur

récepteur rempli du liquide. Celui- Bt dérmilans

ci est choisi en fonction des Billle de verre ou
barreau magnétique 1 cm

caractéristiques physicochimiques

de la molécule (NaCI 0.9% pour une Figure 18 : schéma de la cellule de Franz modifiée par J.P.Marty

molécule hydrophile ; mélange d’eau/ sérum albumine ou d’un tensioactif pour une
molécule lipophile). Placée au bain-marie, la molécule est dosée dans les prélevements du
liquide récepteur a différents temps. C’'est une méthode simple, rapide, répétable et d’un
faible coOt. Néanmoins, les milieux utilisés ne sont pas physiologiques et le niveau
d’hydratation du tissu peut étre supérieur par a l’in-vivo, ce qui peut influencer certains
parametres comme le coefficient de diffusion.

Méthodes in vivo :

e Dosages chez I'animal ou I'homme réalisés dans le sang, les urines, les feces, le rein,
le foie, parfois le muscle. Ces essais sont surtout réservés aux dispositifs
transdermiques.

e Méthode des strippings: apres application du topique, des prélevements des
différentes couches cellulaires du stratum corneum sont réalisés a I’aide de rubans
adhésifs. La quantité de substance présente dans les strippings est ensuite dosée.

e Technique de microdialyse.

Sources : (56)

Partie 2 : développement d’une préparation topique de sirolimus Page | 52



c. Stratégies pour augmenter I'absorption

Pour faciliter la pénétration cutanée, il faut diminuer ou annuler I'efficacité de la barriere
cutanéeen:

e Eliminant le film hydrolipidique par décapage a I'aide de détergents ou de solvants.

e Hydratant la peau grace a la nature des excipients. Un excipient hydrophobe peut
constituer un revétement occlusif qui maintient la peau sous-jacente tres humide et
faciliter la pénétration de substances hydrophiles.

e Employant des promoteurs d’absorption. lls assurent alors une dissociation des

cellules cornées, une certaine dissolution du ciment lipidique intercellulaire et
augmentent la perméabilité. Ex : éthanol, isopropanol, propyléne glycol, certaines
huiles essentielles etc... Il est également possible d’utiliser des tensio-actifs.
e En augmentant la circulation cutanée par I'emploi de vasodilatateurs (ex : nicotinate
de méthyle).
Source : (56)

IV. Les inhibiteurs de mTOR en application cutanée : vers
le traitement des angiofibromes

L'efficacité des traitements systémiques a montré tout I'intérét d’utiliser des inhibiteurs de
MTOR pour traiter les AF. Cependant, leurs effets indésirables limitent leur utilisation a cette
seule indication. Depuis maintenant une dizaine d’année, les publications se sont multipliées
sur le sujet et plusieurs essais cliniques ont été mis en place. Le but de la recherche
bibliographique présentée ci-dessous est de réaliser un état de l'art et de répertorier
I’'ensemble des connaissances nécessaires a la mise en place d’une formulation topique a
base de sirolimus.

1. Revue de la littérature

Les articles trouvés dans la littérature scientifique peuvent étre classés en deux groupes : le
premier regroupant des essais pour traiter des affections autres que la STB comme le
psoriasis (59); puis a partir de 2010, des articles uniquement consacrés a I'efficacité du
sirolimus topique pour traiter les AF.

Avant d’étre utilisé chez ’'homme, le sirolimus en topique a d’abord démontré son efficacité
sur des modeles murins (40) et lors de tests in vitro sur des explants de peau (60). La
premiere publication d’utilisation du sirolimus par voie topique chez ’lhomme pour traiter
les AF date de 2010 et a été publiée par I'équipe de Haemel aux Etats-Unis (41).
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a. Les inhibiteurs de mTOR en topique pour traiter les angiofibromes
faciaux

Depuis 2010, le sirolimus est I'inhibiteur de mTOR le plus utilisé pour réaliser des formes
topiques. 21 publications, en majorité des études de cas isolés ou des petites séries de cas,
rapportent son efficacité. Deux revues ont été consacrées a ce sujet (77) (78). A ce jour,
seule une publication sur I'everolimus a été proposée (76) et aucun article n’a été retrouvé
concernant les autres inhibiteurs de mTOR. Les données ci-dessous sont un résumé des
articles trouvés dans la littérature.

Patients : plus d’une centaine de patients ont été traités. La répartition homme/femme est
assez équitable. Ce sont pour la majorité des enfants, des adolescents ou des jeunes adultes.
IIs sont rarement agés de plus de 30 ans. Une partie d’entre eux, adolescents et adultes, ont
déja été traités par chirurgie et/ou laser, avec une efficacité modérée (41) (63).

Formulations utilisées : 1a plupart des publications s’attardent peu sur les formulations et

leurs procédés de préparation. Lors des premiers essais, le sirolimus en poudre n’était pas
accessible. Les matieres premiéeres disponibles étaient alors les comprimés enrobés (broyés
pour obtenir une poudre) et les solutions de sirolimus (Rapamune®).

u Non
précisé. 1

B Solution. 4

Créeme. 3

H Gel.1

Figure 19 : formes galéniques reportées dans la littérature

La forme galénique la plus utilisée est la pommade, citée 15 fois (Figure 19). La poudre de
comprimés est ainsi mélangée a de la vaseline (véhicule lipidique) seule ou préalablement
dissoute dans de I'huile de paraffine. Wheless en 2013 rapporte I'utilisation d’'une pommade
hydrophile dont la composition n’a pas été précisée (68). Dans d’autres publications, le
sirolimus était mélangé a une forme topique pré-existante (Dexeryl® créme, Protopic®
créme) ou a un cosmétique (Euceryl®, Skincerity®).

N.B. - Les gammes Euceryl® et Skincerity® sont des noms de gammes de cosmétiques dont le
catalogue est étendu. Comme aucune précision supplémentaire n’est apportée, il est difficile
de connaitre la forme galénique exacte utilisée dans les publications concernées.

Malgré le manque de précisions galénique de certains articles, quelques équipes partagent
leurs résultats. De Klotz précise ainsi que le mélange de sirolimus en solution et la vaseline
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forme une émulsion instable. Il a également tenté de retirer I'enrobage des comprimés en
les mélangeant a de I’alcool, mais les résidus d’alcool ont provoqué des irritations chez les
patients. Il propose aussi une formulation a base de comprimés de sirolimus broyés au
blender, tamisés puis mixés de nouveau au blender avec de la vaseline (62).

L'application directe de la forme buvable sur la peau a été rapportée dans 4 publications (26)
(29) (66) (73). Une autre publication japonaise a proposé la formulation d’un gel de sirolimus
(69).

Concentration du sirolimus : les concentrations testées vont de 0.003% a 1% (Figure 20). Les

plus utilisées sont le 0.1% (7 publications), le 1 % (6 publications) et le 0.2% (6 publications).
Un article suggere qu’a des concentrations inférieures a 0.1 % il n’y aurait pas d’efficacité
(27). Cependant, I'’étude de Koenig en 2012 rapporte une efficacité a des concentrations plus
faibles lors d’un essai clinique (65).
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0,003%  0,015% 0,1% 0,2% 0,4% 0,5% 1% 1mg/ml

Figure 20: concentrations des formes galéniques reportées dans la littérature et nombre d’études les rapportant

La préparation : les formes topiques sont fournies, quand cela est précisé, par la pharmacie

de I'hopital concernée. Il n’y a que trés peu d’explications sur les techniques de préparation
et les moyens utilisés pour les dispenser. La sécurité de I'étape de préparation n’a pas été
évoquée, mais cela ne veut pas dire que des moyens de protection n’ont pas été pris.

Schéma et fréquence d’application : le sirolimus en topique doit étre appliqué sur une peau

saine, apres lavage et séchage (75). L'application sur des blessures récentes (au vu du
mécanisme d’action) pourrait modifier le processus de cicatrisation (63) (67).

Le schéma posologique le plus évoqué est I'application en 1 a 2 fois par jour. Mais, du fait de
la difficulté de I'observance chez les enfants et de la consistance des préparations (corps
gras), I'application bi-journaliére est trés souvent passée a une simple application nocturne
sur la propre décision des parents. Les tests d’application débutent rarement a 3
applications par semaine. Ce schéma est plutot adopté lorsque les patients sont traités
depuis plusieurs mois et que la réduction du nombre d’AF semble stagner ; privilégiant une
efficacité sur la durée (72).
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Efficacité générale / échelle de mesure : aprés lecture des articles, a tous les dosages, on

retrouve une efficacité du traitement par voie topique. Mais |'efficacité est dépendante du
degré d’atteinte du patient et de son age. Plusieurs séries de cas ont débutées par le
traitement d’un seul c6té du visage et sont rapidement passées au traitement du visage
entier apres constatation de I'efficacité (61) (69) (72).

Les résultats observés sont souvent « spectaculaires » et rapides, notamment sur les
érythémes qui disparaissent en quelques semaines. Pour certains d’entre eux, ils sont méme
supérieurs aux résultats observés apres utilisation de la laserthérapie ou I’excision
chirurgicale sous anesthésie générale (26).

Malgré les superlatifs utilisés, la comparaison de l'efficacité des différents traitements
proposés est d’autant plus difficile qu’il n’existe pas de recommandations pour classifier les
patients en fonction de leur degré d’atteinte. Peu d’échelles objectives ont été utilisées,
hormis la FASI (Facial Angiofibromas Severity Index) développée par des équipes espagnoles
(63) (74) (79). Seul I'age est un critere comparable.

Cependant, un profil d’efficacité tend a se démarquer. Le sirolimus topique, tous dosages et
formes galéniques confondus, semble plus efficace chez les enfants et les adolescents ; les
résultats « spectaculaires » étant moins fréquemment décris chez les adultes (26) (28) (63)
(69) (73) (74). Une des explications probables serait le degré de la composante proliférative
et fibrotique des AF, moindre chez les plus jeunes qui augmenterait leur sensibilité a I'action
du sirolimus (74) (75).

Le tacrolimus (Protopic®) a été utilisé seul et n’a pas montré de réelle efficacité (61) (66).

Des pauses thérapeutiques ont été entreprises, mais dans la majorité des cas les érythemes
et angiofibromes réapparaissaient systématiquement (27) (72) (74).

Effets secondaires : trés peu d’effets indésirables ont été reportés. Seuls quelques cas

anecdotiques et transitoires de démangeaisons (27), d’irritations (74) ou de légers
érythémes (69), ont été observés. Néanmoins, lors de I'utilisation des solutions buvables de
sirolimus en application directe sur les AF, des irritations importantes ont été rapportées
(26) (29). Les patients se voyaient obligés de diminuer la fréquence d’application et d’utiliser
des corticoides topiques, voire d’arréter le traitement. Ces irritations s’expliquent par la
concentration importante d’alcool éthylique (20mg/ml) dans la solution buvable (46).

Dosages sanguins : des dosages sanguins ont été réalisés dans une grande majorité des

études et nont permis de détecter que 3 fois le sirolimus a des concentrations inférieures
aux concentrations thérapeutiques immunosuppressives (26) (73). Les auteurs restent
cependant imprécis sur les formulations utilisées a ces occasions : pommade a 0.1% ou
solution buvable de sirolimus a Img/ml (26) ? Pommade a 0.5 ou 1% (73) ?

Retours sur les formulations : le retour des patients vis-a-vis des formulations n’est que trés

peu évoqué. Certains patients trouvent que les pommades rendent la peau grasse et
huileuse (74) et sont parfois difficiles a appliquer.
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Les remarques récurrentes sur les formes préparées a partir de comprimés écrasés
concernent la texture rugueuse et granuleuse des préparations (67) (72). Quelques
saignements causés par le frottement de morceaux de comprimés restés dans la
formulation, voire des morceaux retrouvés sur le visage apres application auraient parfois
été observés (73).

Malgré certains de ces inconvénients, les patients sont globalement satisfaits par I'efficacité
des traitements, notamment sur les érythemes (74).

Coiit : le co(t important des préparations est évoqué et chiffré dans plusieurs publications. Il
est grande partie di aux matieres premieres (comprimés et poudre) et est fonction de la
concentration en sirolimus et de la fréquence d’application des topiques. A titre d’exemples,
selon les auteurs, il peut étre de :

e 280f (360€) pour 50 g de pommade a 0.1% réalisée a partir de comprimés (27)

e 232.42€ pour 30g de pommade a 1% réalisée a partir de comprimés (74)

e 4105 (375€) pour 50g de pommade a 0.1% faite a partir de comprimés. Pour la méme
guantité et une concentration de 0.5%, la préparation a partir de poudre de sirolimus
coliterait seulement 1255 (115€) (73)

e 3000S pour 30g de pommade a 1% (29)

Ces colts élevés (environ 2000 a 3000S par an par patient pour une préparation a 0.1%) sont
a rapporter aux colts (hospitalisation) et aux risques des techniques chirurgicales et
physiques évoquées précédemment (110005) (26). Certains auteurs remettent parfois en
cause la justification du co(t vis-a-vis de I'efficacité, notamment chez les adultes (74).

b. Les inhibiteurs de mTOR en topique, autres indications

On peut également retrouver dans la littérature des publications rapportant I'utilisation de
topiques a base de sirolimus dans d’autres indications :

e Le sarcome de Kaposi (80), pommade a 0.5% a base de comprimés écrasés. Bonne
efficacité et tolérance.

e Les macules hypomélaniques (81) (82) . Etude de cas et petit essai clinique d’un gel a
0.2%. Bonne efficacité et tolérance.

e Les malformations capillaires vasculaires du syndrome de Sturge-Weber (83). Essai
clinique d’une créme au sirolimus a 1% et d’un traitement concomitant par
laserothérapie. Creme élaborée a partir de poudre dissoute dans de [’alcool
benzylique a 3,8% et mixée dans une émulsion E/H. Outre divers effets indésirables
(acné, aphtes, herpes labial...) probablement liés a 'utilisation du laser, la moitié des
patients rapportent une irritation aprés application de la créeme.

e Etc...

La plupart des autres articles sont consacrés a des études chez I'animal ou a des petites
séries de cas utilisant des solutions de sirolimus en application topique.
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c¢. Conclusion

Le sirolimus utilisé en topique, malgré une faible diffusion théorique (cf page 48), a montré
son efficacité et sa sécurité d’utilisation dans la littérature. En régulant négativement la
protéine mTOR, il inhibe rapidement I'angiogénése et la prolifération des fibres de collagéne
(68). Cependant, 'ensemble de ces résultats manque d’uniformité. Les formes galéniques
utilisées ainsi que les concentrations ont été tres diverses. |l n’est pas possible de comparer
les patients entre eux par manque d’échelle d’évaluation commune. Malgré cela, un profil
d’efficacité chez les enfants, les adolescents et les jeunes adultes et un schéma
thérapeutique peut étre mis en évidence. Voici ce qui en ressort :

Parmi toutes ces formulations, il est possible d’envisager le choix d’'une formule de base
permettant de pouvoir varier les concentrations en principe actif. De faibles concentrations
pourraient étre utilisées suivant une posologie d’attaque (ex : 0.1% chez les enfants) puis, du
fait des recrudescences apres arrét, pourraient étre maintenues a des applications plus
espacées ou répétées selon des cycles. Les concentrations pourraient également étre
augmentées suivant la sévérité d’atteinte et I’age des patients (ex : 0.5 et 1%) (73). Il se peut
qgue l'utilisation d’un topique seul ne montre pas une efficacité suffisante, et que le recourt a
un traitement per os, a des ablations par chirurgie ou laser, ou une combinaison de ces
thérapeutiques s’avereraient nécessaires. Utiliser une échelle de caractérisation telle que
I'index FASI permettrait de classifier les patients, de leur proposer un schéma thérapeutique
le plus adapté pour une action efficace et a long terme, et permettrait aussi de diminuer les
colts (25) (72). Un exemple de schéma thérapeutique est proposé par I'équipe de Salido
(Figure 21) (25).

Degree of severity
Facial angiofibromas
(FASI)

== -
Large FA?

{ L, m
Curettage

Topical sirolimus &% Child Adult /
I'd < e

i No response No response -
! P id Laser g ! Dermabrasion

or
Electrocoagulation

v v
FA T vascular FA T fibrous
PDL CO,

Figure 21 : illustration d’un schéma thérapeutique possible
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La formule galénique idéale n’a pour le moment pas encore été trouvée. Il nous semble que
I"'utilisation de comprimés écrasés ne s’avere pas étre satisfaisante. En effet, outre I'apport
d’excipients non destinés a la voie topique et les éventuelles blessures par des morceaux de
comprimés (73), les étapes d’écrasement peuvent étre évitées en utilisant directement la
poudre de principe actif actuellement commercialisée, répondant ainsi aux exigences des
BPP (Bonnes Pratiques de Préparation) (cf page 67) . L'incorporation du sirolimus et sa
solubilisation, indispensable pour obtenir une préparation homogéne, en seraient facilitées.
Le choix des excipients a un impact direct sur la stabilité du sirolimus au sein du topique, sur
sa pénétration a travers la peau (ex : utilisation de facilitateurs de pénétration), et influe sur
les concentrations en principe actif a mettre en ceuvre.

2. Essais cliniques

Plusieurs essais cliniques ont été déposés sur les préparations topiques d’inhibiteurs de
MTOR. Les résultats qui suivent ont été obtenus sur les bases de données clinicaltrials.gov et
clinicaltrialsregister.eu.

Essai NCT02634931 : étude japonaise multicentrique de phase 3, simple bras. Déposée en
décembre 2015 pour une durée de 2 ans par I'entreprise Nobelpharma. Intitulée “A Long-
term, Single-arm, Open-label Trial of NPC-12G (Topical Formulation of Sirolimus) to
Angiofibroma and Other Skin Lesions in Patients With Tuberous Sclerosis Complex”. Elle

évalue la sécurité et I'efficacité du traitement a long terme d’un gel de sirolimus a 0.2%
administré deux fois par jours pendant 52 semaines et plus (84).

Les deux études suivantes ont été proposées par le Dr Koenig de l'université de
Houston aux Etats-Unis. Cette équipe proposait en 2012 I'utilisation d’une formulation a
base de Skincerity® (65).

