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Résumé

L'aspect expérimental de la pharmacocinétique séeeke développement de techniques
analytiques dans les milieux biologiques pour largiiication des meédicaments dans les
échantillons prélevés a des temps choisis. L'indééaion des données pharmacocinétiques
implique ensuite le développement de modéles etmé¢hodes statistiques permettant
I'évaluation des parameétres pharmacocinétiquestégistiques des molécules considérées.
Dans la premiere partie de ce travail, une métha@@id1S/MS sensible et spécifique, a été
développée et validée pour le dosage simultanégalel@xime, diazépam et atropine dans le
plasma. Une étude pharmacocinétique de chacun rdess domposés chez le sujet sain
recevant par voie intramusculaire lI'associationzafone-atropine-pralidoxime, traitement
recommandé pour l'intoxication par les agents aghasphorés, a ensuite été conduite.

Les données issues du dosage plasmatique ont @iésaes afin de caractériser la cinétique
d'hydrolyse de l'avizafone et la pharmacocinétigiee la pralidoxime. La modélisation
individuelle, sujet par sujet, a permis de déteenie meilleur modéle pharmacocinétique de
la transformation d’avizafone en diazépam aprésctign intramusculaire d’avizafone seule
Ou en association avec atropine et pralidoxime.

Une approche de pharmacocinétique de populatiarfia été appliquée pour caractériser la
pharmacocinétique de la pralidoxime aprés injecidramusculaire seule ou en association
avec atropine et avizafone.

Dans la deuxieme partie de cette thése, I'apprachecompartimentale et la modélisation
individuelle ont été appliquées a des données abtnau cours d'une étude de
pharmacocinétique évaluant I'administration orade 5@ mg de riluzole chez des enfants
atteints d'amyotrophie spinale. Par simulations, ail été possible de montrer que
'administration de riluzole, a la dose de 50 maxdéois par jour se traduirait par des
concentrations résiduelles et maximales comparabtedles obtenues chez I'adulte apres une
dose de 100 mg deux fois par jour.

La dose de 50 mg une fois par jour a donc été uetgour I'étude clinique évaluant
I'efficacité du riluzole chez les patients atteidtamyotrophie spinale infantile.

Mots-clés : Pharmacocinétique, Organophosphoréyofaphie spinale infantile, Riluzole.



Abstract

The study of pharmacokinetics involves both expental and theoretical approaches. The
experimental aspect of pharmacokinetics involves dievelopment of biologic sampling
techniques and analytical methods for drugs queatibn. The theoretical aspect of
pharmacokinetics involves the development of phaokiaetic models and statistical
methods for pharmacokinetic parameters estimatoindata interpretation.

In the first part of this work, a sensitive and @fie LC/MS/MS method was developed and
validated for the simultaneous quantification ddljgloxime, atropine and diazepam in plasma
samples. This method has been applied to a phakinatic study in healthy subjects, of the
three compounds after intramuscular injection cbmbination where diazepam was replaced
by avizafone, a diazepam prodrug. This treatmentemmended for intoxication by
organophosphorous agents.

Data obtained from plasma samples were analyzetidmacterize the hydrolysis kinetics of
avizafone and the pharmacokinetics of pralidoxifiee individual modelling allowed the
determination of the best pharmacokinetic modebiozafone hydrolysis into diazepam after
its intramuscular injection alone or in combinatigith atropine and pralidoxime.

Population pharmacokinetics modelling has then begplied to characterize the
pharmacokinetics of pralidoxime after its intramulac injection alone or in combination with
atropine and avizafone.

In the second part of this thesis, the non compamtal approach and the individual
modelling method were applied on data obtained fagpimarmacokinetic study evaluating the
oral administration of 50 mg of riluzole in childr@atients with spinal muscular atrophy. The
pharmacokinetic simulations showed that the adrmatisn of 50 mg of riluzole twice daily
would result in trough and maximal plasma concéiaina comparable to those obtained in
adults with 100 mg twice daily. As far as pharmanekics is concerned, the study showed
that the dose of 50mg once daily would be appropria patients with spinal muscular
amyotrophy. This dose was therefore chosen forsthesequent clinical trail evaluating the
efficacy of riluzole in such patients.

Key words : Pharmacokinetics, Organophosphorousabmuscular atrophy, Riluzole.
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Le développement des médicaments est un vaste deaipliquant le rapprochement de
plusieurs disciplines scientifiques et médicales.

An cours de son développement, la molécule destinda usage thérapeutique, passe par
différentes phases, de la préclinique a la cliniqauant I'administration chez le patient
atteint d’'une pathologie correspondant a I'indizatenvisagée.

L'obtention d’une autorisation de mise sur le mar¢AMM), intervient apres la conduite de
nombreux essais cliniques, chez le sujet sain ez ¢b malade, permettant de définir la
sécurité et I'efficacité du médicament.

Certains médicaments sont toutefois développés smms soient menées des études
d’efficacité sensu strictodans la population concernée. C'est en particdkercas des
médicaments utilisés en prévention ou en traitertrést précoce de certains toxiques, pour
lesquels les essais cliniques d’efficacité sontjétment et méthodologiquement impossibles
a réaliser. Ces médicaments sont en fait évaluég tEh sujet sain afin de déterminer la
sécurité de leur utilisation " & blanc " en extilapb a la situation ou cette méme population
serait concernée par une intoxication volontairaczidentelle.

Dans un tout autre domaine, la situation du démment des médicaments chez I'enfant est
caractérisée par l'insuffisance de leur évaluatarpar I'absence de forme galénique adaptée
a I'age. Cet état de fait permet de comprendrégiioe de trées nombreuses prescriptions hors
AMM notamment en milieu hospitalier chez le nouvegu
En terme de développement clinique des médicameentisée pédiatrique, les études de
sécurité et d’'optimisation de la dose a adminiss@nt un moyen performant permettant
d’administrer les médicaments chez I'enfant dans anditions de sécurité et d'efficacité
comparables a ce qui est réalisé chez I'adulte.

Cependant, la réalisation d’essais cliniques cha#adnt demeure plus complexe que chez

'adulte particulierement dans le cas des maladiess.
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Au plan méthodologique, les différentes approchésées en pharmacocinétique, sont des
outils permettant de franchir les obstacles remésribrs de développement des médicaments
ayant une particularité concernant leur utilisati@mtidote), ou concernant la population
pédiatrique en particulier chez I'enfant atteinirte maladie rare.

L'objectif de ce travail est donc d'évaluer l'usidition de différentes approches en
pharmacocinétique, en pharmacologie clinique negiqlue, et cela pour deux catégories de
médicaments :

1) Les antidotes utilisés en cas d’intoxication gas neurotoxiques : Les données de deux
protocoles cliniques ont permis d’évaluer la phameinétique des molécules utilisées en
association, en cas d'intoxication par des orgaosphorés, dans un auto-injecteur bi-
compartimental.

2) Un neuroprotecteur, le riluzole, chez I'enfatieiat d’'une maladie rare, I'amyotrophie
spinale infantile, afin d’optimiser la dose a adistirer en pédiatrie, en regard de la sécurité et
des informations disponibles dans une populatiomt@edsachant qu’aucun enfant n’avait
antérieurement été traité par cette molécule danadre d’'un essai clinique d’efficacité.