Essai NCT01526356 : étude de phase 2, débutée en février 2012 et terminée en juin 2015.
Intitulée “Phase Il Study of Topical Rapamycin to Erase Angiofibromas in TSC-Multicenter
Evaluation of a Novel Therapy”. Elle était composée de 3 bras : bras placebo, bras créme a
0.1% et bras creme a 1%. Aucun détail n’est précisé sur la nature de cette creme. 177

patients ont été inclus (85).

Essai NCT0103190 : étude de phase 1, débutée en décembre 2009 et terminée en février
2012. Intitulée “Topical Rapamycin Therapy to Alleviate Cutaneous Manifestations of
Tuberous Sclerosis Complex (TSC) and Neurofibromatosis | (NF1)”. Elle répartissait les
patients dans 3 bras: bras placebo, bras sirolimus a 1% et bras sirolimus a 5%. La

formulation était composée de Skincerity®. Elle a recruté 52 patients (86).

L’étude qui suit a été déposée par I'’équipe de Wheless de 'université de Memphis au
Etats-Unis, auteur d’une publication sur Iutilisation d’une pommade hydrophile (68).

Essai NCT01853423: étude de phase 1, ouverte depuis avril 2013 et en cours de
recrutement. Le laboratoire Pfizer® fait partie des investigateurs. Elle est intitulée “Tuberous

Sclerosis Complex : Facial Angiofibroma Skin Cream”. Elle étudie I'efficacité et la tolérance
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d’une pommade au sirolimus a 0.1% appliquée deux fois par jours durant une phase
d’attaque de deux semaines puis une fois par jour. Pour le moment, elle a recruté environ 15
patients.

Essai 2011-006308-12 : étude espagnole de phase 2, ouverte en juillet 2012, et sponsorisée

par la « Fundacion Investigacion Hospital Ramon y Cajal » de Madrid. Elle est nommée
“phase Il clinical trial, to study the efficacy and safety of topical rapamycin in reducing
facial angiofibromas”. Elle évalue |'efficacité d’'une solution orale de sirolimus utilisée en
topique (87).

N.B. - Il est a noter qu’aucun rapport sur les résultats des études terminées n’a été publié.
Comme dans la littérature scientifique, on peut également retrouver d’autres essais qui
évaluent ['efficacité du sirolimus en topique dans d’autres pathologies que la STB. Aucun
essai utilisant un autre inhibiteur de mTOR en topique que le sirolimus n’a été trouvé sur ces
bases. Aucun autre type de traitement n’est évalué dans le traitement des AF.

Tout récemment, le CHU de Lyon a obtenu en 2015 un financement PHRC (programme
hospitalier de recherche clinique), le n°15-552 dont le titre est le suivant : « Traitement
topique par évérolimus des angiofibromes faciaux chez les patients atteints de sclérose
tubéreuse de Bourneville : essai combiné de phase II/Ill, multicentrique, contrélé,
randomisé, en double-insu, contre placebo ». Son acronyme est EVEROST et le budget a été
évalué a 789.020 € (88).

3. Brevets

Les recherches sur les brevets ont été effectuées sur les bases de données de Google patent
et de I'INPI (institut national de la propriété intellectuelle). A la différence des articles
scientifiques, les brevets publient des principes inventifs, des idées, et ne proposent pas une
formulation bien établie. lls sont un ensemble d’idées de composition trés variables. Et
proposent des formulations généralement plus complexes que celles citées précédemment
(page 53).

A titre d’exemple, on peut citer le brevet WO 2008015539 A2, nommé « Topical preparation
containing sirolimus for treating inflammatory skin deseases dermatitis, including psoriasis
and lichen ruber planus». Publié en 2008 (89), il propose la formulation de la pommade

suivante :
| Composants |  Fonctions | Proportions (%) |

Sirolimus Principe actif 0.03-0.1
Paraffine liquide Emollient 1-20
Glyceryl monostearate Emulsifiant 1-10
Cire blanche Solvant 0.1-5
N-Methyl-2-pyrrolidone Composé hydratant 1-10
Lanoline anhydre Emollient, 2-5
Butyl hydroxyl toluene Antioxydant 0.0075-0.1
Vaseline Base de pommade 2-100
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De méme, la recherche sur ces bases a mis en lumiére les brevets suivants (souvent déposés

par des équipes citées dans le paragraphe « revue de la littérature », page 53):

Tableau 6 : exemples de brevets

W02015121836 Al

« Complexes of sirolimus and its derivatives, process for the
preparation thereof and pharmaceutical compositions containing
them ». Propose une méthode de dispersion du sirolimus de fagon
liqguide et son incorporation a une forme topique (90).

W02014117035 Al

“Compositions for transdermal delivery of mTOR inhibitors”
Formulation déposée pour la délivrance transcutanée du sirolimus
(91).

US20130317053 Al

“Externally-used drug for treating skin disorder and method for
producing same”. Propose la formulation d'un gel ou d’une
pommade (92). Brevet déposé par I'équipe de Wataya-Kaneda (61).

WO 2012142145 Al

« Methods of treating skin conditions exhibiting telangiectasia »
Propose plusieurs formes topiques (solution, spray, gel, créme) (93).

US 20120022095 Al

« Topical rapamycin for treatment of facial angiofibromas in
tuberous sclerosis ». Formulation élaborée d’'une pommade au
sirolimus (94), déposée par I’équipe d’Haemel (41).

W02004110347

« Compositions and methods for reducing scar tissue formation”.
Formulations topiques de sirolimus utilisées en chirurgie pour faciliter
la cicatrisation (95).

US6958153 Bl

“Skin penetration enhancing components” Propose des formulations
comportant des agents facilitant la pénétration des principes actifs
(96). Proposé par I'équipe d’Ormerod (59)

Afin de trouver des éléments d’inspiration pour concevoir une formulation, I’étude des

brevets peut s’avérer intéressante pour peu que I'on passe outre leur langage trés complexe

pour un néophyte. Les brevets apportent des idées mais ne démontrent pas la preuve d’'une

réalisation, d’une efficacité ou d’une stabilité comme on l'attend dans I’étude d’articles

scientifiques.
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4. Audit en France sur la préparation

Nous avons rédigé un questionnaire en ligne par le biais du logiciel SphinxOnline (97). Celui-
ci a été envoyé aux pharmaciens responsables du préparatoire des PUl de 30 CHU (98) et de
40 établissements membres de I’APHP en ile de France dont I’AGEPS. Cette étude a été
réalisée en mai 2015 et cl6turée un mois apres I'envoi du questionnaire, un seul rappel ayant
été envoyé en cas de non réponse a la premiére sollicitation. Le questionnaire interrogeait
les pharmaciens sur la réalisation ou non d’une préparation topique pour le traitement des
AF de la STB. Si la réponse était positive, des précisions étaient demandées concernant la
préparation (composition, conditions de réalisation, études menées...) et la délivrance aux
patients (de quelle maniére et nombre de patients traités). Le pharmacien était invité, s’il le
souhaitait a partager son protocole de préparation. En cas de réponse négative, il était
demandé si la pharmacie avait déja été sollicitée par les équipes médicales a ce sujet, quel
était le motif de non réalisation et enfin est-ce que des projets de mise en place étaient
prévus ou en cours ?

29 centres ont répondu au questionnaire et 19 réponses ont été obtenues directement par
téléphone, soit 48 réponses au total parmi les 70 centres interrogés (taux de réponse= 68%).
Les résultats obtenus ont été les suivants :

1) Réalisation : concernant les CHU, 9 PUI réalisent régulierement ou ponctuellement
une préparation topique. Selon I'enquéte, aucune PUI ne réalisait la préparation
parmi les centres membre de I’APHP en fle de France. Les CHU étaient les suivants :
CHU d’Amiens, CHU de Besancon ; CHU de Brest ; CHU de Clermont-Ferrand ; CHU de
Metz; CHU de Montpellier; CHU de Rennes; CHU de Saint Etienne; CHU de
Strasbourg.

2) Depuis combien de temps ? Hormis les PUI du CHU de Strasbourg (2011) et du CHU
de Metz (2012) et du CHU de Caen (2013), les PUl ont mis en place cette préparation
depuis un an ou moins environ.

Quelle molécule est utilisée ? le sirolimus est employé a I'unanimité.

A quel dosage ? 0.1% (2); 0.33%(1) 0.2% (1) ; 1% : (7). Trois établissements (CHU de
Brest, CHU de Caen, CHU de Rennes) préparent simultanément deux dosages de
sirolimus (0.1% et 1% ; 0.33% et 1%, 0.2 et 1% respectivement).

Quelle matiére premiére est utilisée ? poudre de sirolimus (6), comprimés

Lo

C

écrasés (3).
Quelle est la forme galénique de la préparation et quels en sont les excipients ?
» Créme (3) : les CHU de Montpellier, de Strasbourg et de Besanc¢on réalisent une

=

préparation de sirolimus dilué dans du Dexeryl® et conditionnée en seringue de
10 ml ou en tube de 15, 30 ou 50g.

» Pommade (6): 5 formulations sont réalisées avec de la vaseline seule ; une
formulation est un mélange de vaseline et d’huile de paraffine. Elles sont
conditionnées en seringue de 10 ml ou en pots de 25 ml, 10, 50 ou 60g.
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7) Conditions de préparation mises en ceuvre ? 3 préparations sont réalisées

directement sur paillasse (dont une dans une salle en dépression avec exclusion des
PPH (préparateurs en pharmacie hospitaliere) enceintes), 4 en isolateur et 2 sous
hotte.

8) Etudes de stabilité réalisées et date limite d’utilisation (DLU) ? Une étude de
stabilité a été réalisée par la PUI du CHU de Strasbourg. La DLU a été fixée a 1 mois.

Pour les autres centres qui n’en ont pas réalisé, la DLU a été fixée entre 1 et 3 mois.
9) Nombre de patients et type de délivrance : tous les centres délivrent leur

préparation aux patients par le biais de la rétrocession. La PUl du CHU de
Montpellier est celle qui rétrocede la préparation au plus grand nombre de patients
(entre 20 et 50 patients). Les autres PUI rétrocedent pour moins de 10 patients. Il est
délivré entre 1 et 7 seringues ou des pots de 15, 25, 30 et 50 g selon I'étendue des
|ésions.

10) PUI ne réalisant pas la préparation mais ayant été sollicitées par les services de

soins pour la réaliser : 6 établissements rentrent dans cette catégorie. La préparation

n’a pas été réalisée pour les motifs suivants : absence de données (2), arrét du projet
(1), demande de PHRC pour mettre en place une préparation a base d’everolimus (1,
CHU de Lyon), étude de faisabilité en cours (2). 4 PUl ont pour projet de la mettre en
place (CHU de Lille, CHU de Lyon, CHU de Toulouse, CHU de Tours).

Le but de cette étude n’était pas d’étre exhaustif mais d’avoir une idée globale de la
préparation en France. C'est pourquoi, le choix a été fait de ne cibler en province que les
CHU. Il semble en effet plus vraisemblable que, du fait de I'importance de la maladie, les
patients atteints de STB soient plus fréquemment suivis en CHU. En lle de France, tous les
hopitaux membres de I'APHP ont été interrogés. Cette non restriction découle d’une
méconnaissance de |'organisation de I’APHP et des hdpitaux qui auraient été susceptibles de
prendre en charge les patients atteints de STB. En ciblant plus particulierement les CH ou
exercent des dermatologues et/ou des pédiatres, on peut restreindre la liste de 40 a 20
établissements ; le taux de réponse passant ainsi de 68 a 78%.

La mise en ceuvre de cette préparation est assez récente et suit la publication des premiers
articles sur le sujet. Si I'on compare les résultats de cette étude aux données de la littérature
internationale (page 53), on retrouve beaucoup de similitudes. Aucune préparation n’est
réalisée avec une autre molécule que le sirolimus ; néanmoins, le CHU de Lyon a pour projet
la réalisation d’une forme topique a base d’everolimus dans le cadre d’un PHRC et se base
trées probablement sur les résultats de la publication de Dill (76). La concentration en
sirolimus a 0.1% est peu fréquemment utilisée alors que c’est la concentration la plus
utilisée dans la littérature. La forme galénique majoritairement utilisée est la pommade, ce
qui concorde avec les données des articles répertoriés. La formulation de creme de sirolimus
ajouté a du Dexeryl® n’a été retrouvée qu’une fois dans la littérature et semblerait avoir été
mise en place au CHU de Strasbourg avant I'équipe espagnole (64).
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Les BPP recommandent |'utilisation de matieres premiéres (ici la poudre de sirolimus) plutot
gu’une spécialité lorsqu’elles sont disponibles (comprimés ou solution buvable) (99). En
réalité, le co(t important de la matiére premiére et le faible nombre de patients a traiter
pourrait expliquer le choix d’utiliser des comprimés écrasés. Des mesures de sécurité ont été
prises par les pharmaciens, en réalisant la préparation sous hotte ou en isolateur. Il est vrai
que pour les deux centres qui indiquent la réaliser sur paillasse, aucune précision concernant
I’habillage des PPH ou des particularités de la salle n’avait été demandées dans le
guestionnaire, ni précisées dans les réponses ; ces données ne sont donc pas totalement
interprétables.

Aucune étude de stabilité d’'une forme topique n’a été publiée jusqu’a présent et aucun
détail n’a été retrouvé dans ces publications sur la DLU fixée. Le CHU de Strasbourg ayant
mené son étude de stabilité et fixé une DLU d’un mois.

Le CHU de Montpellier a un recrutement de patient important par rapport a la date de mise
en application de la préparation (décembre 2014), soit un peu plus de 6 mois pour traiter
plus d’une vingtaine de patients.

4 pharmaciens ont accepté de partager leurs protocoles (CHU de Brest, CHU de Metz, CHU
de Rennes et CHU de Strasbourg).

En conclusion, en France, les formes galéniques et les concentrations utilisées sont variées.
Le manque d’homogénéité des pratiques découle d’'un manque de connaissance sur le
mécanisme biopharmaceutique, ainsi que des doses nécessaires en principe actif a utiliser.
Un échange entre les différents centres sur les résultats afin d’harmoniser les procédés
s’avérerait nécessaire. Enfin, une étude a grande échelle pourrait étre envisagée.

Ce travail a fait I'objet d’'un poster publié lors des Journées Dermatologiques de Paris du 8 au
12 décembre 2015 (Annexe 1, page 104) (100).
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V. Définitions et exigences réglementaires des
préparations

N.B. - Les paragraphes réglementaires suivants ne répertorient que les définitions et les
exigences qui concernent notre préparation.

1. Définitions des préparations selon le code de la santé
publique (CSP)
Selon I’Article L5121-1 du CSP (101) :

« On entend par préparation magistrale, tout médicament préparé selon une prescription
médicale destinée a un malade déterminé en raison de I'absence de spécialité
pharmaceutique disponible disposant d'une autorisation de mise sur le marché, soit
extemporanément en pharmacie, [...]. »

« On entend par préparation hospitaliere, tout médicament, a I'exception des produits de
thérapies génique ou cellulaire, préparé selon les indications de la pharmacopée et en
conformité avec les bonnes pratiques mentionnées, [...] en raison de |'absence de spécialité
pharmaceutique disponible ou adaptée disposant d'une autorisation de mise sur le marché,
[...] par une pharmacie a usage intérieur d'un établissement de santé [...]. Les préparations
hospitaliéres sont dispensées sur prescription médicale a un ou plusieurs patients par une
pharmacie a usage intérieur dudit établissement. Elles font I'objet d'une déclaration auprées
de I'Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé, dans des
conditions définies par arrété du ministre chargé de la santé . »

Il est a noter que l'autorisation de réalisation des préparations hospitalieres en PUI est
délivrée par I’ARS (102). Leur déclaration aupres de ’ANSM est obligatoire et comprend des
renseignements sur la préparation et notamment la justification du recours a une
préparation hospitaliere. Sur la base de ces déclarations, ’ANSM identifie les préparations
comme indispensables car sans équivalent thérapeutique, ou non indispensables car
pouvant étre remplacées par des spécialités pharmaceutiques disponibles en France (AMM
ou ATU) (102).

2. Les Bonnes Pratiques de Préparations (BPP)

L'article L. 5121-5 du CSP précise que « la réalisation de la préparation magistrale et
hospitaliere doit étre en conformité avec les bonnes pratiques de préparation opposables
définies par I’Afssaps (JO du 21/11/2007) ». La réalisation des préparations en PUI est ainsi
soumises aux BPP et BPH (article R. 5126-14 du CSP et arrété du 22 juin 2001, BOMES n°
2001-BOS 2 bis).

N.B. - L'Afssaps est devenue I’ANSM depuis le 1°" mai 2012.
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Concernant la responsabilité du pharmacien :

« Le pharmacien a le pouvoir de décision sur I'exécution de la préparation. [...]. Il en
apprécie la faisabilité. La pertinence de la préparation doit toujours étre évaluée en termes
de bénéfices et de risques pour la santé ».

« Dans le cas des préparations magistrales et hospitalieres, il peut éventuellement proposer
au prescripteur, [...] des modifications pour une optimisation de la formule. En toutes
circonstances, le pharmacien engage pleinement sa responsabilité dans la réalisation et la
délivrance de la préparation ».

« Le pharmacien ne peut se soustraire a I'acte de préparation qu’en cas d’impossibilité
découlant des textes en vigueur, ou lorsque la préparation est dangereuse ou non conforme
a I'état des connaissances scientifiques, médicales et techniques, ou par défaut de moyens
techniques adaptés. [...] »

La réalisation d’une préparation se déroule de la maniére suivante :

Une préparation n’est entreprise qu’apres vérification par le pharmacien de sa conformité
aux textes en vigueur. Elle n’est réalisée que si la pharmacie posséde les moyens appropriés
spécifiques pour la réaliser et la contréler. La préparation est menée sous la responsabilité
du pharmacien par des personnes compétentes et qualifiées. L'organisation, I’hygiene, la
protection et la formation du personnel réalisant des préparations sont conformes aux
principes généraux des BPPH. Les locaux, les matériels, les appareillages, les équipements et
les installations de préparation ou de contréle sont adaptés aux opérations effectuées et
qualifiées. Toute méthode de préparation et de contrdle est validée avant sa mise en
ceuvre. Les matiéres premiéres a usage pharmaceutique utilisées répondent aux
spécifications de la pharmacopée sauf en cas d'absence de matiere premiere répondant
auxdites spécifications disponibles.

Selon les produits et la nature des opérations effectuées, les matériels et les dispositions mis
en ceuvre sont adaptés aux risques encourus. Lorsque la préparation requiert 'utilisation de
médicaments contenants des substances dangereuses pour le personnel et I'environnement,
des mesures sont prises en adéquation avec la dangerosité de ladite substance : organisation
appropriée, protection du personnel, habillage et équipements adaptés a l'usage et au
risque potentiel encouru, locaux dédiés, méthode de préparation maitrisée et validée pour

limiter les risques de contamination des locaux de préparation.

Les préparations terminées sont maintenues en quarantaine en attente de contrdle. Les
contrbles réalisés garantissent que les analyses nécessaires, appropriées et validées ont
réellement été effectuées ; et que les matiéres premiéres (substances actives, excipients et
adjuvants de préparation), les articles de conditionnement et les préparations terminées
sont libérés pour |'utilisation deés lors que leur qualité a été jugée satisfaisante.

La date limite d'utilisation des préparations terminées est fixée a la suite d'études
bibliographiques et/ou d'essais de stabilité. A défaut, la date limite d’utilisation ne peut
dépasser un mois.
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L'étiquetage des préparations est conforme a la réglementation en vigueur. Si des
conditions particulieres d’utilisation le justifient, la préparation est accompagnée d’une
notice de bon usage.

Un échantillon de chaque lot représentatif du lot dont ils sont issus est conservé pendant au
moins un an aprés la date limite d'utilisation. La quantité minimale conservée permet de
réaliser au moins une analyse compléte. Ces échantillons sont conservés dans une
échantillotheque, dans les conditions prévues pour la préparation.

Il faut assurer la tracabilité des différentes opérations. Un dossier de lot est constitué pour
chaque lot préparé [...].

La conformité d'une préparation terminée passe par la vérification des matiéres premieres
entrant dans la composition de la préparation, des calculs visant a déterminer les volumes
ou les quantités utilisées, des résultats des contrbles réalisés, des articles de
conditionnement, des conditions de préparation, la surveillance de I|’environnement,
I'examen des documents de préparation, la conformité aux spécifications de la préparation
terminée et font I'objet d’'une attention particuliéere du pharmacien en charge de la
libération. Le pharmacien est le seul apte a procéder a la libération (acceptation ou refus)
des préparations terminées au vu des données enregistrées dans le dossier de lot de la
préparation [....]

Source : (99)

3. Les préparations topiques selon la Pharmacopée Européenne

« Les préparations semi-solides pour application cutanée sont formulées en vue d’une
libération locale ou transdermique de substances actives, ou pour leur action émolliente ou
protectrice. Elles présentent un aspect homogene. Elles sont constituées d’un excipient,
simple ou composé, dans lequel sont habituellement dissous ou dispersés une ou plusieurs
substances actives. Selon sa composition, cet excipient peut avoir une influence sur I'activité
de la préparation. Les excipients utilisés peuvent étre des substances d’origine naturelle ou
synthétique, et peuvent étre monophase ou multiphases. Selon la nature de I'excipient, la
préparation peut avoir des propriétés hydrophiles ou hydrophobes. La préparation peut
également contenir d’autres excipients appropriés tels que des agents antimicrobiens, des
antioxydants, des agents stabilisants, des émulsifiants, des épaississants et des agents de
pénétration. Les préparations semi-solides pour application cutanée destinées a étre
appliquées sur une peau gravement lésée sont stériles ».

Plusieurs catégories de préparations semi-solides pour application cutanée peuvent étre
distinguées : les pommades, les cremes, les gels, les pates, les cataplasmes, les emplatres
médicamenteux, les dispositifs cutanés. Les pommades et les cremes sont les préparations
topiques majeures. Elles se définissent de la maniere suivante :

Partie 2 : développement d’une préparation topique de sirolimus Page | 69



Pommades : les pommades se composent d’un excipient monophase dans lequel peuvent
étre dispersés des liquides ou des solides. Peuvent étre des :

e Les pommades hydrophobes ne peuvent absorber que de petites quantités d’eau.
Les excipients les plus communément employés pour leur formulation sont la
paraffine solide, la paraffine liquide, la paraffine légere, les huiles végétales, les
graisses animales, les glycérides synthétiques, les cires et les polyalkylsiloxanes
liquides.

e Les pommades absorbant I’eau peuvent absorber des quantités plus importantes
d’eau et conduire par conséquent a I'obtention d’émulsions eau-dans-huile ou huile-
dans-eau, aprés homogénéisation, selon la nature des émulsifiants [...]. Les excipients
utilisés sont ceux d’'une pommade hydrophobe.

e Les pommades hydrophiles sont des préparations dont I'excipient est miscible a
I'eau. Cet excipient est habituellement constitué de mélanges de macrogol
(polyéthyleneglycols) liquides et solides. Il peut contenir des quantités appropriées
d’eau.

Crémes : les cremes sont des préparations multiphases composées d’une phase lipophile et
d’une phase aqueuse.

e Dans les cremes lipophiles : dans les cremes lipophiles, la phase externe est la phase
lipophile. Ces préparations contiennent généralement des agents émulsifiants eau-
dans-huile tels que des alcools de graisse de laine, des esters de sorbitan et des
monoglycérides.

e Dans les cremes hydrophiles, la phase externe est la phase aqueuse. Ces
préparations contiennent des agents émulsifiants huile-dans-eau tels que des savons
de sodium ou de trolamine, des alcools gras sulfatés, des polysorbates et des esters
d’acides et d’alcool graspolyexéthylénés, éventuellement en combinaison avec des
agents émulsifiants eau-dans-huile.

Source : (103)

4. Les exigences de la Pharmacopée Européenne concernant les
préparations topiques

« Lors de la fabrication des préparations semi-solides pour application cutanée, des mesures
adéquates sont prises pour assurer I'obtention des propriétés rhéologiques recherchées.
Dans les cas appropriés, les essais suivants, d’application non obligatoire, peuvent étre
effectués: mesure de la consistance par pénétrométrie (2.9.9), viscosité (viscosité
apparente) (2.2.10) et un essai approprié peut étre réalisé pour démontrer que la libération
de la ou des substances actives est satisfaisante ».

« Lors de la fabrication, du conditionnement, de la conservation, et de la distribution des
préparations semi-solides pour application cutanée, des mesures appropriées sont prises
pour assurer la qualité microbiologique du produit (5.1.4) ». Source : (103)
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Troisieéme partie : cahier des charges, matériel et
méthode

I. Cahier des charges de la préparation a réaliser

Suite a une recherche détaillée sur les angiofibromes faciaux et les inhibiteurs de mTOR, et

apres analyse de la littérature et de la réglementation, le cahier des charges initial s’étoffe
(Figure 22).

Innovation
par rapport

a l'existant

Evolution des
Angiofibromes
\ dans le temps

Angiofibromes
Localisation
Physiologie

Patient

Organoleptique

Compliance

Efficacité

de Préparation
I'inhibiteur topique

de mTOR

Galénique

Exigences
réglementaire
s

Inhibiteur Organisation
de m TOR et sécurité

Figure 22 : illustration du cahier des charges de la préparation

v Le patient :
o Proposer une préparation topique qui facilitera la compliance du patient au
traitement, en travaillant notamment sur I'aspect organoleptique. Ce critére est

renforcé du fait de I'dge des patients, du handicap mental d’'une partie d’entre
eux et du probable traitement a long terme.

v’ Les angiofibromes :

o Situés dans le derme, le topique devra permettre la délivrance du principe actif et
assurer sa bonne diffusion, tout en limitant la distribution dans la circulation
sanguine.

o Lésions qui ne nécessitent pas I'application d’un topique stérile.
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v' L’inhibiteur de mTOR :

©)

©)

(@]

Choix du sirolimus comme principe actif : recul de la littérature scientifique sur
son utilisation et efficacité démontrée.
Choix d’'une concentration a 0.1% :
= une des plus utilisées. Elle a montré son efficacité
= une faible concentration permet de débuter prudemment nos travaux et
si besoin d’augmenter les concentrations
= notre formulation doit permettre une diminution des concentrations
théoriques nécessaires
= permet de diminuer le co(t de revient de la préparation
Les propriétés physico-chimiques du sirolimus ne sont pas en faveur d’'une bonne
diffusion a travers la peau (Tableau 3 page 43; lll.2.a page 47 ; (52)). Cependant,
I'efficacité a été démontrée. Le choix des excipients doit donc permettre de
faciliter la diffusion du sirolimus (facilitateurs de pénétration).
Type de formulation par rapport aux propriétés physico-chimiques du sirolimus et
I'utilisation a long terme. Le sirolimus étant hydrophobe, la préparation devra
étre « monophasique hydrophobe » ou étre une émulsion.

v Le topique :

o

Doit étre agréable a appliquer et facile a étaler. Une créme pourrait étre
envisagée et serait moins « grasse » qu’une pommade.
Doit étre de préférence simple a réaliser en termes de nombre d’étapes de
préparation, de matériel, de locaux, de temps nécessaire etc...; tout en assurant
la sécurité du personnel.
Avoir le controle galénique sur notre préparation :

= ne pas écraser des comprimés, utiliser la poudre de sirolimus

= solubiliser le principe actif pour mieux I'incorporer au topique
Doit transporter le sirolimus et ne pas le détruire.
Doit étre stable dans le temps sur le plan physico-chimique et biologique
(avantage pour la sécurité du patient et organisationnel). Etudes a réaliser en
relation avec les exigences de la Pharmacopée Européenne, ainsi que les tests qui
nous sembleront utiles.
Excipients :

= doivent étre tolérés et avoir un potentiel allergisant faible

= doivent faciliter la pénétration du sirolimus dans les AF.
Co(t a diminuer dans la mesure du possible (choix des excipients et réalisation de
préparations en lots).
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II. Essais de formulation

1. Matériel

La poudre de sirolimus, le polysorbate 80 (Tween® 80) et le sorbitan trioleate (Span® 85)
proviennent du laboratoire Inresa®, (Bartenheim, France). Le Transcutol® P, I'huile d’olive,
I'huile de ricin, la paraffine liquide et I'huile d’amande douce proviennent de la COOPER®
(Melun, France). Tous les excipients répondent aux exigences de la Pharmacopée
Européenne.

2. Locaux et protection

Selon les recommandations du NIOSH (page 44), les étapes de solubilisation du principe actif
et d’incorporation a la base de creme ont été réalisées dans un isolateur non stérile
(Jacomex® monoposte) situé dans une salle non classée du préparatoire. L'étape de
conditionnement de la creme est réalisée sur paillasse, également dans une salle non classée
du préparatoire. Les préparateurs en pharmacie s’habillaient en conséquence : surblouse,
gants, masques et lunettes de protection.

3. Solubilisation du sirolimus dans diverses huiles ou
surfactants

Un échantillon de 10 mg de poudre de sirolimus a été mélangé avec 500 mg d’huile, de
solvant ou de surfactant (Tableau 7). Le mélange sous agitation a été maintenu pendant 60
minutes a température ambiante.

4. Stockage de la creme

La creme a été conditionnée dans des tubes en aluminium de 30ml (COOPER, Melun,
France). Le stockage a été réalisé dans une étuve qualifiée, correspondant aux critéres ICH
(104), a 25°C + 2°C sous 60 + 5% d’humidité relative.

III. Méthode d’extraction et de dosage du sirolimus

1. Extraction du sirolimus a partir de la creme

Un aliquot de 2g de creme est disposé dans un bécher et mélangé a 10ml de méthanol, sous
agitation magnétique, pendant 10min. 2ml de la solution sont centrifugés (Rotofix 32A
HETTICH Zentrifugen) a 4000 rpm, soit 900g pendant 10min 1ml du surnageant est prélevé,
disposé dans un vial pour HPLC et analysé.

2. Dosage du sirolimus par chromatographie liquide haute
performance (HPLC)

Une méthode de dosage HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) a été développée,
basée sur la méthode publiée par I'équipe de Ricciutelli (105). L'appareil utilisé (pompe,
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injecteur et four) était une HPLC du fabricant PerkinElmer®, Séries 200. Le détecteur était un
détecteur a barrette de diode (Flexar PDA detector, PerkinElmer®, Walthman, USA) opérant
entre 190 et 700 nm. Le logiciel Chromera (v4.1.0) (Perkin Elmer, Walthman, USA) a été
utilisé pour quantifier les pics chromatographiques. La phase mobile consistait en un
mélange de méthanol et d’eau (80:20 v:v). Le débit était fixé a 1ml/min. Une colonne C18
Supelcosil® (150 mm x 4.6 mm, 5 um) (Supelco® Analytical, Sigma-Aldrich®, Bellefonte, USA)
a été utilisée et maintenue a 50 °C. Le volume d’échantillon injecté était de 10 ul et le temps
d’analyse était de 10minutes. La détection du sirolimus et sa quantification ont été réalisées
a278 nm.

3. Validation de la méthode

La gamme étalon a été réalisée a 5 concentrations de cremes différentes : 0.06%, 0.08%
0.10%, 0.12% et 0.14%. Chaque échantillon a été extrait puis dosé. La linéarité de la
méthode a été évaluée sur trois grammes étalons différentes.

La fidélité (ou précision) de la méthode a été évaluée en préparant 6 échantillons de creme a
une concentration de 0.1% en sirolimus et répétée sur trois jours différents. Chaque
échantillon a été extrait puis dosé.
L'exactitude (ou justesse) a été établie en utilisant trois niveaux de concentration
différents (0.08, 0.1 and 0.12 %) en triplicata, et répété sur trois jours différents. Chaque
échantillon a été extrait puis dosé.

4. Etude de dégradation forcée

Sensibilité a la chaleur : un échantillon de 2g de créme a été chauffé a 90°C durant lheure
(n=3). Puis I"’échantillon a été extrait et dosé en utilisant la méme méthode que pour le
dosage du sirolimus dans la créeme.

Sensibilité a 'oxydation : un échantillon d’1g de creme a été mixé avec 1ml d’H,0, durant
une minute (n=3). Puis I’échantillon a été extrait et dosé en utilisant la méme méthode que
pour le dosage.

IV. Etudes de stabilité de la préparation

1. Stabilité physico-chimique

Le dosage du sirolimus dans la créme a été réalisé aux jours : 0, 3, 7, 14, 21, 28, 63, 85, 117,
153 et 189 (n=3 pour chaque jour). La concentration moyenne a été exprimée par rapport au
pourcentage de la concentration initiale obtenue a JO. Pour chaque temps, le pourcentage
moyen était calculé ainsi que I'intervalle de confiance a 95% autour de cette moyenne, selon
les recommandations du GERPAC (106) et la formule suivante :

o (X) g (X)

¥ —2—==;%+2—F=
Vn Vn

Partie 3 : cahier des charges, matériel et méthodes Page | 74



La moyenne et l'intervalle de confiance étaient considérés comme acceptables s’ils étaient
supérieurs a 90% de la concentration initiale, sans présence d’un pic de dégradation
caractéristique.

2. Stabilité microbiologique
Trois conditions ont été étudiées, chacune en triplicata :

e Contréle positif: la creme, contenant ou non du sirolimus, a été artificiellement
infectée avec des souches de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa a JO
et analysée apres 7 jours d’incubation. La creme formulée avec du sirolimus a été
utilisée pour s’assurer que le sirolimus n’inhibait pas la pousse microbienne.

e Simulation des conditions de stockage : analyse apres 28, 85 et 189 jours de stockage
correspondant a la stabilité physico-chimique de la créme.

e Simulation d’une prise par le patient : un aliquote était prélevé chaque jour. Les
aliquots des jours 7, 14, 21 et 28 ont été analysés.

Pour réaliser I'analyse microbiologique, 1g de créme était pesé et dilué dans 5ml d’eau
injectable. Puis, 400 ul ont été étalés sur des géloses au sang de mouton (n=5) (Thermo
Fisher Scientific®, United Kingdom) puis incubés a 37°C. L’ensemble des manipulations ont
été réalisées sous hotte a flux laminaire. L’analyse visuelle et microscopique des boites était
réalisée au bout de 48h.

Selon la monographie de la Pharmacopée Européenne des produits non stériles (107), les
formulations correspondaient aux exigences microbiologiques si le comptage des germes
aérobie était inférieur a 10*> UFC/g (unité formant colonie), la quantité de levures et
moisissures inférieure a 10*> UFC/g et en cas d’absence de Staphylococcus aureus ou de
Pseudomonas aeruginosa.

3. Mesures de viscosité

Les propriétés d’écoulement de la creme ont été étudiées en utilisant un rhéometre
Kinexus® (Malvern Instruments S.A., United Kingdom), avec un cbne a géométrie plane
(diamétre 50 mm, angle : 2°), 3 une vitesse de cisaillement contrdlée allant de 0.5 3 50 s a
température ambiante. Deux cycles d’augmentation et de diminution de la vitesse de
cisaillement ont été réalisés pour chaque mesure.

Les profils d’évolution de la viscosité ont été étudiés directement apres la formulation des
cremes puis aprés 28, 85 et 189 jours d’incubation a température ambiante, en triplicata, et
comparés a |'Excipial® Hydrocreme ; les résultats de viscosité ont été exprimés sur une
moyenne et un écart type.

4. Appréciations organoleptiques

L'odeur, I'apparence et la couleur des préparations ont été évaluées aux jours: 0, 3, 7, 14,
21, 28, 63, 85, 117, 153 et 189 (n=3 pour chaque jour). L'odeur a été évaluée comme le
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décrit la Pharmacopée Européenne, en étalant 1,5g de creme sur un verre de montre. Aprés
15 minutes, la creme était sentie.