La premiere partie de cette thése présente une r@eda littérature des généralités sur les
antidotes utilisés en cas d'intoxication par legamophosphorés, sur le riluzole, et sur les
approches utilisées en pharmacocinétique.

La deuxiéme partie porte sur nos travaux personbeles un premier temps, la méthode de
chromatographie liquide couplée a la spectromdéteemasse en tandem mise au point et
validée pour le dosage de trois molécules utiligFe association comme antidote
(pralidoxime, atropine, diazépam), est décrite.

Dans un deuxiéeme temps, sont présentés les ré&sdkat’analyse pharmacocinétique du
diazépam chez le sujet sain apres administratiaranmusculaire d’avizafone seule, la

prodrogue du diazépam, de diazépam seul, et dfavieaen association avec la pralidoxime

12



et latropine, analyse réalisée selon différenteppraches: une approche non
compartimentale, une approche compartimentale patéfisation des pharmacocinétiques
individuelles.

La troisieme partie présente les résultats de ly@eapharmacocinétique de la pralidoxime
chez le sujet sain, apres son administration inismlaire seule ou en association avec
'avizafone et I'atropine, également réalisée salenx approches : non compartimentale, et
pharmacocinétique de population.

La derniere partie des travaux présente les résutta I'analyse pharmacocinétigue du
riluzole chez I'enfant atteint d’amyotrophie spmahfantile, aprés administration orale de 50

mg une fois par jour.
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Partie 1

Les Organophosphorés : Historique et

Traitement
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1. HISTORIQUE ET PARTICULIARITE

Le risque d'utilisation des gaz neurotoxiques espldis en plus important qu'il s'agisse de
conflits armés ou d'initiatives terroristes indivadles, notamment depuis la guerre du golfe
Irak-Iran qui s'est déroulée entre 1981-1888

Ces agents neurotoxiques sont des dérivés orgasplptics, esters de I'acide phosphonique.

lls inhibent les cholinestérases en se liant a k&te estérasique. Cette liaison devient
irréversible au bout de quelques heures (phénonidiaging” variable selon l'agent
organophosphoré). Il en résulte une accumulati@célylcholine au niveau des synapses
nerveuses et neuromusculaires. Cette intoxicataml’acétylcholine est responsable d’'une
crise cholinergique qui associe des effets musicar@s et nicotiniques, touchant le systéme
nerveux autonome, la jonction neuromusculaireg siysteme nerveux central.

Les neurotoxiques de guerre ont été développéstia ga la seconde guerre mondiale. lls sont
classés parmi les agents létaux du fait de lewémnd toxicité. Le sarin, qui a été utilisé au Japo
lors de l'attentat du métro de Tokyo, peut, a laedde 0,01 mg/kg, entrainer le décés en 1 minute.
Il fait partie des premiers neurotoxiques mis aunfpdes agents G, caractérisés par leur volatilité
plus ou moins importante et qui pénétrent dangydéinisme par les voies respiratoires. C’est
egalement le cas du sabun synthétisé en 1936retiagré moindre du soman apparu en 1944. Ce
dernier est davantage persistant et peut entréanarort en 10 a 15 minutes apres absorption
cutanée. A partir de 1955 apparaissent les agentsl \que le VX, caractérisés par leur degré de
létalité plus fort, leur faible volatilité, leur pstance, et un mode de pénétration dans I'organis
préférentiellement cutané.

Enfin, le vieillissement de I'enzyme cholinestérase laquelle se fixe le toxique est variable selon
'agent utilisé. Il survient en quelques minuteg@ve soman, alors qu’il faut 5 heures pour le

sarin et plus de 40 heures pour le tabun. Ce igsdinent de I'enzyme rend la liaison avec le
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toxique irréversible, et inefficace ['utilisation’'uthe oxime dont le but thérapeutique est

d’interrompre cette liaisofi™.
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2. TABLEAU CLINIQUE ET TRAITEMENT

Les organophosphorés sont des inhibiteurs de Yabélinestérase, qui se lient au site
estérasique de I'enzyme et forment avec cette aternin complexe covalent extrémement
stable. Toutefois, I'enzyme est "ré-activable" ¢@s réactifs nucléophiles comme les oximes,
la possibilité de réactivation décroissant cependaec le tempS’.

Sur le plan physiopathologique, l'inhibition de cétylcholinestérase entraine une
accumulation de l'acétylcholine au niveau des gangldu systeme nerveux autonome, des
synapses du systéme parasympathique, de la plagtricanet du systéme nerveux central
(SNC); il en résulte un tableau clinique d'hypelirtesgie qui associe, au stade algt :

-un syndrome muscarinique : bradycardie et hymid@n bronchoconstriction,
hypersécrétion bronchique et salivaire, sueursuges, larmoiement, myosis, douleurs
abdominales, diarrhées et relachement des sphsncter

-un syndrome nicotinigue neuromusculaire : fadaitans musculaires puis paralysie
musculaire périphérique et respiratoire,

- des signes centraux : agitation, confusion stria@idement coma avec convulsions.
D’autres mécanismes encore incomplétement conmisasgociés a l'atteinte cholinergique
centrale, notamment l'atteinte du systeme GABAeargigt surtout la libération excessive de
glutamate. Cet acide aminé excitateur, par I'intsttiaire des ces récepteurs, en particulier les
récepteurs canaux de type N-Méthyle-D-Asparte (NNID&st une agression du SNC. Cette
agression va en particulier entrainer I'appariti@s crises épileptiques proches de celle du
lobe temporal évoluant vers un état de mal parécement intense et prolongé et qui
s’accompagne de lésions cérébrales séquelféires

Les symptdbmes mettant en jeu le pronostic vitah€ap convulsions) peuvent apparaitre en

quelques minutes aprés l'inhalation de quantitéditapte des gaz toxiqué§ en l'absence de
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traitement, le déces survient rapidement (en 5 anBfutes en cas d'intoxication massive)
dans un tableau d'hypoxie multifactorielle ou &snt le bronchospasme, I'hypersécrétion
bronchique, la paralysie musculaire et les cons@mpee ventilatoires du coma et des
convulsiong® .

Le traitement pharmacologique standard d'urgencdajuétre administré des l'apparition des
premiers symptdomes pour une question de surviemeshtenant bien codifié et a été
officialisé par les autorités sanitaires francaisemternationales ces trois derniéres anffées
89 Ce traitement associe toujours :

- l'atropine, anticholinergique actif sur les ngeairs muscariniques; agit également au
niveau central mais n'a pas d'action sur l'attaneti@romusculaire car elle ne se fixe pas aux
doses classiques sur les récepteurs nicotiniques.

- un anticonvulsivant benzodiazépinique, en gérérdlazépam. Deux études expérimentales
ont montré que le contrdle des convulsions étaitbsdces intoxications, un facteur essentiel
pour la survié'® 4

- une oxime qui agit comme régénérateur des chgibnases inhibées, en libérant I'enzyme de
l'organophosphoré. Cette régénération n'est cepemdficace que si I'oxime est employée
avant le vieillissement de I'enzyme. Contrairemgndtatropine, les oximes agissent sur les
récepteurs nicotiniques mais ne passant pas l&tmirémato-encéphalique, elles sont sans
effet sur les signes centraux. L'oxime la plugaftéd est la pralidoxime, le sel variant selon les
pays.

L’intoxication par neurotoxique est une urgencealeitqui impligue une prise en charge
symptomatique et un traitement spécifique immédldextréme gravité de cette intoxication
avait conduit les armées a doter les combattantsedseringue pour auto traitement. Les
attentats terroristes survenus au Japon puis aYew en 2001 ont démontré qu'il existait

une menace réelle s’exercant surtout pour les ptipok civiles moins préparées et non
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protégées.

Le traitement par seringue auto-injectable a ételbppé dans ce contexte. Elle est d’ores et
déja disponible pour les forces armées. Elle pduggalement étre employée dans des
circonstances d’attentat, sur ordre médical, pamiédecins du SAMU, pour leur permettre
de mieux gérer un afflux saturant de victimes. Ellaussi sa place dans les plans Piratox
hospitaliers ou elle pourrait étre utilisée chez Wctimes les plus graves en amont de la
chaine de décontamination, leur permettant de \wwenavant la prise en charge médicale
spécialisée. Elle présente donc un rapport béréfiqae favorable permettant sa mise a
disposition éventuelle aux populations civiles eh sdéploiement potentiel au niveau
européen.

Des auto-injecteurs préts a lI'emploi associantrteés médicaments, sont déja disponibles sur
le terrain pour les armées de plusieurs pays: iajgoteur MULTIPEN a 3 compartiments en
France associant atropine, diazépam et méthylsuliatpralidoxime, COMBOPEN associant
atropine, avizafone (prodrogue hydrosoluble du déham) et méthanesulfonate de
pralidoxime au Royaume Uni et le MARK-1 aux USA @d@npartiments associant atropine

et chlorure de pralidoxime, I'auto-injecteur dezéigam étant présenté séparénietft =

2.1 Traitement initial
2.1.1 Décontamination

L’attentat au sarin survenu a Tokyo a mis en éwddr risque de contamination secondaire des
sauveteurs puisqu’une quarantaine de personnespédqde secours, policiers, employés de

métro) ont dii &tre hospitalisd&s **!

La décontamination doit donc étre la plus précaxssiple. Elle vise a éliminer le toxique présent

a la surface de la peau ou sur les vétements etalprévenir I'intoxication mais aussi a protéger
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le personnel soignant en limitant le transfert gmesde contamination. Elle est débutée par un
personnel secouriste, protégé, informé et entrdiaérotocole de décontamination est précis et
doit étre scrupuleusement respecté. Les deux ésmmede déshabillage de la victime et le lavage
de la surface corporelle. La neutralisation dudoriest obtenue au moyen d’'une décontamination
humide grace a une solution aqueuse additionnggadhlorite de sodium (0,5 a 0,8 % de chlore
actif) *°. Il en est de méme pour les plaies des partiesemet muqueuses (sauf ceil). Le

rendement de la chaine de décontamination estidden{y5 a 20 patients par heure.
2.1.2 Traitement symptomatique

Les victimes graves vont devoir bénéficier rapidemd’'une assistance ventilatoire apres
intubation de la trachée. Une ventilation non im@®st illusoire chez ces patients couverts de
sueurs ou présentant des convulsions. Cette inbmbast & haut risque chez un patient a I'estomac
plein, bradycarde, bronchospastique et hypoxiqetteGntubation est d’autant plus difficile que
les sauveteurs doivent impérativement étre protpgésine tenue protectrice en butyl. Une étude
clinique a montré que le délai pour réaliser cettebation, réalisée dans des conditions a priori
favorables était allongé de facon significativestpre les médecins étaient habillés dans cette
tenue de protectioft”. Certaines équipes ont proposé un entrainementdieégour ce type
d’intervention®. Les difficultés seraient probablement encore physortantes pour des équipes
non entrainées a intervenir de cette fagcon comest généralement le cas a I'hépital.

La prise en charge symptomatique impose égalemreabard veineux particulierement difficile

a réaliser avec des gants en butyl. Cet abord weina permettre de traiter les convulsions. De la
méme fagcon que pour I'abord trachéal, des équipépmposé un abord intra osseux pour la

perfusion, plus rapide mais la aussi nécessitamformation a ce geste’.
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2.1.3 Traitement étiologique

Atropine :

L’atropine peut en fait étre considérée comme létatde antidote de I'intoxication par les
organophosphorés neurotoxiques. Elle agit par cttigmeavec 'acétylcholine au niveau de
récepteurs muscariniques luttant contre le brormudmose et I'hypersécretion bronchique mais
ses effets anticonvulsivants ne sont possiblesioeés d’administration trés précdé®.

Le devenir de l'atropine dans l'organisme apresir@diration i.m. est décrit par un modele
a 2 compartiments avec une absorption%ertire trés rapidé®.

Apres administration i.m. de 0,5, 1, 2, et 4 mgzche volontaire sain, la concentration
plasmatique maximale est atteinte en 6 min en nmogen

Les concentrations maximales ne sont pas exactgoneportionnelles a la dose entre 1 et 2
mg; par contre elles sont proportionnelles entret24 mg et justifient la double dose
d’antidote pour obtenir un effet pharmacologiqueig supérieuf*.

L'atropine est ensuite rapidement distribuée dasgissus; elle passe la barriere hémato-
encéphalique. Elle est liée a 44% aux protéinesdiques.

Elle est métabolisée dans le foie et est éliminéas sforme inchangée (15-57%) et
meétabolisée; son principal métabolite excrété dessurines (la tropine) représente environ
30% de la dose administr& %! Sa demi-vie terminale d'élimination est de 3,30-dprés
administration de la dose de 0,5 mg et elle esto@cie en augmentant la dose (2,34 et 1,62
h aprés administration de 2 et 4 r§)*®

Dans le cas d’intoxication par les organophosphofésiministration d'un antagoniste
muscarinique au début de cycle (<5 min) pourraévenir ou arréter les convulsions.
Cependant, un antagoniste muscarinique serait neffiteice contre les convulsions apres

leurs débuts.
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Différentes études préclinigues sont déja publiégaluant la dose d’atropine a administrer
dans le cadre du traitement d’'une intoxicationleaigaz neurotoxiques.

Des études visant a comparer I'administration djgtre a dose faible (0,1 mg/kg) et a dose
élevée (2 mg/kg) en association avec la pralidoximie une benzodiazépine ou sans
benzodiazépine, ont été publiées par $hil.!**

Ces études ont montré que I'administration d’atrept de pralidoxime sans benzodiazépine
n'avait aucun effet sur la prévention des convusiohez le cobaye apres l'intoxication par
de forte dose (2 LD50) de différents gaz neurotossq

Les animaux traités par l'atropine et la pralidogjnprésentent des signes d’intoxication
aggravés et un indice de mortalité plus élevé sednimaux traités par I'association :
atropine, pralidoxime et benzodiazépine anti-cosivahte.

De plus, ces études ont montré que la dose d'aof),1 ou 2 mg/kg) ne modifiait pas
significativement la dose d’anticonvulsivant née@spour arréter les convulsions induites
par les substances neurotoxiques.