V. Recrutement des patients et évaluation de I'efficacité
des premiers traitements

Le traitement topique de sirolimus a tout d’abord été proposé a 6 patients suivis au CHU
d’Angers et non traités par évérolimus per-os. Les premieres consultations ont débuté entre
novembre et décembre 2015.

L'importance et I'étendue des lésions a été évaluées selon I'échelle FASI (79) lors de la
premiére consultation (avant traitement) puis lors des consultations suivantes (a 1,2 et 3
mois).Trois parameétres ont été étudiés et notés sur une échelle de 1 a 3 : I'importance des
érythémes, la taille des Iésions et la surface qu’occupent les AF sur les joues. Le score FASI
était obtenu en additionnant I'ensemble de ces résultats. Le score permettait de classer les
patients suivant une atteinte légére (FASI <5), modérée (6 <FASI <7) ou sévere (FASI>8). Les
AF étaient également dénombrés (Annexe 2 page 105).

Un dosage du sirolimus sanguin a été réalisé a 1 mois par le laboratoire de pharmacologie du
CHU d’Angers.

Enfin, il était demandé aux patients leur appréciation vis a vis de la créme (tolérance,
compliance) et leur satisfaction globale sur le traitement (noté de 1 a 10).
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Quatrieme partie : résultats et discussion

I. Laformulation

Au vu des caractéristiques physico-chimiques évoquées précédemment, le sirolimus diffuse
naturellement peu a travers la peau. Le réle de la formulation galénique employée joue donc
un role primordial pour son application topique et sa pénétration dans les angiofibromes.

Plusieurs formes topiques étaient théoriquement réalisables : pommades, crémes, gels,
lotions etc... Nous n’avons pas choisi de développer une formulation de pommade,
principalement utilisée par nos confréres, pour les motifs suivants : action majoritairement
réalisée en surface ; difficulté d’étalement ; non compliance du patient pour une application
a long terme. Nous n’avons pas non plus préparé une formulation a partir de cosmétiques et
de médicaments topiques comme le Dexeryl®; non congus pour I'incorporation de principes
actifs supplémentaires. Le développement d’une créme nous semblait étre le choix le plus
approprié pour répondre a notre cahier des charges en termes de criteres organoleptiques,
de satisfaction et de compliance du patient. De plus, comme évoqué dans la partie
consacrée aux principes fondamentaux de la pénétration cutanée (cf page 47), les émulsions
présentent I'avantage d’une meilleure pénétration par rapport aux pommades composées
uniguement de vaseline grace a la présence de tensio-actifs ; une facilité d’étalement et une
application agréable De par les propriétés physico-chimiques du sirolimus et notamment sa
faible solubilité dans I'eau (cf page 42), le sens de I"’émulsion choisi a été une créme L/H (ou
H/E) (phase interne lipophile, phase externe hydrophyle).

Il est théoriquement possible de préparer une creme a partir de ses excipients simples. Nous
avons réalisé un essai de creme a blanc, faite a partir de : tefose 63® (7.5g), labrafil (1.5g),
paraffine liquide (4g) et d’eau distillée (37g). Les résultats étaient satisfaisants, la creme
était aisée a fabriquer, avait une bonne texture et était facile a appliquer. Néanmoins,
I'inconvénient majeur était la multiplicité des étapes, des matériaux et des locaux
nécessaires, qui rendait sa production en routine plus complexe et chronophage.

Nous nous sommes donc orientés vers I'utilisation d’'une base de créme hydrophile (H/E)
préte a l'emploi. Plusieurs gammes sont proposées dans le commerce: Codexial®,
Diprobase®, Excipial®, Néribase®. Notre choix s’est porté sur la spécialité Excipial
Hydrocréme®, couramment utilisée dans la réalisation de préparations magistrales. Elle peut
incorporer des principes actifs et des excipients. Sa texture et son application sont agréable.
Elle est non comédogéne, lavable a I'eau, et son co(t est faible (6,50€ TTC). Sa composition
est la suivante: «eau, paraffine liquide, ethylhexyl stearate, palmitate de glycol,
monostearate de glycérol, palmitate de cétyle, stearate de PEG-40, diméthicone, steareth-2,
distearate de PEG-8, triclosan, dihydrohydrate de chlorhexidine, EDTA disodique ».

Nous avons décidé d’acquérir une poudre de sirolimus et de ne pas recourir a I'écrasement
de comprimés, afin de respecter les recommandations des BPP, de diminuer les excipients
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superflus et non destinés a la voie topique et de simplifier la préparation en ne recourant
pas a une étape de broyage.

Certaines formulations retrouvées dans la littérature proposaient le mélange du sirolimus
dans de la paraffine liquide, tel un solvant, avant son incorporation a la vaseline. Sur la base
de cette observation, nous avons voulu dissoudre le sirolimus, peu soluble dans I'eau, pour
mieux l'incorporer a notre creme et assurer une meilleure homogénéisation de notre
préparation. De plus, la solubilisation du principe actif est également importante pour
permettre sa diffusion a travers la peau et faciliter son application. Nous avons donc testé
plusieurs excipients (Tableau 7).

Selon différentes publications, le sirolimus est facilement incorporé dans la paraffine liquide
avant son incorporation a la formulation (77) (78); ce n’est pas ce que nous avons pu
observer. En effet, la solubilisation dans le sirolimus s’est avérée tres faible et inférieure a 2
mg/ml selon nos calculs. Nous avons également testé différents excipients couramment
utilisés et décrits a la pharmacopée. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec le
Transcutol® qui solubilise trés rapidement le sirolimus. En ce qui concerne les autres
excipients, Le sirolimus s’y est avéré tres peu soluble.

Tableau 7 : solubilité du sirolimus dans différents solvants, huiles ou surfactants

Huile, surfactant ou solvant testé Solubilité du sirolimus

Huile de ricin < 2mg/ml

Paraffine liquide < 2mg/ml

Polysorbate 80 (Tween® 80) < 2mg/ml

Le Transcutol® (diethylene glycol monoethyl ether), est déja utilisé dans des médicaments
topiques disponibles sur le marché (46) et posséde sa monographie a la Pharmacopée
Européenne (108). Il permet d’augmenter la pénétration des principes actifs dans la peau

(109) ; propriété fort intéressante a exploiter pour améliorer le traitement des AF. C’est
pourquoi, le reste de I'étude a été réalisée avec du Transcutol®.

Du fait d’une diffusion théorique accrue, une concentration faible a 0.1% en sirolimus a été
choisie. Cette concentration pouvant théoriquement étre augmentée au regard de
I’efficacité et des premiers retours patients.

La créme est réalisée en solubilisant la poudre de sirolimus dans le Transcutol®. Ensuite, ce
mélange est progressivement incorporé a |’Excipial® Hydrocréme sous agitation manuelle
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pendant quelques minutes. La composition de la creme est représentée dans le Tableau 8.
La creme finale présente une légere odeur huileuse, une apparence homogene et une
couleur blanche. Ces caractéristiques restent constantes tout au long de I'étude.

Tableau 8 : composition de la creme au Sirolimus a 0.1%

Composants Quantité
Transcutol® 1.5g

La créme est conditionnée dans des tubes en aluminium de 30g. D’autres types de
conditionnements étaient envisageables, comme les pots a couvercles ou les pots poussoirs
airless. Les tubes présentent un moindre risque de contamination par rapport aux pots a
couvercle ; ce qui n’est pas le cas des systémes airless. Cependant, ces derniers systémes ont
colt de revient plus important que les tubes (environ 4€ I'unité contre 0.30€).

II. Méthodes d’extraction et de dosage

Une dizaine de méthodes d’extraction de principes actifs a partir d’'une créme ont été
analysées. Ex: trétinoine (110), miconazole (111), methylsalicylate (112) etc.... Nous en
avons retenu les principales étapes (extraction avec un solvant de méme nature que la phase
mobile de la méthode de dosage, agitation, centrifugation etc..) et développé la méthode
décrite en page 73. L'extraction du sirolimus depuis la créme, comparé aux résultats obtenus
par rapport a des solutions de sirolimus dans du méthanol, ont permis de définir un taux
d’extraction d’environ 64,2% * 1.2%. Ce résultat ne permet pas de détecter la totalité du
sirolimus présent dans la créme. Néanmoins, cette méthode permet de détecter des
produits de dégradation.

Parmi les nombreuses publications présentant des méthodes de dosage du sirolimus, nous
en avons retenu et testé trois (59) (105) (113). Ces méthodes différent par la composition de
la phase mobile, la colonne utilisée ou le temps de rétention obtenu. Les meilleures
conditions chromatographiques obtenues sont basées sur la méthode utilisée par I'équipe
de Ricciutelli (105). Elles ont permis d’obtenir des pics symétriques bien définis, un temps de
rétention court d’environ 6 min en moyenne, et de coupler aisément en amont la méthode
d’extraction. La Figure 23 présente un exemple de chromatogramme obtenu apres
extraction du sirolimus a partir de la créme. Ce chromatogramme est similaire au
chromatogramme que I'on obtient en solubilisant le sirolimus dans du méthanol (Figure 24).
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Figure 23 : exemple d'un pic chromatographique obtenu apres extraction du sirolimus a partir d'une créme a 0.1%
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Figure 24: exemple de chromatogramme obtenu avec du sirolimus

solubilisé dans le méthanol a une concentration de 0.2mg/ml

Remarque : il est a noter que le temps de rétention pouvait osciller entre 5 et 7min suivant
la pression exercée, l'usure de la colonne ou la conservation de la phase mobile.
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Le coefficient de corrélation obtenu sur la courbe de calibration, r’=0.994, montre la
linéarité de la gamme étalon (0.06% - 0.14%) (cf Annexe 3 page 107) Son équation est la
suivante :

y = 2.6007 E%x - 0.0022856.

Les résultats d’évaluation de la fidélité (précision), réalisés sur une creme a 0.1% et
déterminés 18 fois (6 répétitions sur 3 jours différents), étaient tous inférieurs a un
coefficient de variation de 7% (Annexe 3 page 107). Ceux obtenus pour déterminer
I’exactitude (justesse), réalisés sur trois concentrations de cremes, 0.08-0,1 et 0,12 % (9
mesures répétées sur 3 jours différentes), étaient systématiquement supérieurs a 94% de la
valeur attendue. (Annexe 3 page 107). Ces résultats ont été considérés comme acceptables
pour valider la méthode de dosage.

Selon les données du fournisseur, le sirolimus est sensible a I'oxydation, a la lumiére, aux
acides, aux bases et a la chaleur. La dégradation forcée portant sur I'oxydation (Figure 25) et
la chaleur (Figure 26) a permis de valider la méthode comme indicatrice de stabilité. Elle a
permis de détecter des produits de dégradation a des temps de rétention entre 1 et 2
minutes comme I'ont montré les travaux de Oyler (114) (115).

Sirolimus

40 Produit de dégradation

Time (min)

Figure 25 : sensibilité du sirolimus a I'oxydation
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Figure 26 : sensibilité du sirolimus a la chaleur

La méthode de dosage ainsi validée est une méthode facilement applicable a la routine
hospitaliere, robuste et permettant la détection de produits de dégradation malgré une
extraction modérée.
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III. Etudes de stabilité

1. Stabilité physico chimique

L’évolution des concentrations dans les préparations est indiquée dans le Tableau 9. Le

pourcentage moyen et I'intervalle de confiance a 95% étaient systématiquement supérieurs

a 90% de la concentration initiale, indiquant que le sirolimus était stable dans la créme

(Tableau 9 Figure 27). De plus, aucun pic de dégradation n’a été détecté sur les

chromatogrammes tout au long de I'étude.

Tableau 9 : concentration en sirolimus dans la creme exprimée par l'intervalle de confiance a 95% (n=3) par rapport a la
concentration a JO

Temps
3 7 14 21 28 63 85 117 153 168
(jours)
IC95 (%
101,6- 102,2- 103,7- 106,7- 105,1- 99,5- 100,5- 105,6- 103,3- 102,1-
comparé
) 102,6 102,8 104,0 107,3 106,0 100,2 101,7 107,3 104,3 103,1
alo

Etude de stabilité physico-chimique: concentration moyenne en sirolimus au cours du

115

105

95

[0

Concentration moyenne exprimée en % de la valeur initiale

85

110 -~

100

temps par rapport a la concentration initiale

A

—~

80 100

Temps en jours

120

140

160

—o—Concentration exprimée
en % moyen par rapport
a la concentration initiale

Limite

— Limite

haute acceptable

basse acceptable

Figure 27: étude de stabilité physico-chimique: concentration moyenne en sirolimus au cours du temps

L'ensemble des résultats de I'étude de stabilité physico-chimique est reporté dans I'annexe 6

page 122.
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2. Stabilité microbiologique

La présence de certains microorganismes dans des préparations non stériles peut réduire
voire annuler 'activité thérapeutique du principe actif, et constitue un danger potentiel pour
la santé du patient. Il est donc recommandé d’assurer une faible charge microbienne dans
les préparations pharmaceutiques finies, et ce grace a I'application des Bonnes Pratiques de
Préparation tout au long du processus de fabrication, de conservation et de distribution.

La creme au sirolimus respecte les recommandations de la Pharmacopée Européenne (103)
(107). Le test de contréle positif a tout d’abord démontré que le sirolimus n’inhibait pas la
croissance microbienne apres 7j d’incubation d’'une creme contaminée artificiellement. La
contamination durant le test de stockage a 30°C a J28, J85 et J169 est restée en dessous de
la limite fixée a 10®> UFC/g (Tableau 10). De plus, les germes Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa étaient absents dans les prélevements réalisés.

Le test de simulation de prise par le patient, réalisé par prélevement journalier de crémes
durant un mois et la mise en culture a JO, 17, J14 et J28, a également respecté les limites de
contamination microbienne (Tableau 11).

Tableau 10 : contamination microbienne de la creme durant le stockage (UFC = Unité Formant Colonie).

Jour 0 28 85 185
Pseudomonas
. Absence Absence Absence Absence
aeruginosa
Staphylococcus
s Absence Absence Absence Absence
aureus

Tableau 11: contamination microbienne de la créeme dans les conditions d'utilisation patient (UFC= unité Formant
Colonie).

Jour 7 14 21 28
Pseudomonas Absence Absence Absence Absence
aeruginosa

Staphylococcus Absence Absence Absence Absence
aureus

Ces résultats sont attribués aux précautions prises lors du procédé de préparation qui limite
la contamination microbienne initiale, aux conservateurs de [I'Excipial® Hydrocreme
(triclosan, disodium EDTA et chlorhexidine dihydrochloride) ainsi qu’au conditionnement
primaire dans des tubes en aluminium qui limite les contacts avec des contaminants
extérieurs.
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3. Mesures de viscosités
La mesure de viscosité apparente est réalisée en appliquant, a un temps donné, a
I’échantillon, une vitesse de cisaillement. Graphiquement, on représente la mesure de
viscosité (n) en fonction de la vitesse de cisaillement (t). Chague mesure est composée de
deux cycles d’augmentation et de diminution de la vitesse de cisaillement ; chaque cycle est
lui-méme composé de deux courbes (rampes 1 et 2 pour le premier, rampes 3 et 4 pour le

second). Enfin, chaque rampe est composée de 31 points de mesure. Cela est illustré par la

Figure 28.
Hydrocréme JO
Viscosité (n) en fonction de la vitesse de cisaillement (t)

E \ ——Rampe 1
E \ ——Rampe 2
= s Rampe 3

H \\ ——Rampe 4
0,61 0:1 B 1 16 1cl)o

Vitesse de cisaillement (1)

Figure 28: exemple de mesure de viscosité. Hydrocréme a JO

La viscosité de I'Excipial® Hydrocreme et des cremes formulées au sirolimus diminue quand
la vitesse de cisaillement augmente et inversement; démontrant leurs propriétés
rhéofluidifiantes. Des profils de viscosité similaires ont été observés pour I'ensemble des
échantillons, sans comportement thixotrope. Les faibles coefficients de variation pour les
trois cremes formulées montrent la répétabilité du processus. La comparaison des mesures
de viscosité a JO entre I'Excipial® Hydrocreme et les cremes formulées au sirolimus a été
réalisée par un test de Wilcoxon. Ce dernier n’a pas mis en évidence de différence
significative, montrant que la viscosité I'Excipial® Hydrocreme et les cremes formulées
étaient similaires (I'incorporation du sirolimus et la trituration ne modifie donc pas la

viscosité de I'Excipial® Hydrocreme).
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Durant les trois premiers mois, les profils de viscosité des trois cremes formulées sont restés

inchangés, démontrant leurs stabilités. Le test statistique de Kruskall-Wallis n’a pas montré

de différence significative au regard de la nature de la formulation et du temps. Cependant,

les mesures de viscosités réalisées a 6mois s’écartent nettement des précédentes (lignes

bleues, Figure 29 et Figure 30).Rq : pour plus de lisibilité, seules les rampes 3 et 4 ont été

représentées sur les graphiques

Comparaison des rampes 3 et 4 de I'hydrocréme aux différents temps

1.000

—J189 Rampe 3
—J189 rampe 4
—I85 Rampe 3
J85 Rampe 4
128 Rampe 3
—IJ28 Rampe 4
—J0 Rampe 3

in

—IJ0 Rampe 4

0,01

0,1

Figure 29: comparaison dans le temps de la viscosité de I'hydrocreme

Viscosité des échantillons pour les rampes 3 et 4 aux différents temps

1000

1000

—1J189 Rampe 3
—1J189 Rampe 4
—1J85 Rampe 3
185 Rampe 4
128 Rampe 3
—J28 Rampe 4
—J0 Rampe 3

10 Rampe 4

Ha

0,01 01 10 100
Figure 30: Comparaison dans le temps de la viscosité moyenne des échantillons
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4. Appréciations organoleptiques

L'odeur légere d’huile, I'apparence homogene et la couleur blanche évaluées régulierement
de JO a J189 ont été satisfaisants et sans évolution. Aucune anomalie n’a été remarquée tout
au long de I'étude.