Pralidoxime :

La seconde partie de traitement étiologique regosda réactivation des cholinestérases par
différentes molécules, dont les effets ne sontigastiques sur les différents neurotoxiques
organophosphorés.

Il s'agit de la pralidoxime et de I'obidoxime, reomandées par 'OMS, et des enzymes
d’'Hagedorn (HS-6, HI-6, HGG-12). Ces réactivatelggnt peu efficaces avec les
organophosphorés entrainant un vieillissement eagélla cholinestérase, comme le soman.
La pralidoxime, (méthylsufate de pralidoxime, Catttior?"), agit & plusieurs niveaux. Elle
hydrolyse la liaison enzyme-organophosphoré. Ds,phlle est synergique de l'atropine et
retarde le vieillissement de I'enzyme, lorsqu’ads administrée précocement. En revanche,

elle est dénuée d’effets centraux. Il n’existe auconsensus sur les posologies a utiliser, tres
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variables allant de 2 & 12 g/jour. Les hautes ddegzralidoxime destinées a éviter le recours
a la ventilation contr6lée, n'ont pas démontré lefficacité en cas d’intoxication par les
pesticides organophosphorés.

En France, les doses initiales sont de 350 mg pa wmtramusculaire a renouveler 30
minutes plus tard, puis toutes les 4-6 heures.

Le devenir de la pralidoxime dans l'organisme a@@sinistration i.v. est décrit par un
modeéle & 2 compartimerité 2°!

La pralidoxime n’est pas liée aux protéines plagmas ; elle se distribue largement dans le
compartiment extracellulaire. Elle ne passe pamtaere hémato-encéphalique.

Elle est métabolisée dans le foie et est élimira@esdes urines sous forme inchangée et sous
forme de métabolites. Sa demi-vie d’éliminationdstl-3 H>* 2°

Chez 'homme, aucune étude n’a été conduite afinadactériser la pharmacocinétique de la

7 ont étudié la

pralidoxime aprés administration i.m. Cependant zdowet al.
pharmacocinétique de la pralidoxime chez le ratndDaette étude le méthylsulfate de
pralidoxime a été administré par voies i.v. et ien8 doses (10, 25, et 50 mg/kg équivalent en
base), chez le rat naif. Des rats intoxiqués paafaoxon (0,215 mg/kg s.c.) ont été traités
30 minutes apres par la pralidoxime a 50 mg/kgvpa i.v. ou i.m.

La décroissance plasmatique de la pralidoxime, theat, est biphasqgiue avec une demi-vie
d’élimination courte et dépendante de la voie d’euistration (environ 30 minutes i.v., et 60
minutes i.m.).

Pour les deux voies d’administration, les surfasesgs la courbeArea Under the Curve
AUC) sont proportionnelles a la dose injectée awawe excellente biodisponibilité
intramusculaire.

Chez le rat intoxiqué, il a été observé une praddiog de la demi-vie d’élimination avec une

augmentation de la surface sous la courbe apdmitastration i.m?".
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Avizafone :

Les antagonistes non compétitifs de la NMDA sopiatdes d’arréter les convulsions induites
par une intoxication par les organophosphorésglatméme si le traitement est administré 40
minutes aprés l'intoxication. Toutefois, ces ageotd des effets secondaires graves, en

particulier sur la respiration?®3".

Une autre facon de réduire le niveau d'activité
glutamatergique est de renforcer linhibition GABgique. Il a été démontré que le
diazépam, un agoniste GABAergique, peut arrétercasvulsions s'il est injecté 5-10
minutes aprés leurs survenues. L'administratiotitarde diazépam a des effets peu fiables,
dans la mesure ou les convulsions peuvent se ngipeodt seulement une neuroprotection
incompléte est obtenti&!.

L’administration d’un traitement associant I'atrogiet une oxime, n‘empéche pas l'induction
des convulsions par les agents neurotoxiques. Dasutsions épileptiformes prolongées
provoguées par un agent neurotoxique peuvent puarades lésions cérébrales irréversibles
[10.11. 28] ca qui peut entrainer, & long terme, des défikitss les fonctions cognitives et le
comportement. L'administration concomitante d'urdicggment anticonvulsivant, tel que le
diazépam, est considérée essentielle pour optinesgaitement composé de carbamate en
prétraitement, associé a l'atropine et une oximesde cas dintoxication gravé®.
Toutefois, la biodisponibilité du diazépam aprées umjection i.m. est trés variable. De plus,
apres une injection i.m., l'effet du diazépam estardé, avec un effet neuroprotecteur
moindre aprés I'exposition & des agents neurotesigfti®?!

Il a été démontré que l'utilisation d'une benzoéldze tel que le diazépam pourrait réduire la
gravité des convulsions induites par le soman gtéetmer ou réduire ensuite les conséquences
neuropathologique8§2°. Le diazépam n'étant pas hydrosoluble, un soleagénique doit

étre intégré a la formulation du dispositif conteindes trois molécules. Ce probleme
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d’hydrosolubilité est un facteur limitant l'utilisan du diazépam par voie intramusculaire
lorsqu’une obtention rapide des concentrationsnpdaisjues efficaces est requise. En outre,
comme l'affirment Maidment et Upshaf’, I'utilisation d’un solvant organique dans les
injections de diazépam pourrait ralentir I'absanptde ce médicament au site d'injection. Il
était donc nécessaire de développer une prodrogiresoluble, pro-diazépam (avizafone, ou
lysyl, peptido-aminobenzophenone diazépam) afinbtédioir une solution de lyophilisat
associant les trois substances nécessaires aamtesit de lintoxication, a reconstituer
extemporanément avant l'injection. L'avizafoirevivo, subit une rapide hydrolyse par une
aminopeptidase qui donne la lysine et le diazépari.

La dose d'avizafone (20 mg de chlorhydrate d'avizaf a été déterminée sur la base de deux
études expérimentales réalisées chez le primate €n France par le Centre de Recherche
du Service de Santé des Armées (CRS8A)et l'autre en Angleterre par Maidment et
Upshall®™,

e Etude britanniqué™

24 singes rhésus ont été intoxiqués par 20 DL58od®an par voie s.c. Les animaux ont été
répartis en quatre groupes de traitements (n=Gfg)puceux-ci recevant par voie i.m.,
15 secondes apres l'intoxication :

- atropine (1,18 pmol/kg) et méthane sulfonaterdéignxime (65 pumol/kg)

- atropine, pralidoxime (comme ci-dessus) et avizafa la dose de 0,7 pmol/kg

- atropine, pralidoxime (comme ci-dessus) et diangép la dose de 0,7 pmol/kg

- atropine, pralidoxime (comme ci-dessus) et avizafa la dose de 1 pmol/kg.

L'efficacité était évaluée par I'évolution des sgigrtliniques, la mortalité a 24 heures et a 7

jours.
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Une amélioration de la ventilation fut observéezches animaux recevant le diazépam ou
l'avizafone avec atropine et pralidoxime par rapprx animaux traités seulement par

atropine et pralidoxime; la mortalité des animawtéla suivante:

Mortalité a24 h  Mortalité a 7 jours

Atropine +pralidoxime 1/6 5/6

Atropine +pralidoxime +avizafone 0,7umol/kg 1/6 3/6
Atropine +pralidoxime + diazépam 0,7umol/kg 0/6 0/6
Atropine +pralidoxime +avizafone 1umol/kg 0/6 0/6

e Etude francaise réalisée par le CRSEA

Six singes Cynomolgusnt été intoxiqués par 8 DLA® soman injecté par voie i.m.

Les animaux ont été répartis en 3 groupes de rmaités (n=2/groupe), les traitements étant
administrés par voie i.m., 1 minute apres l'intakian :

- sulfate d'atropine (0,5 mg/kg = 0,7 umol/kg), hy&ulfate de pralidoxime (30 mg/kg =
139 pumol/kg) et diazépam (0,2 mg/kg = 0,7 umol/kg),

- sulfate d'atropine plus méthylsulfate de pralidox (comme ci-dessus) et l'avizafone a la
dose de 0,7 umol/kg (0,35 mg/kg).

- sulfate d'atropine plus méthylsulfate de pralidex (comme ci-dessus) et l'avizafone a la
dose de 1,05 umol/kg (0,53 mg/kg) soit 1,5 foiddae de diazépam exprimée en molarité.
Les critéres d’évaluation étaient I'évolution deEIG et des signes cliniques immédiats ainsi
gue la neuroprotection (comptage neuronal a I'luigie) trois semaines aprés l'intoxication.

Les résultats furent les suivants :
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- Pas de différence concernant I'évolution desesigcliniques entre les animaux recevant le
diazépam ou l'avizafone,

- 'EEG des animaux traités par le diazépam reg@ntirbé pendant environ 90 minutes aprés
l'intoxication,

- 'EEG des animaux traités par l'avizafone a OyYollkg restant trés perturbé pendant les
guatre premieres heures suivant l'intoxication,

-I'EEG des animaux traités par l'avizafone a 1)080l/kg se normalisa en 90 minutes,
comme celui des animaux recevant le diazépam,

- chez les animaux traités par l'avizafone a 0,Dlfky, on nota une perte neuronale dans le
cortex fronto-pariétal, qui ne fut jamais retrouedez les animaux recevant le diazépam a 0,7
pmol/kg ou l'avizafone a 1 pmol/kg.

Ces deux études concordantes, ont montré que,obdemir une efficacité neuroprotectrice et
un effet sur la survie équivalents entre les assiocis atropine/pralidoxime/avizafone et
atropine/pralidoxime/diazépam, il faut injecter gom 1,5 fois plus d'avizafone que de
diazépam.

De plus ces deux études ont montré que la contiemtgalasmatiqgue maximale de diazépam
est obtenue plus rapidement aprés une injectiomizdfane qu'aprés une injection de
diazépam. Enfin, a dose équimolaire, la "chargesmédique" en diazépam (définie par la
guantité totale de diazépam circulant pendant 3dse(étude CRSSA) ou 5 heures (étude
britannique) ramenée au poids corporel de I'anidtal} toujours plus faible (d'environ 20 a
40%) apres injection d'avizafone comparativemeame injection de diazépam, expliquant le

rapport d'efficacité de 1,5 entre les deux prirgigetifs.
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3. ETUDES AIBC

L'auto-injecteur bi-compartiment (AIBC) est un disfiif développé par la Pharmacie
Centrale des Armées (PCA), qui contient dans unpestiment trois principes actifs sous
forme lyophilisée et dans un autre compartimenin®,8e solvant (eau ppi).

Les trois principes actifs sont les suivants :

- 20 mg de chlorhydrate d'avizafone (équivalen? 3 mg d'avizafone base et a 11,3 mg de
diazépam exprimé en dose équimolaire)

- 2 mg de sulfate d’atropine

- 350 mg de méthylsulfate de pralidoxime.

L'AIBC est destinée au traitement d'urgence de®xiohations par les neurotoxiques
organophosphorés sur le terrain.

En cas de menace avérée d’intoxication (mesuréndarateurs colorés semi-quantitatifs sur
le terrain) le combattant reconstituera sur ordresdluté. Dés l'apparition des premiers
symptomes d'intoxication, il s'auto-injectera lentemu d'un AIBC; en cas de persistance des
symptémes, une deuxieme injection sera renouvéléridutes plus tard.

L’association sera administrée par voie i.m. dansuisse ce qui permet une utilisation en
contexte d’'urgence et en atmosphéere chimique; dpoditif a en effet été congu pour que
I'injection puisse étre pratiquée a travers leeménts de protection.

Etant donné I'objectif thérapeutique de I'AIBC {dote d'une intoxication), il n‘a été réalisé
ni étude de pharmacodynamie clinique ni étude id&fité pour des raisons évidentes
d'éthique. Le dossier "études cliniques" de cetgi@ation consiste en une étude réalisée
chez le sujet sain au cours de laquelle ont étéiéeos:

- la sécurité d'emploi de I'AIBC aux doses thérgipees recommandées,

- le devenir dans l'organisme de l'avizafone eladaralidoxime administrées par voie i.m. et

leur interaction pharmacocinétique avec les awtoestituants de I'association.
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Cette étude AIBC a été réalisée en deux étapesssives, dénommeées étude AIBC1 et étude
AIBC2 :

- étude AIBC1, réalisée pour la partie clinique Iduseptembre 2004 au 4 février 2005, au
cours de laquelle le contenu d'un AIBC a été igjecR0 sujets agés en moyenne de 29,7+6,3
ans (moyenne %sd).

- étude AIBC2, réalisée pour la partie clinique, 2fujanvier au 26 mai 2005, au cours de
laquelle le contenu de 2 AIBC, dose thérapeutigagimale (DTM), a été injecté a 20 autres
sujets agés en moyenne de 27,2+ 6,2 ans (moyenje +s

Les sujets inclus dans AIBC1 ne pouvaient pas @péi a AIBC2. Un comité désigné a
l'avance avait revu les données de sécurité d'emfplBC1 avant d'autoriser le lancement de

I'étude AIBC2.

3.1 Etude AIBC1

3.1.1 Objectifs

Les objectifs pharmacocinétiques d'AIBC1 étaieétudlier :

a) la cinétique de transformation de I'avizafoned@&zépam et ses métabolites,

b) l'interaction pharmacocinétique de l'avizafone d& son produit de transformation
meétabolique, le diazépam, avec l'atropine et ldigiw&ime injectés en association dans
I'AIBC.

Ces objectifs ont été atteints en comparant :

a) les profils pharmacocinétiques du diazépam D, observés apres une administration
de 20 mg de chlorhydrate d'avizafone (correspondalit,03 mg d’avizafone base) et aprés

une administration d'une dose équimolaire de demé{d 1,3 mg)
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b) les profils pharmacocinétiques de l'avizafone det diazépam observés aprés une
administration de 20 mg d'avizafone administrée lesewu avec I'association

atropine/pralidoxime.
3.1.2 Méthode

Au cours de I'étude AIBC1, les sujets ont recu sala schéma ouvert, randomisé et croise,
une administration i.m. unique de:

- 20 mg de chlorhydrate d'avizafone (2,5 ml)

- 11,3 mg de diazépam (2,25 ml)

- le contenu d'un AIBC soit : 20 mg de chlorhydrdtavizafone, 2 mg de sulfate d’atropine,
350 mg de méthylsulfate de pralidoxime (2,75 ml)

Compte-tenu de la demi-vie longue du DMD (30 & hp8% les administrations de chaque
principe actif étaient espacées d’au moins traisasees.