5. Définition d’une date limite d’utilisation de la créeme

Afin de faciliter la réalisation des crémes au sirolimus, il a été décidé de les préparer a
I’avance et par lots. Le statut de préparation hospitaliére impose par conséquent, selon les
recommandations des BPP, de mettre en place une méthode de dosage et de réaliser une
étude de stabilité afin de prolonger la date limite d’utilisation au-dela d’un mois (99).

L'étude de stabilité a été réalisée sur 6 mois. La stabilité physico-chimique a été satisfaisante
en maintenant les concentrations en sirolimus dans les limites acceptables et en ne
montrant pas I'apparition de produits de dégradation. Il en est de méme pour |'étude de
stabilité microbiologique qui a validé la simulation d’une utilisation par les patients pendant
un mois apres ouverture, ainsi que le stockage pendant 6 mois a température ambiante. Les
propriétés organoleptiques ont également été maintenues.

En revanche, les mesures de viscosité ne nous ont pas apporté entiere satisfaction au-dela
de trois mois. Le laboratoire Galderma® qui commercialise la gamme Excipial® a été contacté
et garantit cependant la conservation des propriétés de son produit 12 mois aprés son
utilisation dans les préparations. L'écart de mesure de viscosité observé pourrait étre d a
une erreur liée a I'analyse, ou bien serait tout simplement sans conséquences appréciables
lors de l'utilisation des cremes. Une autre mesure de viscosité a 6 mois serait envisageable
pour confirmer ou infirmer ces observations. Afin de rester prudent vis-a-vis de ces résultats,
il a été décidé de fixer une DLU maximale de 3 mois.

Certains tests non obligatoires n‘ont pas été réalisés par manque d’équipement, mais
pourraient s’avérer utiles pour caractériser notre préparation : mesure du pH, mesure de la
consistance par pénétrométrie ou bien mesure de libération de la substance.

IV. Préparation et délivrance de la creme au CHU d’Angers

La préparation, la délivrance et 'utilisation de cremes au sirolimus au sein du CHU d’Angers
ont été accordées par le COMEDIMS et le comité de protection des personnes. Les cremes
au sirolimus a 0,1% sont des préparations hospitalieres déclarées a I’ANSM en octobre 2015.
Elles sont préparées a la pharmacie du CHU par lots de 13 unités. L'ensemble des étapes de
préparation mobilise un préparateur et nécessite environ 2h30 (Annexe 4 page 107). Des
contrbles sont réalisés par une technicienne de laboratoire tout au long du processus de
préparation ; la concentration en sirolimus des crémes est dosée par technique HPLC.
L’ensemble de ces étapes nécessite environ 2h (Annexe 5 page 119). Le lot est ensuite libéré
par le pharmacien s'il correspond aux critéres d’acceptation. Le co(t de revient d’un tube de
30g a été calculé a 58€ HT.
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Figure 31 : tube de 30g de sirolimus a 0,1%

Cette préparation peut étre prise en charge par I'assurance maladie car elle respecte les
conditions définies par le code de la santé publique, a savoir :

o L'objectif thérapeutique (sous-entendu sans visée cosmétologique, diététique ou
d'hygiénique).

e |'efficacité thérapeutique, appuyée notamment par la littérature

e L'absence de spécialités ou produits équivalents

La creme au sirolimus est remboursable car elle rentre dans le cadre des « préparations
dermatologiques prescrites a des patients atteints de maladies spécifiques». Cette
disposition s’applique aux patients atteints de « maladies rares, maladies orphelines,
maladies chroniques d'une particuliere gravité et maladies génétiques a expression
cutanée» (116).

La creme est délivrée aux patients par le biais de la rétrocession hospitaliere. L’ordonnance
est signée par un dermatologue et stipule la mention « prescription a but thérapeutique en
l'absence de spécialités équivalentes disponibles » (116). Elle est facturée a I'assurance
maladie sous le code PHP.

Il est délivré chaque mois au patient un tube de 30g accompagné d’une notice (Annexe 7
page 123) et de gants pour I'application. La creme est appliquée une fois par jour sur les
Iésions lors de l'initiation du traitement. Des conseils sont apportés au patient lors de la
consultation vis-a-vis de I’exposition au soleil et de la photoprotection.

Notre colit de revient, relativement faible, est rendu notamment possible par une
diminution de la concentration et la préparation en lots. Le co(t des préparations topiques
de sirolimus est fréquemment évoqué dans la littérature et est parfois considéré comme un
frein dans certains pays ou la prise en charge des soins est directement facturée au patient.
La justification du colt est parfois méme remise en cause vis-a-vis de I'efficacité relative du
traitement chez certains patients. Malgré cela, cela ne devrait pas conduire certains patients
a préparer eux-mémes un topique a base de comprimés écrasés, comme il a pu I'étre parfois
observé aux Etats Unis avec |'aval de certains médecins (11). Il en est de méme pour les
officines, non équipées pour réaliser ce genre de préparations.
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N.B. —: des tubes de 10g, plus adaptés a certains patients et a la phase d’entretien (cf V.
Efficacités des premiers traitements ci-dessous) sont préparés depuis mars 2016 pour un
colt de 48€ HT.

V. Efficacités des premiers traitements

Les patients ont été traités pendant trois mois a la posologie d’une application par jour.
L'ensemble des résultats des scores FASI et du nombre d’AF est regroupé dans le Tableau 12.

Pour I'ensemble des patients, il a été observé une amélioration des lésions faciales comme
I'illustrent les photographies des patients 1, 2 et 5 prises avant et apres 3 mois de traitement
par la creme au sirolimus a 0,1% (Figure 32, Figure 33 et Figure 34 respectivement). On
observe nettement la diminution des érythemes et du nombre d’angiofibromes. Les
observations les plus spectaculaires ont été observées chez les patients les plus sévérement
atteints. La diminution du score FASI, pour I'’ensemble des patients, était en moyenne de 2,5
unités (1-4) et celle du nombre d’AF était de 75 (50-92).

La créme a été bien tolérée (moyenne du score EVA : 9.75). Peu d’effets indésirables ont été
observés. Un patient a évoqué quelques picotements sporadiques ; un autre une sensation
de bridlures transitoire. Ces effets indésirables sont couramment évoqués dans la littérature
(cf page 56). Le dosage du sirolimus sanguin, réalisé 1 mois aprés le début du traitement,
était inférieur a la limite de détection pour I'ensemble des patients analysés (n=5) (un
patient n’a pas souhaité réaliser la prise de sang).

Les patients étaient tres satisfaits de la préparation (moyenne du score EVA : 9.5), malgré
gu’un patient ait jugé la creme comme « légérement grasse et longue a pénétrer ».

Il s’est avéré que le conditionnement en tube de 30g était largement suffisant ; les patients
ayant consommé moins d’un tube par mois.

Du fait de I'efficacité du traitement, la posologie est passée a une application par semaine a
partir du troisieme mois de traitement. Un conditionnement plus adapté de 10g a été
proposé aux patients.

Lors de la rédaction de ces travaux, les premiers patients traités ont achevé le 3™ mois
d’application journaliére. Les résultats observés tant au niveau de I'efficacité que des effets
indésirables sont similaires a ceux retrouvés dans la littérature. Les patients sont passés
actuellement en schéma d’entretien avec une application hebdomadaire. L’évaluation

suivante au 6" mois de traitement nous montrera si la diminution du nombre
d’angiofibromes sera poursuivie, si elle aura stagnée, ou si une recrudescence aura été

observée. Le recrutement de nouveaux patients se poursuit également.
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Tableau 12 : résultats des scores FASI des patients traités

Sexe/Age d 15ans Q@ 9ans d 17 ans

Date JO M1 M2 M3 JO M1 M2 M3 JO M1 M2 M3
Erythéme /3 3 2 1 1 1 1 0 0 2 1 1 NE
Taille /3 3 3 3 2 1 1 1 1 1 1 1 NE
Surface /3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 NE
Score FASI /9 9 7 6 5 4 4 3 3 5 4 3 NE
Nombre d’AF 115 87 68 57 39 12 6 3 40 10 13 NE

e R T T

Age Q@ 5ans Q@ 13 ans d7ans

Date JO M1 M2 M3 JO M1 M2 M3 JO M1 M2 M3
Erythéme /3 2 1 0 0 3 2 1 1 2 1 NE 0
Taille /3 2 1 1 1 2 2 2 2 1 1 NE 1
Surface /3 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2 NE 2
Score FASI /9 6 4 3 3 8 6 5 5 5 4 NE 3
Nombre d’AF 63 24 15 12 120 64 26 28 80 21 NE 15

N.B. —: NE= non évalué, le patient ne s’est pas présenté a la consultation

Figure 32 : patient n°1 avant (gauche) puis aprés 3 mois de traitement (droite)
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Figure 33 : patient n°2 avant (gauche) puis aprées 3 mois de traitement (droite)

Figure 34 : patient n°5 avant (gauche) puis aprés 3 mois de traitement (droite)
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Conclusion

En conclusion, nous avons répondu a la demande du service de dermatologie en mettant a
disposition des patients une creme au sirolimus a 0.1%. Apres analyse de la littérature et
étude des pratiques en France, nous avons proposé une nouvelle préparation, simple a
réaliser, stable pendant 3 mois en termes de critéres physico-chimiques, microbiologiques et
organoleptiques et d’un colt de 58€ HT pour un tube de 30g.

Les premiers retours des patients se sont avérés satisfaisants aprés une application
journaliere d’'une durée de 3 mois. La creme a été bien tolérée, a présenté peu d’effets
indésirables et a satisfait I'ensemble des patients traités. Un recul sur le long terme s’avére
nécessaire pour juger du maintien de l'efficacité, notamment avec le suivi d’'un schéma
d’entretien composé d’une application hebdomadaire.

Il serait intéressant a I'avenir que les différents centres et experts échangent et comparent
leurs résultats et observations avec ceux obtenus par les autres centres Francais et
internationaux. lls pourraient ainsi s’accorder sur l'utilisation d’une échelle commune pour
évaluer I'atteinte des patients. Les formes galéniques, les concentrations et les molécules
utilisées pourraient ainsi étre confrontées de fagon plus précise. Dans un second temps, il
serait judicieux d’apprécier la place des préparations topiques de mTOR vis-a-vis de la
chirurgie et de la laserthérapie. Le but serait a terme d’émettre des recommandations
d’utilisation et des schémas thérapeutiques pour adapter les traitements a la sévérité
d’atteinte et I'dge des patients. Des études a plus grande échelle devraient également étre
menées.

L’ensemble du travail réalisé sur la formulation et I'étude de stabilité fait 'objet d’une
publication qui a été proposée au journal IJP (International Journal of Pharmaceutics)
(Annexe 8 page 125).
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Glossaire dermatologique

Ce glossaire regroupe quelques définitions de termes dermatologiques évoqués dans la
« premiere partie : la sclérose tubéreuse de Bourneville ». Les termes définis ci-dessous sont
suivis d’'un symbole « (8) »dans le texte.

ADENOME. Tumeur bénigne développée aux dépens d’'une glande, et dont la structure
rappelle plus ou moins celle de la glande dont elle provient.

ANGIOFIBROME. Angiome contenant du tissu fibreux.

ANGIOME. Tumeur caractérisée par la prolifération de tissu vasculaire sanguin
(hémangiome) ou lymphatique (lymphangiome). Il s’agit d’une dysplasie vasculaire et non
pas d’'une tumeur au sens propre.

FIBROME. Tumeur bénigne composée entierement de fibres de tissu conjonctif.

HAMARTOME. Tumeur constituée par un mélange anormal (de par les proportions ou la
disposition) des éléments constitutifs d’un tissu.

MACULE. Tache cutanée non saillante.

NODULE. Lésion cutanée ou muqueuse bien délimitée, de forme approximativement
sphérique et palpable. Les nodules peuvent étre soit superficiels, situés dans I'épiderme ou
dans le derme (kyste, fibrome..), soit profonds et situés dans I’hypoderme.

PAPULE. Variété de lésion cutanée séche (sans contenu liquidien), plus ou moins saillante,
de moins de 5 millimétres de diamétre et de couleur variable. Leur caractére saillant les
distingue des macules.

PUSTULE. Lésion cutanée caractérisée par un soulévement épidermique contenant un
liquide purulent.

SCLEROSE. Induration pathologique d’un organe par suite d’'une prolifération de son tissu
conjonctif, qui s’accompagne d’une augmentation pathologique du collagéne et d’une
raréfaction progressive des cellules.

TUBEREUX. Qui forme des tubercules

TUBERCULES. Structure anatomique de petite taille, formant une saillie plus ou moins
arrondie a la surface d’un organe ou d’un os.

eme

Définitions issues du « Dictionnaire médical, 6 édition, 2009, Masson » et du «Larousse

médical, édition 2012 ».
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P343

Traitement des angiofibromes de la sclérose tubéreuse de Bourneville par des
préparations topiques a base de sirolimus : état des lieux de la préparation en
France et revue de la littérature.

Guillaume Bouguéon', Sandy Vrignaud', Ludovic Martin2, Frédéric Lagarce!
'Pharmacie, 2Dermatologie Vénéréologie, Centre Hospitalier Universitaire, Angers, France.

Introduction

Parmi les différentes affections dermatologiques associées a la Sclérose
Tubéreuse de Bourneville (STB), les angiofibromes faciaux sont les plus
défigurants. Présents chez 85% des patients, leurs répercussions sont
autant physiques que psychologiques. Les moyens utilisés pour les traiter
tels la chirurgie, la cryothérapie, I'électrocoagulation, la dermabrasion ou
le laser ont montré leur efficacité dans certains cas. Mais ceux-ci
présentent des aspects contraignants pour leur mise en ceuvre,
notamment chez les plus jeunes, et peuvent se compliquer ou engendrer
des séquelles permanentes. Depuis la démonstration de I'efficacité du
sirolimus par voie systémique sur les angiofibromes, des formes topiques . 1: Angiofibromes chez un adolescent atteint de la
de ce médicament ont été développées. Sclérose tubéreuse de Bourneville. CHU d'Angers.

Le but de I'étude qui a été menée est de faire le point sur I'état de la préparation topique de sirolimus en France et de
comparer ces données a celles trouvées dans la littérature.

Matériel et Méthodes

Un questionnaire en ligne a été envoyé aux pharmaciens de 30 Centres Hospitaliers Universitaires (CHU) de France et de
20 Centres Hospitaliers membres de |'Assistance Publique Hopitaux de Paris (APHP) en ile de France, les interrogeant sur
la réalisation de la forme topique, les modalités de préparation, de délivrance au patient, les études menées ainsi que celles
a venir. Une revue de la littérature scientifique et médicale, des essais cliniques ainsi que des brevets déposés a également
été menée.

Résultats

Audit en France

v 10 PUI (Pharmacies & usage intérieur) de CHU réalisent réguliérement cette
préparation (taux de réponse de 78%), la majorité depuis un an en moyenne (4
ans pour les plus précoces).

v' 2 types de formulations majeures sont préparées: pommade a base de vaseline
et créme a base de Dexeryl®.

v 4 concentrations différentes sont réalisées: 0,1%, 0,2% 0,33% et 1%.

v Stabilité allant de 1 & 3 mois, la majorité établie sans étude de stabilité physico-
chimique.

v Equipements nécessaires pour garantir la sécurité du personnel a la PUI: hottes,
isolateurs, zone & atmosphére contrélée et habillage adéquat. Préparation non
réalisable en pharmacie d’officine.

v Délivrance aux patients ambulatoires par le biais de la rétrocession hospitaliére.
(colt d’environ 110€ pour un pot de 25g de créme a 0,1%).

Figure 1: PUI des CHU réalisant des P PR T P . . .
préparations topiques  base de sirolimus Principales causes de non réalisation: co(t élevé de la préparation, manque de

(villes indiquées en rouge). données de sécurité et d'efficacité a long terme ou absence de demande de la
part des services.
Revue de la littérature
v 21 publications originales et 2 revues depuis 2010 (1° publication sur le sujet). Petites séries de cas, peu d'effets
indésirables observés. Une dizaine de formulations existantes dont plus de la moitié sont des pommades & base de
vaseline.
v' 3 essais clinigues menés sont enregistrés dont un est toujours ouvert depuis 2013.
v 2 brevets déposés.
Discussion
Les formes galéniques, les dosages et modalités de préparation varient d'un établissement & 'autre. Cette diversité est
expliquée par le fait qu’a ce jour, trés peu de données croisant doses/degrés d'étendue des lésions/formes galéniques
utilisées et efficacité du traitement sont disponibles.

Conclusion
L'émergence d’'un consensus en ce qui concerne la formulation (créme ou pommade, concentration en sirolimus...) serait
une avancée pour la prise en charge des patients atteints de STB.