Afin de s’assurer que le traitement était correeetradministré et de mesurer la quantité
exacte de produit injecté, le dispositif AIBC étpi#sé avant puis aprés administration du
traitement; en effet le dispositif étant opaqu@/'élst pas possible de savoir si le contenu a été
injecté par sa seule inspection visuelle.

Les prélevements étaient effectués 5, 15, 30, 4bpuis 1, 1,5, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72,
96, 120 et 168 h aprés administration des traitésnen

En raison de l'instabilité de l'avizafone, les @véments sanguins étaient conservés dans la
glace et immédiatement divisés en deux aliquots:

- dans l'un prévu pour le dosage de l'avizafond,adétonitrile était immédiatement ajouté
pour bloquer la dégradation enzymatique de la anbst Aprés mélange au vortex puis
centrifugation & 0°C pendant 10 minutes, le suraagétait recueilli dans un tube conservé a

-80°C,

31



- l'autre aliquot était traité de facon classiqaentrifugation (a 0°C) et mise en congélation a
—80°C du plasma surnageant.

Les échantillons étaient conservés a —80°C jusqu\i pour la réalisation des dosages
analytiques.

Ainsi les concentrations d'avizafone ont été déiteérs dans le sang et celles du diazépam et
du DMD dans le plasma.

Les paramétres pharmacocinétiques: aire sous lb&o(AUC), Gnax Tmax f12 ont été
calculés & partir des concentrations sanguineslasmatiques par le logiciel WinNonfin
Les AUC et les Gax Ont été comparés 2 a 2 apres transformation kbgaique par le test de
Schuirmann. Les biodisponibilités (i.e. AUC) et €& ont été considérées comme
eéquivalentes lorsque les intervalles de confian86% (IC 90%) des ratios des Al(et des
Cmax étaient compris dans lintervalle réglementai&0€,,25. Les Faxont été comparés par

un test non paramétrique de Friedmann.

D’autre part, les urines étaient également recdesilpendant les intervalles de temps

suivants : temps 0, puis 0-12 h et 12-24 h aprasrastration.

Dans les urines, les concentrations de l'avizafdneliazépam et de ses 3 métabolites (DMD,
temazépam, oxazépam) ont été déterminées.

De plus, les profils des chromatogrammes apreés rastnation d'avizafone, de diazépam et
d'AIBC ont été comparés afin de s'assurer que lexluis de dégradation étaient

gualitativement similaires et qu'aucun nouveau pitode dégradation n‘apparaissait apres

I'administration d'avizafone.
3.2 Etude AIBC2
3.2.1 Objectifs

Les objectifs pharmacocinétiques d'AIBC2 étaieatudlier:
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a) la cinétique de la pralidoxime apres adminigtrat.m., peu de données étant disponibles
dans la littérature,

b) l'interaction pharmacocinétique de la pralidoxiavec I'atropine et I'avizafone, injectés en
association.

Ces objectifs ont été atteints en étudiant et coampdes profils pharmacocinétiques de la
pralidoxime observés aprés une administration wnid@ pralidoxime administrée seule ou

avec 'AIBC.

3.2.2 Méthode

Au cours de I'étude AIBC2, les sujets ont recu sala schéma ouvert, randomisé et croise,
une administration i.m. unique de:

- 700 mg de méthylsulfate de pralidoxime (soit &%de pralidoxime base)

- le contenu de 2 AIBC soit: 40 mg de chlorhydrditevizafone, 4 mg de sulfate d’atropine,
700 mg de méthylsulfate de pralidoxime.

En raison du volume des injections (2*2,5 ml pauptalidoxime et 2*2,75 ml pour I'AIBC),
les deux traitements ont été administrés sous fodee deux injections pratiquées
simultanément par deux personnes différentes, @éss adroit et gauche (fesse pour la
pralidoxime et cuisse pour I'AIBC pour reproduies tonditions d'utilisation thérapeutique).
Bien que la demi-vie d'élimination plasmatique deplalidoxime soit seulement de 1-3 h,
l'intervalle entre les deux périodes a été de dmmaines. En effet un des autres objectifs
était d'étudier la sécurité d'emploi de I'admiittm de deux AIBC. En raison de la longue
demi-vie du DMD, un intervalle trop court aurait piaiser I'évaluation de la tolérance de la
pralidoxime chez les sujets qui recevaient deux@\h premiére période.

Lors de cette étude, le schéma d'administratid® deux injections pratiquées simultanément

alors que le schéma d'administration thérapeutiggemmandé est en fait l'injection d'un
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2°M® AIBC 15 min aprés le® si les symptédmes persistent. Les raisons de datézgence
sont les suivantes:

a) l'injection simultanée du contenu de deux AlBErmettait de sensibiliser I'évaluation de
la sécurité d'emploi de la dose maximale thérageat{DMT),

b) linjection de deux AIBC a 15 min d'intervall@erturbait I'évaluation du profil
pharmacocinétique de la pralidoxime administréevpa i.m., un des objectifs de I'étude.

Par ailleurs, ce schéma d'administration n'a passéil'interprétation de l'autre objectif
pharmacocinétique de I'étude: étudier linteractdmn la pralidoxime avec les 2 autres
constituants de l'étude ; en effet ceci s'est émt comparant les AUC de pralidoxime
observées chez des sujets qui ont recu deux adratioas de pralidoxime (pralidoxime seule
ou pralidoxime en association avec atropine/avizafeffectuées selon le méme schéma.
Les prélévements sanguins étaient effectués 83d,545 min puis 1, 1,5, 2, 3,4, 6,8 et 12 h
aprés administration des traitements.

Les méthodes statistiques utilisées pour calculéar cemparer les paramétres
pharmacocinétiques de la pralidoxime administrégeseu avec I'AIBC ont été similaires a

celles utilisées pour les benzodiazépines.
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Partie 2

Amyotrophie Spinale Infantile
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1. INTRODUCTION

Les amyotrophies spinales infantiles (ASI) sonnid&es depuis plus d’un siécle. Maladies
génétiques touchant I'appareil locomoteur, elled saractérisées par une dégénérescence des
motoneurones de la corne antérieure de la moeiteeép et du bulbe rachidien, responsable
de paralysies évolutives. Elles se caractérisentupa faiblesse et une fonte précoces des
muscles du bassin, des épaules, du tronc et debmeenbans les formes les plus graves, le
diaphragme est touché, imposant une assistancéat@ne. Leur prévalence est estimée a
une naissance sur 6000 & 10680

Trois différents types d’ASI sont distingués, seltige de début des symptomes et leur
évolutivité*,

L’ASI de type | 6evere SMA ou maladie de Werding-Hoffman, apparait trec@rément
avant 6 mois et comprend deux formes : type | apgiaraissant a la fin de la vie foetale ou au
cours des 2 premiers mois de vie avant que l'enfenttienne sa téte. Type | bis (ou
Borderline severe/intermediate severity MAbutant entre 3 et 6 mois ou I'enfant peut, ou a
pu, tenir sa téte sans avoir jamais acquis la tassise.