E;isecm .
: . . . —_ . | “de O 1ogi
Mots-clés Sclérose tubéreuse de Bourneville, sirolimus, topique _S9.02IT2 0,082
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Annexe 2 : fiche d’évaluation des patients, score FASI

Evaluation de I’évolution des angiofibromes traités
par sirolimus topique 0,1% créme

Nom : ___ Prénom:
Age : __

Date de naissance :
Traitement par évérolimus (Votubia®) : 0O N

Date de début du traitement :

Date de la visite :

Angiofibromes Jo M1 M3 Ma M12
Erythéme /3

Tallle /3

Surface /3

Sévérité FASI f9

Nombre d"AF
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Annexe 2 : fiche d’évaluation des patients, score FASI

Score FASI (Salido-Vallero et al. Clin Exp Dermatol 2014)

d’util F Ind
L'évaluation des trols paramétres sulvants ne portera que sur les joves.
Dans Fhypothése selon laquelle le patient présente des lésions de grades de sévérité différents, le

grade le plus élevé sera retenu.
Réaliser des photographies & chaque (ré)évaluation.
La des vall it :

Score Inférleur ou égale 3 5 >> léger
Score entre 6 et 7 >> modéré
Score supérieur 3 7 >> sévére
Les trois paramétres 3 évaluer seront :
L'érythéme (couleur normale de la peau=0, rouge dair=1, rouge foncé=2, pourpre=3)
La tallle des léslons (molins de 5 mm=1, plus de 5 mm=2 ou confluentes=3)

Le pourcentage de surface des joues atteintes (moins de 50%=2, plus=3)

Light red « 1 Dark redfpurple « 3

Size
Corfluent =3

Small [<S mm) = 1 Large (>3 mm) = 2

Extension
< 507 cheek surfaze = 2 > 50% cheek surface = 3

Moderate: 6-7
Severe: 2 §
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Annexe 3 : résultats de la validation de la méthode de dosage HPLC

Validation de la gamme étalon :

Gamme n°
1 2 3
Conce(r;/tor)atlons Aire moyenne Aire moyenne Aire moyenne Moyenne Ecart Type CV %
0,06 2290929,76 2387320,24 2435625,35 2371291,78 73667,41 3,11
0,08 2950316,37 3232305,85 3188021,49 3123547,90 151648,11 4,85
0,1 4037216,79 3842637,20 4148888,11 4009580,70 154984,58 3,87
0,12 4757792,34 4801171,94 4864152,05 4807705,44 53480,01 1,11
0,14 5339341,19 5052537,66 5666156,67 5352678,51 307026,85 5,74
Gamme n°1
Coefficient de
Concentration Echantillon Aire du pic Aire Moyenne Ecart type variation %
0,06% 1 2349922,84
2 2291541,10 2290929,76 59301,12 2,59
3 2231325,33
0,08% 1 2884223,22
2 2909468,98 2950316,37 93469,49 3,17
3 3057256,91
0,10% 1 4024205,97
2 4023144,10 4037216,79 23461,02 0,58
3 4064300,31
0,12% 1 4722858,35
2 4744178,13 4757792,34 43374,28 0,91
3 4806340,53
0,14% 1 5343711,84
2 5352850,62 5339341,19 16144,73 0,30
3 5321461,10
Equation de la droite: y = 4E+09x - 77030
Coefficient de corrélation R? = 0,9895
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Annexe 3 : résultats de la validation de la méthode de dosage HPLC

Gamme n°2
Coefficient de
Concentration Echantillon Aire du pic Moyenne Ecart type variation %
0,06% 1 2436017,92
2 2379349,93 2387320,24 45242,17 1,90
3 2346592,87
0,08% 1 3220467,13
2 3251096,28 3232305,85 16455,42 0,51
3 3225354,13
0,10% 1 3909952,30
2 3924750,60 3842637,20 129620,23 3,37
3 3693208,70
0,12% 1 4804819,98
2 4751807,06 4801171,94 47645,72 0,99
3 4846888,78
0,14% 1 5025898,52
2 5058809,32 5052537,66 24122,73 0,48
3 5072905,14
Equation de la droite: y = 3E+09x + 413544
Coefficient de corrélation R2 = 0,9772
Gamme n°3
Coefficient de
Concentration Echantillon Aire du pic Moyenne Ecart type variation %
0,06% 1 2470633,96
2 2416021,90 2435625,35 30390,93 1,25
3 2420220,20
0,08% 1 3184918,12
2 3188583,39 3188021,49 2864,07 0,09
3 3190562,97
0,10% 1 4170105,69
2 4172523,36 4148888,11 38862,49 0,94
3 4104035,29
0,12% 1 4920056,28
2 4743625,83 4864152,05 104469,74 2,15
3 4928774,03
0,14% 1 5662628,50
2 5659005,47 5666156,67 9424,35 0,17
3 5676836,05
Equation de la droite: y = 4E+09x - 8027,9
Coefficient de corrélation R? =0,9982
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Annexe 3 : résultats de la validation de la méthode de dosage HPLC

Validation de la fidélité ou précision :

Fidélité du Moyenne Ecart type CV%
2906 3303183,24 299294,7528 4,69
3006 3403827,62 376363,7578 6,227821063
02 07 3769857,94 183805,0035 4,875648007
Fidélité n°1
Ecart type . .
Concentration 0,10 % Echantillon Area échl;/ll'lc;?qleonnanea échnati»IlIF:)n v i:lzn(;illon
Area
Echantillon 1 1 2781444,16 2766478,08 15008,28149 0,542504985
2 2766562,12
3 2751427,95
Echantillon 2 1 3473439,25 3465129,86 16380,75679 0,472731396
2 3446259,71
3 3475690,63
Echantillon 3 1 3607365,32 3604734,83 2871,858818 0,079669073
2 3601670,88
3 3605168,28
Echantillon 4 1 3383005,56 3394317,42 13791,95323 0,406324793
2 3409681,56
3 3390265,14
Echantillon 5 1 3186299,94 3163437,15 34126,1534 1,078768181
2 3124210,72
3 3179800,79
Echantillon 6 1 3490578,87 3425002,11 100290,6091 2,928191165
2 3474875,52
3 3309551,93
Fidélité n°2
Ecart type . .
Concentration 0,10 % Echantillon Area 3 Moyenne échnati\lllr;n CV échantillon
échantillon Area Area %
Area
Echantillon 1 1 2867985,83 2749099,27 103676,43 3,771287235
2 2701833,52
3 2677478,47
Echantillon 2 1 3770319,15 3807879,32 51449,07574 1,351121489
2 3866520,82
3 3786797,98
Echantillon 3 1 3731171,79 3711656,28 22517,30584 0,606664631
2 3687019,42
3 3716777,62
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Annexe 3 : résultats de la validation de la méthode de dosage HPLC

Echantillon 4

3466751,79

3466909,21

6651,227317

0,191848904

3473637,75

3460338,09

Echantillon 5

3284238,60

3271753,95

11615,47749

0,355022953

3269756,57

3261266,69

Echantillon 6

3460477,85

3415667,68

58544,17589

1,71398922

3437097,03

W(IN|(R|[W[N]|~

3349428,17

Fidélité n°3

Concentration 0,10 %

Echantillon

Area

Moyenne

échantillon Area

Ecart type
échnatillon
Area

CV échantillon

Area %

Echantillon 1

3474476,18

3483331,24

7762,949775

0,222859936

3488964,71

3486552,84

Echantillon 2

3723434,14

3731825,03

8580,507455

0,229927914

3740583,35

3731457,59

Echantillon 3

3760359,70

3671689,20

76961,81788

2,096087487

3622227,72

3632480,18

Echantillon 4

3901238,67

3844581,59

68988,22872

1,794427485

3767757,10

3864749,00

Echantillon 5

3903137,74

3874567,49

28052,62869

0,724019617

3873501,87

3847062,85

Echantillon 6

3994357,19

4013153,09

16464,81661

0,410271331

4020076,03

WINIPIWINIP W INIPIWINIP WINRPRPIWIN|PFP

4025026,06
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Annexe 3 : résultats de la validation de la méthode de dosage HPLC

Validation de I’exactitude ou justesse

Aire mesurée

Concentration

théorique
2371291,783 0,06
3123547,903 0,08
4009580,702 0,1
4807705,441 0,12
5352678,507 0,14

Aire mesurée Moy{enne Concentr?tion Moyenne Ecart %
Aire mesuree
0,08 Jour 1
3215959,41
Echantillon 1 3176861,37 |3210130,27 8,12E-02
3237570,04
3336142,15
Echantillon 2 3360603,07 | 3345070,6 8,47E-02 0,085 5,835
3338466,58
3330734,22
Echantillon 3 3310565,64 |3475246,01 8,81E-02
3784438,16
0,1 Jour 1
3783172,97
Echantillon 1 3728825,88 3759475,3 9,55E-02
3766427,05
4304361,56
Echantillon 2 4309269,47 |4304552,76 1,10E-01 0,100 0,137
4300027,25
3761462,57
Echantillon 3 3742191,84 |3750838,16 9,53E-02
3748860,07
0,12 Jour1l
4341131,12
Echantillon 1 4438901,11 |4392315,12 1,12E-01
4396913,14
5179354,94
Echantillon 2 5289370,59 |5234551,17 1,34E-01 0,121 0,923
5234927,97
4591105,59
Echantillon 3 4636862,43 |4606959,16 1,18E-01
4592909,45
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Aire mesurée Moy.enne Concentrz?tion Moyenne Ecart %
Aire mesurée
0,08 Jour 2
3251426,34
Echantillon 1 3258098,02 3250049,7 8,22E-02
3240624,74
2893831,61
Echantillon 2 2882630,57 |2909255,49 7,34E-02 0,079 -1,630
2951304,3
3214894,11
Echantillon 3 3160788,7 3182197,71 8,05E-02
3170910,32
0,1 Jour 2
4258545,67
Echantillon 1 4189986,77 |4232730,32 1,08E-01
4249658,52
3765360,87
Echantillon 2 3802784,1 3797779,88 9,65E-02 0,101 1,358
3825194,66
3985033,52
Echantillon 3 3880513,28 |3925160,39 9,98E-02
3909934,38
0,12 Jour 2
4854625,51
Echantillon 1 4919524,9 4894995,09 1,25E-01
4910834,85
4409542,54
Echantillon 2 4396508,24 |4415083,06 1,13E-01 0,117 -2,742
4439198,41
4380160,49
Echantillon 3 4467991,49 |4416508,82 1,13E-01
4401374,48
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Aire mesurée Moy.enne Concentrz?tion Moyenne Ecart %
Aire mesurée
0,08 Jour 3
2920653,94
Echantillon 1 2941514,87 |2913441,38 7,35E-02
2878155,33
3288270,91
Echantillon 2 3273388,3 3284394,19 8,31E-02 0,080338527 0,423
3291523,35
3353169,79
Echantillon 3 3314028,77 |3333151,52 8,44E-02
3332255,99
0,1 Jour 3
3782433,23
Echantillon 1 3593662,08 |3646299,54 9,25E-02
3562803,3
4012625,78
Echantillon 2 3765179,04 |3922049,34 9,97E-02 0,100572886 0,573
3988343,2
4296542,73
Echantillon 3 4294036,1 |4296743,56 1,09E-01
4299651,86
0,12 Jour 3
4457738,62
Echantillon 1 4259839,92 |4406623,82 1,12E-01
4502292,91
4635345,14
Echantillon 2 4700044,08 |4667395,48 1,19E-01 0,120358532 0,299
4666797,21
5044532,86
Echantillon 3 5098691,63 |5073417,81 1,30E-01
5077028,95
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Annexe 4 : protocole de préparation PH n°177

Signet_entite
rH u <P_REF> _ <p_REVISION | <P_APPLICATION_DA
C : Doc. i€ en amont : Version . - TE> -
HNGEHS PR, DO, DI ou FO
LERTRE HOZPITALZER Sirolimus créme dosée a 0.1 % m/m
UHIVERS-TaZAE
Reference PH THS N° - 177
Edition N® 1: 11002015
Mise 3 jour : 260112015
DENOMINATION - Sirolimus créme dosée & 0.1 % m/m
INDICATION ! PROPRIETES : fraitiement des manffestalions cutanées de |a scénse ubsreuse de Boumevils
SERWICE UTILISATEUR : desmaiologlel nédnocession
LEGISLATION : Esie | DATE DE PREPARATION : LIEW :
- Habillage de prodaction
Salle preparations toxlgues - Manipulation sous Isolateur
FORMULE POUR : 13 tubes + N* ORDONHANCIER © non stérles N* 1037
_1.5% pour dosage of peres
Formule | Matiénss premisres Qiea &
Unitalra ww'm matire &n W® lat oLU N° contride ates mises muﬂw
g {Fourni=ssur] DEUNTE du labo &n oeuvre | d'unités 13
0oig Sirolimus poudre n3gsag . e - DL -
(Foumissaur : oS
de{s) matires)
159 Trangcatoi P 19,7025 g - ; - P ou =)
(Foumisseur - :_ e |a spacialls
LONSERVATICN -
@5P30g | Excipial hydrocreme | QsP - ; - | Temperaure amoame
soft (FOUmiSSaUT - 35850 am
25,47 RSO I -
37566 g
TECHHIGUE PREPARATION ET CONINTIONNEMENT : PREPARATION EFFECTUEEPAR - oo
CONDITIDNHMEMENT : Homibre d'un CONDITIONMEMENT EFFECTUE
“uibe aluminium 30 g Lok - . DLW conditionnges PAR .
-sachet Zip iste | )
—— ETIQUETTE
| Bramacie CHU ANGERS
Wole cutandg
Tube de 30g
:HD';HTNS T Caller 'etiquetie compléte de la préparation
Cate Imite dutiisation:
Posnl : 5 confiormer A |3 prescripbion médicale
b?ﬂ.emlmm
|| A MANIFULER AVEC DES GANTS
| cf Contrde We: ...
ARIFICATIONS
N" ordonrancier confomme - Pesees conformmes : Dosage conforme ooul o Ron Libération du lot
oo ocmnon ooul ocnon oou o NON
Condilornement conforme © ool o o
Materss 1" confommes - coul  onon Visa du pharmacien
JqUEa0E CONfomE © responadbba du
DDLU conforme - ool  omon E = O labsorabodne -
W™ ot confiorme - ool ocnon Homibre de produlls finks conforme -
" coninie du EborEinire confome : a ol a nan
ool ocmnon
SIGRENIS © e Signature © .
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Annexe 4 : protocole de préparation PH n°177

<P_REF=> version <P_REVISION>  Error! Reference source not found. <P_aprLicaTiON_DATE=

1. OBJECTIFS ET DOMAINES D'APPLICATION

Ce document a pour but de décrire les modalités de préparation, de conditionnement et de
contrle de la préparation hospitaliére toxique non stérile - Sirolimus créme dosée a 0. 1% mim

2. DESTINATAIRES

Secteur Préparatoire - Secteur Laboratoire de contrdle -
- Pharmacien responsable du préparatoire - Pharmacien responsable du laboratoire:
- Préparateur du préparatoire - Technicien du laboratoire

- Interne du lalxoratoire
3. DOCUMENTS LIES

- Elaboration d'une préparation (PHAR-31500-PR-0013)
4., REFEREMCES : Bonnes Pratigues de Préparation 2007 .

Memoire de DES de Guillaume Bouguéon, 2015 et étude de stabilité réalisée par le labo de
controle en 2015

5. ABREVIATIONS

oLy Date Limite d'utilisation PA Principe Actif
MF Matieéres Premigres PH Préparation Hospitaliére
THS Toxigue Mon Stérile Ref. Référence
W= Mumérno SPTNS Salle Préparation Toxique Non Stérile
6. MATERIEL
- Papier de pesee -2 cupules plastique
- Mortier grande taille + pilon -spatule
- Fut jaune flacon 30 mi VdJ + bouchon
- Champ stérile * 2 -mange-aiguille

7. DESCRIPTION DE L'ELABORATION DE LA PREPARATION, DU CONDITIONNEMENT ET
DU CONTROLE

TA. Creation de dossier de lot par le préparateur du préparatoire

7.2, Mombre d'unités supplémentaires pour le conirdle
1 tube pour Féchanfilothégue + 2 grammes de créme pour dosage
7.3 Préparation et conditionnement par le préparateur du préparatoire
7.3.1.  Awvant l'entrée en SPTNS N° 1039

Réunir tout le matériel nécessaire
Lavage hygiénigue des mains
Habillage
Antizepsie des mains
Mettre une paire de gants non stériles
7.2.2. Dans la salle préparation N° 1039
- Paoser la capsule porcelaine sur la balance. Faire |a tare et imprimer le ticket de pesée.

- Peser 'hydrocréme dans une capsule porcelaine. Editer le ticket de pesée.
- Paser le flacon VJ sur la balance. Faire la tare et imprimer le ticket de pesée.

- Peser le transcutol dans le flacon ). Editer le fticket de pesée. Fermer le flacon avec le
bouchon

Page 2 sur 5
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Annexe 4 : protocole de préparation PH n°177

<P_REF=> version <P_REVISION>  Error! Reference source not found. <P_aprLicaTiON_DATE=

7.1.3. Mode opératoire dans Ifsolateur poudre foxigue non stérile — Salle N°
1037

Mettre une paire de gants stériles sur les gants de lisolateur
Mettoyer ke plan de travail de la hotte, les balances avec l'alcool isopropylique
Changer de paire de gants stériles

- Faire la tare de la balance avec le papier de pesée. Imprimer le ticket
- Peser le sirolimus. Imprimer le ticket de pesée

- Introduire le sirofimus dans le transcutol. Agiter lentement. La solubilisation doit &tre totale.

-Introduire  tout hydrocréme dans ke mortier, puis procéder au mélange :  ajouter
progressivement a laide d’une pipetie plastique a usage unigue, et en mélangeant, le mélange
sirolimus + transcutol dans le mortier.

- Aprés homogénéisation, peser 2 g de créme pour le contrile (papier de pesée, cupule, papier
aluminium) ; Recowvrir le mortier d'un papier d'aluminium et le sortir par le sas produit.

Aprés utilisation, penser a inerter le flacon de transcutol avec de Fazote (bouteills).

7.13.4. Conditionnement dans la boite « plexiglass » dédiée au toxigue— Salle
N® 1039

- Ménage selon DO

- Déployer un champ vert sous la boite en plexiglass. Mettre 2 paires de gants nitriles, une
combinaison, un masque FFP2 et des lunettes (habillage de la procédure dégradée pour
produire du toxigue).

- Poser le mortier emballé sur le champ.

- Poser le papier de pesée Cristal sur |a balance, faire la tare, imprimer le ticket de pesée

- Peser 30 g de créme, faire valider par le contrle, imprimer le ticket de pesée.

- Procéder & la mise en tube. Fermer le tube & I'aide de la pince & tube

- Répéter Fopération autant de fois que nécessaire pour conditionner toute la créme

- Lorsque les tubes sont terminés, emballer le mortier vide dans I'aluminium. Son nettoyage se
fera dans lNi=olateur toxigue

7.2.5. Rangement et nettoyage dans isolateur

Mettoyage du matériel avec éthanol.

Elimination du matériel par le sas de sortie

Soudage des MP ou du matériel sortant dans une gaine plastigue avant rangement dans les
stocks des MP

Soudage des ustensiles nettoyés dans une gaine plastigue avant rangement dans le meuble de
la SPTHS

Mettoyage de lsclateur

Rangement des matériels dans lsolateur

7.3.6. Neftoyage de la SPTNS N° 1037
selon DO

7.3.7. Elimination des déchets

Elimination des déchets par le sas de sortie dans la gaine plastique
Souder la gaine plastique - & déposer dans le seau jauns
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<P_REF=> version <P_REVISION>  Error! Reference source not found. <P_aprLicaTiON_DATE=

7.3.8. Etiguetage

- oir modéle (page 1) :
= 1 etiquette pour la fiche de fabrication
= 1 éfiguette par conditionnement pour les produits finis
= 1 éfiguette pour identifier la préparation en attente de la libération avec la pasfille rouge

7.2.9. Mise an guarantaine

- Salle "Mige en quarantaine™ N® 1038
- ldentifier la préparation avec une éfiguette type munie d'une pastille ROUGE

7.3.10. Autres informations

- Temps de fabrication 22h
- Temps de conditionnement - 1h30

7.4, Controles par le laboratoire de controle
7.4.1. Contriles effectués avant la préparation

- Contrdle de la conformité du N° ordonnancier
- Contrdle de la conformité des matiéres premiéres:
« Libellé = N° de lot
= DDLU » N® de contrdle du laboratoire

7.4.2. Contrdle pendant la préparation
- Contrdle de la conformité de la pesée
7.4.3. Controles effectues aprés la préparation

- Contrile de la conformité du dosage (teneur en sirolimus)
- Contrile de la conformité du conditionnement et de 'étiquetage final
- Contrdle de la conformité du nombre de produits finis.

[Tous les controles se rapportant aux vérifications doivent impérativement étre cochés|

7.5. Mise en échantillothéque par le laboratoire de controle : 1 tube
7.6. Libération du lot de préparation par le laboratoire de contrle

- Aprés visa du phamacien responsable du laboratoire de contrile
+ Les pastilles vertes apposées sur la fiche de fabrication

T.7. Enregistrement informatique

- Enregistrement de cette préparation dans le tableau Suivi de préparations
(gf pharmaci/ production/ Suivi des préparationsf année en cours/ enregistrement xls)

Sioui, cocher lacase: [0 Enregistrementpar: Date: ...

8. DESCRIPTION DU PROCESSUS EN MODE DEGRADE - néant

9. EVALUATION :

- Momibre de non-conformités
- MNomibre de préparations enregmh‘e&e dans le tableau Suivi des preparations
- Fréquence de la préparation : . ;
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<P_REF= version <P_REVIS

oM Ermror! Reference source not found.

<p_aprLICaTION_DATE=

10. COMPOSITION DU GROUPE DE TRAVAIL

NOM Prénom Fonction Secteur Role
d'activité

BOUGUEOM Interme Labo contrile | relecteur
Guillaume
LETOURNEUX Préparateur production relecteur
Séverine
BALDUINI Eulalie Préparateur production relecteur
LAGARCE Frédéric Pharmacien Labo contrile | relecteur
YRIGHMAUD Sandy Pharmacien production réedacteur

Validation (Expertise)

Approbation [Responsabilite)

Nom : VRIGNAUD Sandy
Fonction : pharmacien

isa -

Secteur d'activité - production

Mom : LAGARCE Frederic
Fonction - pharmacien

Secteur d'activité - Labo Conftrdle

Visa:

Vérification [Normes documentaires)

Mom : ACT_PARTICIPANTS NAME_SIGHN]

Secteur d'activité - Cellule qualite

Visa:
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C H u PHAEMACIE

ANGERS

Version n*1 Date d'application 29/10/2015

w1LVEFa _IHLKE

CONTROLES D'UNE PREPARATION HOSPITALIERE
PREPARATION HOSPITALIERE N°177

Créme au sirolimus 0.1%
(1mg de sirolimus/g de créme)

Dosage de la crime aw sirolimus par HPLC

La eréme au sirolimus 0.1% dait contenir entra
0.085%(0.85mg/g) et 0.115 % (1.15mg/g) de sirolimus.

Conditions chromatographigues :

# Colonne : SUPELCOSIL (LC-18), 15cm x # Débit: 1 mlfmin
4.6mm, Sy »  Détection UV : 278nm
# Phase mobile: Mélange Méthanol . )
Tr:5a7 . R de 10 1
(80%)/Eau osmosée (20%) Voie A v i Runs de Zimin
uniguement + Volume injection : 20ul
& Température four : 50°C * Pression : 1500-1700 psi environ

Exemple de Chromatogramme

Ech 3. 372 - 0AGOACE . -

1

303 Iy

Phase Mobile :

Sous la hotte, mesurer le volume de Méthanol nécessaire a I"éprouvette graduge. En faire de
méme pour I"eau osmosée. Transvaser le tout dans un flacon en verre d'un litre.

Equilibration de la colonne :

La colonne doit étre équilibrée avec le mélange MeOH/H20 (voie A 100%) avec un débit de
1ml/min. La méthode peut ensuite &tre lancée

Solution de rincage ;
La eolonne peut &tre rincée avec la phase mobile pendant 20 4 30min.

G:fpharmacifassurance qualitéfgestion documentaire/2 doc qual de travail/contrdle/document
d’information PHDI/ Créme au sirolimus 0.1% (PH n*177).doc
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Préparation de |'&chantillon :

Dans l'isolateur, tarer un bécher de 50 ml et peser 3 la balance un échantillon de 2g de créme
(éviter d'en mettre sur les bords). Recouwvrir le bécher d'un film de paraffine.

Sous hotte, mesurer 3 "éprouvette graduge 10m| de Méthanol. Verser le Méthanol dans le
bécher et ajouter un petit barreaw aimanté. Recouvrir le bécher d'un film de paraffine.

Sous hotte, mettre le bécher sous agitation magnétique modérée |ex : puissance 3 & 4 /9 sur
la plague STUART ou 3 4 3.5/6 sur la plagque IKA) pendant 10min.

Dans un tube 3 hémolyse, disposer 2ml de la solution a Faide de |a pipette a déplacement
positif de 1000pl. Eviter autant que faire se peut de prélever les résidus de créme. Réaliser
cette opération deux autres fois{*). Préparer un tube a hémolyse rempli avec 2ml d'saw.
Mettre les 4 tubes 3 centrifuger pendant 10 min 3 4000rpm,/min.

Retirer délicatement les tubes de la centrifugeuse, prélever 1ml du surnageant et le disposer
dans un vial pour HPLC. Réaliser cette opération pour les 3 échantillons. Doser par HPLC en
utilisant la méthode « Dosage préparation hospitaligre ».

Préparation de | gamme d'étalonnage

Principe : On prépare une créme a une certaine concentration. On préleve un échantillon puis on
dilue cette créme pour obtenir la concentration suivante. L'opération est répétée pour obtenir un
échantillon de chague concentration de la gamme.

Maode opératoire :

Dans l'isolatewr des cytostatiques, faire la tare d'un flacon en verre de 10ml et v déposer
S00mg de Transcutol & I'aide d'une pipette pasteur en plastique. Sur un papier de pesée,
peser 14mg de poudre de sirolimus. Incorporer délicatement la poudre dans le flacon de
Transcutol. La solubilisation du sirolimus dans le Transcutol est rapide et ne nécessite peu
d’agitation.

Toujours dans isolateur, peser sur un papier de pesée 9.5g d'Excipial Hydrocréme.

Disposer dans un mortier les 9,5g d'Excipial Hydrocréme. Verser be flacon contenant le
sirolimus solubilisé dans ' Excipial sur la créme. A Iaide d'un pilon, incorporer délicatement le
sirolimus a la créme. S'aider d'une carte si besoin. On obtient ainsi les 10g de créme a 0.14%.
Peser un échantillon de 2g de cette créme dans un bécher de S0ml. Sortir le mortier et
Iéchantillon.

La suite de la préparation peut &tre réalisée sur paillasse. Dans la salle de préparation 1040,
peser les 4 guantités de créme nécessaires pour la préparation de la gamme (of tableau ci-
dessous, ligne n*4).

Ajouter dans ke mortier la quantité d'Excipial nécessaire pour réaliser la dilution (ajouter les
1,33g d'Excipial pour diluer la créme de 0,14 3 0,12%). Répéter les opérations successives
d'échantillonnage et de dilution pour obtenir les 5 échantillons de créme de la gamme.

G:fpharmacifassurance qualitéfgestion documentaire/2 doc qual de travail/contrdle/document
d’information PHDI/ Créme au sirolimus 0.1% (PH n*177).doc
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Tobleou récapitulatif :
{Le tableau se lit par colonne, de la ligne 1 4 la ligne 4, puis repart 3 la ligne 1 pour la colonne
adjacente).
Etapes a réaliser dans l'ordre 0.14% 0.12% 0.1% 0.08% 0.06%
1: Poids de la créme 10g 9.33g 880 8.25g 8.35¢
2 : Echantillon & prélever pour dosage 2g 2g 2g 2g 2g
3: (Poids-Aliquote) = Poids restant Bg 733 6.6g 6.25g 6.35g
(PR)
4 : Quantité d'Excipial a ajouter [x) 1.33g 1.466g 1.65¢ 210
pour diluer la créme. Ex: 1.33 = (8
*(0.14/0.12))-8

Réaliser sur chaque échantillon la manipulation d extraction et de dosage décrite plus haut, soit -
= Mesurer & 'éprouvette graduge 10ml de Méthanol. Verser le Méthanol dans le bécher et
ajouter un petit barreau aimanté. Recouvrir le bécher d'un film de paraffine. Sous hotte,
mettre le bécher sous agitation magnétique modérée (ex: puissance 3-4 /9 sur la plague
STUART ou 3-3.5/6 sur la plaque IKA) pendant 10min.

# Dans un tube 3 hémolyse, disposer 2ml de la solution a Faide la pipette 3 déplacement
positif de 1000pl. Eviter autant que faire se peut de prélever les résidus de créme. Préparer
un tube a hémaolyse rempli avec 2ml d'eau distillée. Mettre les 2 tubes a centrifuger pendant
10 min & 4000rpm fmin.

+ Retirer délicatement les tubes de la centrifugeuse, prélever 1ml du surnageant et le disposer
dans un vial pour HPLC. Doser par HPLC en utilisant la méthode « Gamme étalon préparation
hospitaligre ».

Vérification du conditionnement, du nombre conditionnég et de I'étiguetage.

Références hibliographigues: Thése et article en cours de publication au moment de |a rédaction du
présent protocole.

+ Thése de Guillaume Bouguéon. Mise au point d'une formulation topigque de sirolimus pour le
traiterment des angiofibromes de la schérose tubéreuse de Bourneville. 2016.

# G.Bouguéon et al. Formulation and characterization of a 0.1 % rapamycin cream for the
treatment of Tuberous Sclerosis Complex cutaneous injuries. P 2016.

Document réalisé G. BOUGUEDN, interne en [
Validation (Expertise] Approbation (Responsabilité)
Mom : Nom :
Fonction : Fanction :
Secteur d’activité Secteur d’activité
Visa Visa

G:fpharmacifassurance qualitéfgestion documentaire/2 doc qual de travail/contrdle/document
d’information PHDI/ Créme au sirolimus 0.1% (PH n*177).doc
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Annexe 6 : résultats de I’étude de stabilité physico-chimique

y = (2,6007E-08)*x - 0,0022856

. . ) Pourcentage par
Concentration moyenne des échantillons >
Moyenne Ecart type rapport a la IC 95% basse | IC 95% haute
Jour Echantillon 1 Echantillon 2 | Echantillon 3 concentration initiale
13/07/2015 0 0,109 0,093 0,099 0,100 0,791 100,0 99,1 100,9
16/07/2015 3 0,105 0,098 0,104 0,102 0,411 102,1 101,6 102,6
20/07/2015 7 0,105 0,101 0,104 0,103 0,187 102,6 102,4 102,8
27/07/2015 14 0,104 0,103 0,106 0,104 0,117 103,8 103,7 104,0
03/08/2015 21 0,107 0,105 0,110 0,107 0,229 107,0 106,7 107,3
10/08/2015 28 0,109 0,101 0,107 0,106 0,411 105,6 105,1 106,0
14/09/2015 63 0,099 0,098 0,104 0,100 0,297 99,8 99,5 100,2
06/10/2015 85 0,096 0,103 0,106 0,101 0,542 101,1 100,5 101,7
07/11/2015 117 0,105 0,101 0,115 0,107 0,726 106,5 105,6 107,3
13/12/2015 153 0,109 0,102 0,101 0,104 0,450 103,8 103,3 104,3
18/01/2016 189 0,108 0,098 0,103 0,103 0,470 102,6 102,1 103,1

Etude de stabilité physico-chimique créme Sirolimus 0,1%
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Abstract

Medicines for the treatment of rare diseases frequently do not attract the interest of the
pharmaceutical industry and hospital pharmacists are thus often requested by physicians to
prepare personalized medicines. Tuberous Sclerosis Complex (TSC) is a rare disease that
causes disfiguring lesions named facial angiofibromas. Various topical formulations of
rapamycin (= sirolimus) have been proved effective in treating these changes in small case
series. The present study provides for the first time characterization of a 0.1% rapamycin
cream formulation presenting satisfactory rapamycin solubilisation. The first step of the
formulation is solubilisation of rapamycin in Transcutol®, and the second step is the

incorporation of the mixture in an oil-in-water cream.

A HPLC stability-indicating method was developed. Rapamycin concentration in the cream
was tested by HPLC and confirmed that it remained above 95% of the initial concentration
for at least 85 days, without characteristic degradation peaks. The preparation met
European Pharmacopeia microbial specifications throughout storage in aluminum tubes,
including when patient use was simulated. Odour, appearance and colour of the preparation
were assessed and no change was evidenced during storage. The rheological properties of

the cream also remained stable throughout storage.

To conclude, we report preparation of a novel cream formulation presenting satisfactory
rapamycin solubilisation for the treatment of TSC cutaneous manifestations, with stability
data. The cream is currently being used by our patients. Efficacy and tolerance will be

reported later.

Keywords: rapamycin, sirolimus, tuberous sclerosis, m-Tor inhibitor, topic formulation,

stability study
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1. Introduction

Tuberous sclerosis complex (TSC), also known as Bourneville’s disease, is a rare genetic
autosomal dominant disorder with an estimated frequency of between 1/6000 and 1/10,000
live births (Northrup et al., 2013). TSC is the result of mutations occurring on tumour-
suppressor genes leading to a loss of inhibition of mTOR complex. Angiofibromas, one of the
skin manifestations of TSC, affect about 75% of children with TSC at the age of 10 years
(Jacks et al., 2015). Angiofibromas develop over time, are very disfiguring, affecting the

patient both physically and psychologically.

After observation of systemic rapamycin effects on angiofibromas (Bissler et al., 2008;
Hofbauer et al., 2008), topical sirolimus was tested on mouse models (Rauktys et al., 2008)
and rapidly formulated for humans (Haemel et al.,, 2010). From then on, several topical
forms have been developed using mTOR inhibitors, namely rapamycin and everolimus

(Madke et al., 2013; Balestri et al., 2015).

For the last five years, more than ten formulations have been reported in different
pharmaceutical forms (ointment, creams, solutions, etc) at different concentrations (0.003%
-1%) from crushed tablets to oral solution, which are not optimal for their tolerance and
efficacy. However, all authors described patient improvement, with minimal side effects
(except with the solutions), inconsistent percutaneous absorption and systemic diffusion,
but recorded a recurrence shortly after stopping treatment (Madke et al., 2013; Balestri et
al., 2015; Bouguéon et al., 2015).

We therefore decided to develop a topical treatment and focused our researches on three
aspects. First, we wanted to offer a formulation containing rapamycin in its solubilized form,
in order to obtain immediate bioavailability of the active molecule and thus allowing dose
optimization and avoid the risk of bleeding attributed to crushed tablets (Tu et al., 2014).
Secondly, we wanted to offer the patient a appealing topical treatment to apply of good
appearance in order to improve patient observance and compliance with treatment. Indeed,
some patients had reported that ointment was difficult to apply or rough (Park et al., 2014)
and sometimes parents decided to reduce the frequency to avoid sending children to school
with an oily skin. Thirdly, we wanted to characterize our formulation and assess its stability

over time to ensure its efficacy in use by the patients.
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Then a cream formulation was therefore developed. A stability indicating method was

designed and a stability study was performed.

2. Materials and methods

Materials

Rapamycin powder, polysorbate 80, and sorbitan trioleate were provided by Inresa,
(Bartenheim, France). Transcutol® P, olive oil, castor oil, liquid paraffin and sweet almond oil
were provided by COOPER (Melun, France). Excipial hydrocreme® was provided by Galderma

(laboratoires Spirig SAS, Toulouse, France). All excipients were of Pharmacopeia grade.

Methanol (Hipersolv Chromanorm, VWR, Fontenay sous Bois France), was used for HPLC.
Water was obtained from a Prima reverse osmosis system (Elga Labwater, Antony, France).

All reagents and solvents were of analytical grade.

Rapamycin solubilisation in various oils and surfactants

Rapamycin powder (10mg) was incubated with QS 500mg of oils, solvents or surfactants

(Table 1). Mixing was performed under stirring for 60 minutes at room temperature.

Cream storage
The cream was packaged in 30ml aluminum tubes (COOPER, Melun, France) and stored in

climatic chamber qualified according to ICH (International Consensus on Harmonization,

2015) at 25 + 2°C under 60 * 5% relative humidity.

Sample preparation: rapamycin extraction and recovery

An aliquot of cream (2g) was introduced in an Erlenmeyer flask with 10ml of methanol and
maintained under stirring for 10 minutes. All experiments were performed in triplicate. The
resulting solution was centrifuged at 900xg for 10 minutes and the supernatant was

removed and analyzed for rapamycin content compared to rapamycin in methanol.