L’ASI de type Il débute avant I'age de la marchenfant se tient ou a tenu assis seul.

L’ASI de type lll, ou maladie de Kugelberg-Welanddébutant apres I'acquisition de la
marche, peut survenir a n'importe quel age danddiece, a I'adolescence ou méme a I'age
adulte.

Plus le début de la maladie est précoce plus iragteest sévere. Dans I'ASI de type | vrai,
'enfant déceédera précocement avant I'age de 2 dams un tableau soit de tétraplégie
progressive avec insuffisance respiratoire et teoule la déglutition soit de mort subite du
fait de I'atteinte bulbaire. Dans les formes | bisll, 'aggravation est la aussi progressive

aboutissant a une tétraplégie, d'autant plus ségeecle début a été précoce, entrainant a
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'age adulte une dépendance totale. Le pronostal eist en jeu du fait de l'insuffisance
respiratoire paralytique aggravée par I'hypoplagielmonaire et les déformations
orthopédiques, surtout en I'absence de prise ergeh&our les types lll, I'aggravation est
variable, soit trés réguliere, soit par pousséésaimant en général la perte de la marche et
parfois une insuffisance respiratoire séveére.

Les études anatomo-pathologiques des patienttattdiamyotrophie spinale ont montré
I'existence d’'une raréfaction des motoneuronesadeotne antérieure de la moelle épiniere,
correspondant a une perte des unités fonctionreglipslées encore unités motrices.

Au niveau musculaire, il existe une atrophie ddseB musculaires comparable a celle
observée dans les dénervations par section de nerf.

La mort prématurée de motoneurones, par un phérmmm@poptose, est probablement a
I'origine de la perte des unités motrices. Toutefaompte tenu des échanges trophiques
permanents entre muscle et neurone, le rle dulemastégalement important. De méme, les
expériences récentes font émettre I'hypothése damoenalie du transport axonal a 'origine
d’'une dégénérescence du motoneurone. A I'’heureelstuil n’existe aucun marqueur
biologique sérique corrélé a I'évolution de la ndédaet le mécanisme a l'origine de la
dégénérescence élective des motoneurones danSlesste obscur.

L’anomalie génétique responsable de 'ASI a étélleée sur le chromosome 5g13 en 1990
par J. Melki puis identifié¢e en 1995 par ce mémeupge “?. Il s'agit d'une délétion
homozygote dans 95% des cas (mutation pour lesestants) de la copie télomerique du
géne SMN*. Ce géne majeur code pour la protéine de survimaoneuroneSurvival of
Motor Neuron SMN). Ainsi chez les patients atteints d’ASl,clancentration intracellulaire
de la protéine dans les motoneurones est forteméehitite et corrélée a la sévérité de la

maladie*¥. Cette protéine intervient dans les mécanismd&pissage des ARN messagers,
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de la transcription et du métabolisme des ARN ib@aux ; mais la raison pour lagquelle sa
déficience entraine une maladie spécifique desmeotones n’est pas élucidés*’.

D’autres genes situés dans la région 5913 sonidqogs dans I'expression de la maladie et
pourraient expliquer I'hétérogénéité clinique deSIAl s’agit entre autres des genes SMN2,
(la copie centromérique du géne SMN) qui codent poe protéine SMN tronqué®’ et du
gene NAIP Neuronal Apoptosis Inhibitory Protéindont une délétion a été retrouvée chez
80% des cas de type | et chez trés peu d'indivitiusype 11 et 1119, L’existence d'autres
géenes mineurs pouvant moduler I'expression de ladig situés a distance de la région 5913

est suspectée.
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2. THERAPIE

Il n'existe pas a l'heure actuelle de traitementdim@&menteux spécifique des ASI
probablement parce que les mécanismes a l'originka dlégénérescence des motoneurones,
et de l'atteinte musculaire ne sont pas encore wmnii semble, dans I'état actuel des
connaissances, que I'on soit encore bien loin dbdeapie génique. En revanche, quelques

essais médicamenteux ont été menés plus ou maesinéent.

2.1 Thérapies médicamenteuses non spécifiques

Les traitements proposés ici ont pour cible le reusa I'appareil neuromusculaire dans sa
globalité. Ainsi des études réalisées entre 1970380, sur divers produits, stéroide
anabolisant, hexahydrocoenzyme et guanidine hytbdde ©°%? se sont avérées peu
concluantes. Puis deux essais plus récents oré partla carnitin€® et le salbutamdf®. Si

certains effets ont été notés, impression de mié&, réduction de la fréquence des
infections pulmonaires pour le premier, prise delpoaugmentation de la force musculaire
subjective sans une réelle amélioration aux tebjsctifs de testing pour le deuxieme, il

n'existe pas jusqu’alors de résultat probant diéid¢acité réelle de ces produits.
2.2 Thérapies médicamenteuses agissant sur les goies SMN

Thérapies agissant soit par augmentation de laip®tSMN, soit par stimulation de la
production de la protéine SMN tronquée par le daikiél?2.
Dans ce cadre, un premier travail a montré quedéagalproique augmente la transcription

du géne SMNZ2 dans les lignées cellulaires d’ampbispinald®.
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Dans une étude publiée en 2006, une équipe améicaréalisé une étude pilote avec du
valproate de sodium chez 7 patients adultes attei®SI de type lll. Le traitement a duré
entre 1 et 15 mois. Le valproate a été donné darmemier temps a la dose journaliere de
250 mg puis, si aucun effet secondaire n’était ,ndtd dose de 500 mg. Un des participants
(le n°3) a d( stopper son traitement au bout d’wsnSix mois apres le début du traitement,
la force musculaire avait augmenté chez tous leScipmnts excepté le patient n°3. Une
amélioration fonctionnelle a également été rappopt les participants®.

Parallelement ont été conduites des recherchde sinénylbutyrate. Aprés avoir montré que
ce produit pouvait augmenter I'expression du gév&l3in vitro, Mercuri a réalisé une étude
pilote récente dans le but d’évaluer les effetsiglies de ce produit, sa tolérance comme son

71 Dix enfants atteints d’ASI de type Il génétiquemeonfirmé (dont cing

efficacité
seulement agés de plus de 5 ans), suivis pendaftsemaines, ont recu une semaine sur
deux (soit cinq semaines de traitement au total) 6@Q/kg de phénylbutyrate. Certains
résultats positifs, en particulier une augmentatiea fonction motrice (évaluée par I'échelle
de motricité d’Hammersmith), ont été enregistrasssgue soient apparus d’'effets adverses
majeurs. Toutefois ces résultats doivent étre pnétés avec prudence compte tenu de la
courte durée du traitement, du petit nombre detsuge de I'absence de véritable groupe
contrle (étude non aveugle et sans placebo). paité d’apparition des premiers signes
d’amélioration, trois semaines seulement aprée€hrdde I'étude (soit aprés deux semaines
de traitement) est peu compatible avec les résultdttenus habituellement dans les
thérapeutiques médicamenteuses des affections dégéoératives. Il aurait été souhaitable
de mettre en évidence parallelement une augmentdtioctaux de protéine SMN. Dans une
étude publiée en janvier 2007, un consortium itale présenté les résultats d'un essai

randomisé, en double aveugle contre placebo tedtntolérance et [lefficacité du

phénylbutyrate dans I'ASI. L'étude a impligué 1lOntres italiens et 107 enfants atteints
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d’ASI (agés de 30 mois a 13 ans). Le traitemeratcgdho ou phénylbutyrate) était donné a la
dose de 500 mg/kg/jour, pendant 13 semaines suivardégime discontinu (7 jours avec puis
7 jours sans). Au total, 90 patients (45 dans chagroupe) ont suivi et terminé I'essai
conformément aux régles établies pour ce protodaefonction motrice, I'état fonctionnel
des muscles et la capacité vitale ont été mesusést 43 semaines.