Chromatographic conditions

A high pressure liquid chromatography (HPLC) method was developed, based on Ricciutelli’s
publication (Ricciutelli et al., 2006). The system was characterized by a Perkin Elmer Series
200 pump, injector and oven. The detector was a diode array detector (Flexar PDA detector,
Perkin Elmer, Walthman, USA) operating between 190 to 700nm. Chromera software

(v4.1.0) (Perkin Elmer, Walthman, USA) was used to quantify the peaks of the

Annexes Page | 128



Annexe 8 : article proposé au journal IJP

chromatograms. The mobile phase consisted of a mixture of methanol and water (80:20 v:v).
The flow rate was set at 1ml/minute. A C18 Supelcosil column (150mm x 4.6mm, 5um)
(Supelco® Analytical, Sigma-Aldrich®, Bellefonte, USA) was used and maintained at 50°C. The
sample injection volume was 0.01ml and the analysis time was 10 minutes. Rapamycin

detection and quantification were processed at 278nm.

Method validation

The method was validated according to ICHQ2R1 (International Consensus on

Harmonization, 2015).

A standard curve was established with five different rapamycin concentrations in cream:
0.06%, 0.08%, 0.1%, 0.12% and 0.14%. Extraction followed by rapamycin determination was
then performed. The linearity of the method was evaluated on three different standard

curves.

The repeatability of the method was evaluated by preparing six cream samples concentrated
at 0.1% rapamycin on three different days. Each sample underwent rapamycin extraction

and determination.

The accuracy of the method was established using three concentration levels (0.08, 0.1 and
0.12%) in triplicate on three different days. Each sample underwent rapamycin extraction

and determination.

Forced degradation
Sensitivity to heat: a 2g sample of cream was heated at 90°C for 60 minutes (n=3). Then the
sample was subjected to the same extraction method as for rapamycin determination in

cream.

Sensitivity to oxidation: A 1g sample of cream was mixed with 1ml of H202 for one minute
(n=3). Sample was then subjected to the same extraction method as for rapamycin
determination in cream, showing that rapamycin is likely to autoxidate as previously

published by Oyler et al. (Oyler et al., 2012).

Physico chemical stability

Rapamycin determination in the cream was assessed at day O, 3, 7, 14, 21, 28, 63 and 85

(n=3 for each day) and mean concentration was expressed with as 95% confidence interval
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of the mean. The mean and confidence interval were considered acceptable if greater than

95% of the initial concentration, without the existence of characteristic degradation peaks.

Organoleptic appreciation

Odour, appearance and colour of the preparation were assessed at days 0, 3, 7, 14, 21, 28,
63 and 85 (n=3 for each day). Odour was measured as described in the European
Pharmacopeia, i.e. by spreading 1.5g of cream on a 6cm watch glass and smelling the cream

after 15 minutes.

Rheological measurements

The non-steady flow property of the creams were studied using a Kinexus® rheometer
(Malvern Instruments S.A., United Kingdom), with a cone plate geometry (diameter 50 mm,
angle: 2°) and with controlled shear rates ranging from 0.5 to 50 s at room temperature.

Two cycles of increasing and decreasing shear rate were performed.

The evolution of viscosity profiles were studied directly after the formulation process and
after 28 and 84 days incubation at room temperature in triplicate, and then compared to the
cream used as the main ingredient: Excipial Hydrocreme?®. Viscosity results were expressed

as mean and standard deviation.

Microbiological study

Three conditions were studied (each in triplicate):

-Sample days the same as those for a patient using a medication at home, i.e. opened

and removed each day then tested at days 7, 14, 21 and 28.

-Analysis after 28 and 85 days (85 days corresponding to the physicochemical stability

of the cream).

-Positive control: cream either containing rapamycin or not was artificially infected
with Staphylococcus aureus or Pseudomonas aeruginosa at day 0 and analyzed after
7 days. Infected rapamycin formulations were used as controls to ensure rapamycin

did not inhibit microbiological growth.

To perform analysis, 1g of cream was diluted in 5ml of injectable water. Then 0.4ml was
plated on sheep’s blood agar plate (n=5) (Thermo Fisher Scientific, United Kingdom), and
incubated at 37°C.
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According to the European Pharmacopoeia monograph for non-sterile products, the
formulation meets microbial requirements if the total aerobic microbial counts are less than
10%cfu/ml or cfu/g, the total combined yeast/mould counts are less than 10%cfu/ml or cfu/g

and there is no Staphylococcus aureus and no Pseudomonas aeruginosa.

3. Results and discussion

The absence of commercially available medicines for the treatment of main rare disease is
likely to lead the development of a preparation in a hospital pharmacy. Designing a suitable
cream for patients includes the choice of an appealing formulation, study of the drug’s

physicochemical stability in the cream, and the ensuring satisfactory microbial quality.

Solubility of rapamycin in various oils, solvents and surfactants

Facial angiofioromas appear during infancy, between 2 and 5 years of age, and grow up
progressively to teenage years. In view of children’s and adolescent’s acne-prone skin, an oil-
in-water emulsion basis appeared to be the best compromise for TSC patient treatment.
However rapamycin is poorly soluble in water. Therefore that the first step in making a
compound was the solubilization of rapamycin in appropriate solvent prior to topic
formulation. Solubilization of the drug in the formulation is important both to allow its
diffusion through the skin and also for ease of application of the cream. Different ingredients

were selected to prepare a safe formulation for topical application (listed in Table 1).

Different reports indicate that rapamycin is easily incorporated in liquid paraffin prior to
topical formulation (Madke et al., 2013; Balestri et al., 2015). We therefore first tested

rapamycin solubility in liquid paraffin, and observed less than 2mg/ml solubility.

We then assessed different safe ingredients usable for topical application. Table 1 shows
rapamycin solubility in three ingredients. The best candidate was Transcutol® that solubilizes
rapamycin extemporaneously, whereas the drug was only slightly soluble in other
ingredients. Transcutol®, i.e. diethylene glycol monoethyl ether, is already used in marketed
medicines. Furthermore Transcutol® has been shown to be a drug penetration enhancer in
the skin (Mura et al., 2000). This property appeared very interesting to exploit, as it could
improve treatment of angiofibromas. The rest of the study was therefore performed with

Transcutol®.
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Because Rapamycin is solubilized in a solvent which is then incorporated in an emulsion (the
cream excipient), its level of solubility should be higher than 1% (i.e 10mg/ml) in order to
obtain a final concentration of 0.1% active drug while adding less than 10% of solvent in the
cream, which is important to maintain the stability of a cream which is an emulsion. The
solubility of rapamycin in Transcutol® allowed use of only 5% of this excipient in the final

formulation as explained below.

Virgin olive oil < 2mg/ml
Castor oil < 2mg/ml
Sweet almond oil < 2mg/ml
Liquid paraffin <2mg/ml
Sorbitan trioleate (Span® 85) < 2mg/ml
Polysorbate 80 (Tween® 80) <2mg/ml

Diethylene glycol monoethyl ether P Fully soluble (20.2mg/ml)

(Transcutol®)

Table 1: Rapamycin solubility in different solvents, oils and surfactants.

Formulation of rapamycin cream

The cream was compounded by first solubilizing rapamycin in Transcutol®. This mixture was
then progressively added to Excipial Hydrocreme® under manual stirring for several minutes.
The formulation is presented in Table 2. The rapamycin dosage in the cream was 0.1% (w/w),
which is in the low range of the previously published formulations but here the active drug
was solubilized and a much higher level of activity was therefore expected. As explained
above, the high level of solubility of rapamycin in Transcutol® would allow a dosage of 0.4%

if needed without affecting the appearance of the cream aspects or physical stability.

Because of rapamycin toxicity, preparation was performed in a low pressurized glove-box to
protect the pharmacy technician. Excipial hydrocreme® was selected from various
commercially available formulations as it is an oil-in-water emulsion composed of safe

ingredients is non-comedogenic, and not unpleasant to use. The final cream has a slight oil
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odour, a homogeneous appearance and is white in colour. These characteristics remained

constant throughout the study.

Component Quantity
Rapamycin 0.03g
Transcutol® 1.5g
Excipial Hydrocreme® QS 30g

Table 2 : Composition of rapamycin cream

Stability study

Once the cream had been prepared, a stability study was performed. The physico-chemical
stability study of rapamycin requires drug extraction and HPLC method validation to
determine rapamycin concentration. Drug recovery after rapamycin extraction by methanol
from the cream was 64.2% = 1.2%. This method did not detect the totality of rapamycin in
the cream. Nevertheless, such extraction was repeatable and allowed detection of

degradation products, as shown in fig. 1b and fig. 1c.

Figures 1(a), 1(b) and 1(c) about there

A well-defined and symmetric peak of rapamycin was obtained using the HPLC method (Fig.
1 a). The correlation coefficient, (r>=0.994) indicated the linearity in the interval range of
[0.06% - 0.14%]. Forced degradation was obtained by heating (Fig. 1b) and oxidation (Fig. 1c)
methods, and permitted validation of the method as indicating stability, as it allowed
detection of degradation products at retention times between 1 and 2 minutes. Heat was
chosen as a non-specific degradation process as many degradation pathways follow
Arrhenius’ law and are thus governed by temperature. Oxidation was chosen because

autoxidation of rapamycin has already been described (Oyler et al., 2008).

Repeatability, assessed at 18 determinations of the test concentration (0.1%) (6 replicates/3
different days), was systematically lower than a coefficient of variation of 7%. Accuracy,
assessed at three concentrations (0.08-0.1 and 0.12 %), on three days (9 determinations),
was systematically higher than 95% of the expected value. Rapamycin was eluted in 6

minutes, as shown in Fig.1a.
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Table 3: Sirolimus concentration in the cream expressed as 95% confidence interval (n=3)
relative to concentration on day 0.

Time (days) 3 7 14 21 28 63 85
1C95 (%
compared
to day 0) 101.5-102.5 102.8-103.2 103.9-104.1 106.7-107.3 105.5-106.5 99.7-100.3 100.4-101.6

The evolution of the rapamycin concentration in the preparation is indicated in Table 3. The
mean percentage and the 95% confidence interval around the mean were systematically
higher than 95% of the initial concentration, indicating that rapamycin was stable in the
cream. Furthermore, no degradation products were detected on chromatograms throughout

the study.

Rheological properties of the cream

Viscosity of initial and formulated creams decreased when shear rate increased and vice
versa, showing the rheofluidifiant properties for the formulations. Similar flow profiles were
observed for the creams, without thixotropic behaviour (Fig. 2). In addition, the low standard
deviations for the 3 independent formulated creams proved the repeatability of the
formulation process. Finally, the flow profiles over the time for the 3 independent
formulated creams remained unchanged, showing the time stability of the formulated
creams (Fig. 3). Wilcoxon (for figure 2 data) and Kruskal-Wallis (for figure 3 data) statistical
tests did not show any significant difference regarding the formulation nature, the time and

shear rate ramp. Such properties are satisfactory for patient use.

Figure 2 about there

Figure 3 about there

Microbial stability study

Table 4: Microbial contamination of cream during storage. UFC/g= unity forming
colony/gram of cream. Expressed as average of 3 replicates for each day.

Day 0 28 85
Number of UFC/g 16.7 +£11.8 1+1.4 0%0
Pseudomonas none none none
aeruginosa
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Staphylococcus aureus none none none

Table 5: Microbial contamination of cream in patient use condition. UFC/g= unity forming
colony/gram of cream. Expressed as average of 3 replicates for each day.

Day 7 14 21 28
Number of UFC/g 42+3.1 1+1.4 00 1+1.4
Pseudomonas none none none none
aeruginosa

Staphylococcus none none none none
aureus

The rapamycin cream remained within European Pharmacopeia specifications for
contamination throughout study after 28 and 85 days when stored at 30°C (table 4). In any
case, no Staphylococcus aureus or Pseudomonas aeruginosa were detected. A positive
control was performed with artificially Pseudomonas aeruginosa or Staphylococcus aureus
contaminated cream. Microbial growth was observed, demonstrating that rapamycin did not

inhibit the growth.

We also tested conservation mimicking patient use, i.e. the tube opened every day for one
month. Microbial contamination assessed at days 7-14-21 and 28 was also satisfactory
(below European Pharmacopeia limits, Table 5). This result was attributed to (i) triclosan,
disodium EDTA and chlorhexidine dihydrochloride, which are preservatives present in
Excipial Hydrocréme® and (ii) an appropriate packaging in aluminum tubes, limiting contact

with contamination.

Conclusion

We present for the first time a formulation with solubilized rapamycin. To date, publications
have only reported formulations made from crushed tablets or oral solutions of rapamycin,
which have presented major drawbacks: (i) when using tablets the drug is partially or even
not solubilized in the topical formulation, and it is thus less (or even not) bioavailable to
exert its effect. Furthermore, skin damage has been reported due to inadequate crushing of
tablets. (ii) When using oral formulations, oral ingredients are present into the topical

composition and are likely to cause side-effects.
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Incorporation of rapamycin and homogeneous distribution in the topical formulation are
more effective if the rapamycin is previously solubilized in a solvent. Moreover, skin
diffusion and drug bioavailability will be enhanced. Our best results were obtained with
Transcutol® (highly purified diethylene glycol monoethyl ether) commonly used as an
ingredient in topical formulations. Transcutol® is also an excellent permeation agent that
enhances drug diffusion through the skin (Mura et al., 2000). Absolute galenic control of our
preparation will permit the best drug distribution, will increase bioavailability and efficiency,

and will reduce the rapamycin’s concentration necessary and costs.

We propose here for the first time a stability study of a topical formulation containing
rapamycin. The physico-chemical stability of the cream is 85 days. No degradation products
were detected during this time. Microbiological stability studies showed that patients can
use the cream without risk of infection. Viscosity measurements are recommended in
European pharmacopeia. The experiments revealed that incorporating rapamycin and
Transcutol® in the cream did not change its rheological properties. Furthermore, the

organoleptic characteristics (odour, appearance and colour) were unaffected.

Such a preparation warrants clinical evaluation, with the aims of optimizing dosage and
proposing a long term maintenance scheme to avoid recurrence cutaneous manifestations
of TSC. The 0.1% rapamycin cream has been used for several months by TSC patients in our

hospital. The efficacy and tolerance will be reported later.
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Figure captions

Table 1: Rapamycin solubility in various oils, solvents and surfactants

Table 2 : Composition of rapamycin cream

Table 3 : Evolution of composition of rapamycin cream

Table 4: Microbial contamination of cream in storage conditions. UFC= unity forming colony.

Table 5: Microbial contamination of cream in patient use conditions. UFC= unity forming

colony.

Figure 1: Examples of rapamycin chromatogram : (a) reference cream 0.1%, (b) forced

degradation by heat, forced degradation by oxidation

Figure 2: Rheological comparison between Excipial Hydrocreme® and cream containing
rapamycin, at day 0.

Legend: Blue line: Excipial Hydrocreme® shear rate increase, red line: Excipial Hydrocreme®
shear rate decrease, green line: rapamycin cream shear rate increase, purple line: rapamycin
cream shear rate decrease.

Figure 3: Rheological properties of cream containing rapamycin throughout time.
Legend:

- Day 0: Dark purple line: shear rate increase. Light purple line: shear rate decrease
- Day 28: Dark orange line: shear rate increase. Light orange line: shear rate decrease

- Day 85: Dark blue line: shear rate increase. Light blue line: shear rate decrease
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Figure 1: Examples of rapamycin chromatogram : (a) reference cream 0.1%, (b) forced

degradation by heat, forced degradation by oxidation
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Excipial Hydrocreme, day 0
Viscosity vs. shear rate

o660

.-E' —Increase 1
v
=]
3 —Decrease 1
=
——Increase 2
——Decrease 2
r T T T 1
0,01 0,1 1 10 100

Shear rate

Annexes Page | 141



Annexe 8 : article proposé au journal IJP

Figure 3: Rheological properties of cream containing rapamycin throughout time.

Legend:
Formulatedcreamsat day 0
Viscosity average vs. shear rate
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Résumé

Les formulations topiques a base d’inhibiteurs de mTOR, et notamment de sirolimus, ont fait
leur apparition il y a une dizaine d’années. Principalement utilisées pour traiter les
angiofibromes faciaux de la sclérose tubéreuse de Bourneville, elles ont prouvé leur
efficacité sur la diminution des érythemes et du nombre d’angiofibromes faciaux. Ne
possédant que peu d’effets indésirables, elles représentent ainsi un nouvel espoir pour les
patients dont les affections sont parfois défigurantes. Malheureusement, aucune forme
n’est pour le moment commercialisée et les pharmaciens hospitaliers sont sollicités afin de
réaliser des préparations pharmaceutiques.

Le premier objectif de cette theése est de mettre en lumiere I'ensemble des connaissances et
des moyens nécessaires a la mise en ceuvre d’une préparation topique de sirolimus. Elle
rapporte une analyse approfondie de la littérature sur le sujet, ainsi qu’un audit sur I'état
des lieux de la préparation en France (sélectionné sous forme de poster aux Journées
Dermatologiques de Paris 2015). Nous proposons également pour la premiére fois une étude
de stabilité physico-chimique et microbiologique de notre formulation réalisée sur 6 mois
(proposée pour publication a I'International Journal of Pharmaceutics). Enfin, nous
rapportons |'efficacité des premiers patients traités apres trois mois d’application.

Mots clefs : sclérose tubéreuse de Bourneville, inhibiteurs de mTOR, sirolimus topique,
préparation pharmaceutique.

Abstract

mTOR topical formulations, especially sirolimus, appeared about ten years ago. Mainly used
to treat tuberous sclerosis facial angiofioromas, they have proven their effectiveness on
reducing erythema and the number of angiofibromas. With only few side effects, they
represent a new hope for patients whose affliction are sometimes disfiguring. Unfortunately,
for the moment, no forms are marketed and hospital pharmacists are requested to make
pharmaceutical preparations.

The first objective of this thesis is to highlight all the knowledge and resources necessary for
the implementation of a topical formulation of sirolimus. It reports a detailed analysis of the
literature on the subject, and an audit of the preparation in France (selected as a poster on
Journées Dermatologiques de Paris 2015). We also offer for the first time a physicochemical
and microbiological stability study of our formulation conducted over 6 months (proposed
for publication in the International Journal of Pharmaceutics). Finally, we report the
effectiveness on first patients after three months of application.

Keywords: tuberous sclerosis, mTOR inhibitors, topical sirolimus, pharmaceutical
preparation