Les résultats ont montré que le phénylbutyrate étan toléré. Seulement deux patients ont
di quitter I'essai a cause d’effets secondairgs itrgportants. Une amélioration fonctionnelle
légere a été observée dans les deux groupes démerdie statistique significative. Les
auteurs en concluent que, dans ces conditions aiterntient, le phénylbutyrate n’est pas
efficace dans I’ASI mais souhaiteraient néanmomisefdes essais complémentaires avec

cette molécule sur des tranches d’age mieux cibi8es
2.3 Facteurs neurotrophes

Il s'agit la de s’intéresser aux substances sudieptd’agir directement sur la survie des
motoneurones, des axones et de la jonction neustle.

A cet égard l'effet de I'hormone TRKThyrotropin Releasing Hormoheusceptible d’agir
sur les neurones moteurs de la corne antérieuli@ rdeelle épiniere (peut-étre par une action
neurotrophique) a été évalué dans un essai en @awblgle. Pendant 29 jours, six enfants
atteints d’ASI 1l ou Il ont été traités par voiatiaveineuse (0,1 mg/kg) et trois recevaient du
placebo®. Aprés 29 jours de traitement, la force musculainesurée par dynamométrie,
ainsi que la vitesse de conduction du nerf pérpogtaient significativement plus élevées. Ces
résultats encourageants portent toutefois sur mnpgetrés court et devraient étre confirmeés
sur un nombre de patients plus important.

Mais surtout parmi les traitements susceptiblefalrer I'évolution de I'ASI, en agissant sur

les neurones, il parait intéressant de testeridadité de molécules antiglutamates compte
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tenu de la neurotoxicité du glutamate a conceomaties élevée. Les corps cellulaires des
motoneurones spinaux et bulbaires sont de plu€x@ssés a ce neurotransmetteur.

Deux médicaments peuvent étre envisagés dans o taadabapentine et le riluzole

Pour la gabapentine, une étude américaine chedtkesa atteints d’ASI de forme Il et lll n’a
pas montré aprés 12 mois de traitement, d’'effeEfigue sur la force musculaire (mesurée
par des tests myométriques), la capacité vitale'autres tests fonctionnefd.

De méme une étude de Merlini portant sur 120 pisti€i traités par la gabapentine, 59 non-
traités, a obtenu des résultats contradictoireséliaration significative du score de force
musculaire du membre supérieur mais amélioratiautsup moins nette pour le membre
inférieur, aucun effet sur la capacité vitale etles tests fonctionnel&".

En ce qui concerne le riluzole, il a déja été recooomme efficace pour une pathologie
également liée a la dégénérescence des motoneutansslérose latérale amyotrophique
(SLA), diminuant la progression de la maladie. Sotion neuroprotectrice semble bien, pour
une part, étre liée a une diminution de la libératie glutamate et, par conséquent, de la
transmission glutamatergiqtfé®*.

Par ailleurs, les effets du riluzole chez l'aninoalt été évalués dans un modele animal de
I'amyotrophie spinal&®!. Des souris mutantes, portant une délétion ded'&xdu géne SMN,
induisent une dégénérescence axonale suivie d'ét@iatation de la fonction motrice,
semblable & celle observée chez 'homme avec upsenoyen de survie de 33 jols ®”!

Le riluzole, administré aprés le début des signeseors (a partir de I'age de 21 jours, 8
mg/kg/jour par voie orale), conduit a un allongemsmgnificatif de la survie et a une
protection de la jonction neuromusculaire sansefoig entrainer une diminution de la perte
des axones. Ces résultats démontrent que I'évalutée I'amyotrophie spinale de la souris

peut étre ralentie apres le début de la maladsaiggerent que le riluzoleeut étre considéré

comme une molécule candidate a des essais théppe=ithez 'homme.
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Enfin parallélement ont été publiés, par Russmanammacconé®®, les résultats d’un essai
préliminaire de phase inené en double aveugleersusplacebo, testant la tolérance et
I'efficacité du riluzole a la dose de 107 mg/m2zlkx enfants atteints d’ASI de type |, agés
de 4 a 15 mois ; 2 enfants recevant du riluzmetre 1 du placebo, ceci pendant 9 mois
(traitement prescrit a nouveau au bout de 12 mdé& demande des parents dans quelques
cas) . Cette étude permet de conclure a I'abseadexdcité du riluzoledans I'ASI chez le
trés jeune enfant; aucun effet indésirable, ni aeamodification des parameétres biologiques
n'ont été observés chez les dix enfants. En rew@nithn’est pas possible d’en déduire
I'efficacité de la molécule. Certes les trois patsedu groupe placebo sont morts a I'age de 6
a 13 mois ; quatre des sept enfants traités s@si deécédés mais plus tardivement (de 5 a 25
mois) et trois sont encore vivants, I'un jusqu’ardis. Malheureusement les deux groupes
d’enfants, traités et placebo, different trés meétet selon 'dge de début de maladie, (critére
sans doute non pris en compte lors du tirage au début a la naissance ou a 1 mois pour les
trois enfants placebo, début nettement plus taedife 3 et 5 mois pour six des enfants
traités). Ceci rend difficile toute comparaisonglavité de la maladie étant en général trés

lie a I'age lors du début des symptdmes.
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3. RILUZOLE

3.1 Caractéristiques du riluzole

Le riluzole fait partie de la classe chimique des benzothigzdkn mécanisme d'action
principal serait une réduction de la transmissitriagnatergique. L'action neuroprotectrice
est probablement liée & une réduction de la lidrate glutamaté&®.,

Utilisé jusqu’alors essentiellement chez l'adultieiat de SLA, le riluzoleest administré par
voie orale en comprimé de 50 mg, a la dose quotidiele 100 mg en deux prises distantes de

12 heure$.
3.2 Effets indésirables

Les effets indésirables les plus fréequemment olseau cours du traitement ont été :
asthénie, nausées et élévation des transaminapasques. L'asthénie et les nausées ayant
éte rapportées comme dose dépendantes, peuvenbgtrélées en diminuant provisoirement
la dose, tout en administrant le riluzale cours des rep&§.

Lors des essais cliniques contrélés dans la SLA,&lévation des transaminases (ALAT) au
dela de 3 fois la limite supérieure de la normaétéasignalée chez environ 11% des patients
traités par riluzolécontre 4,2% des patients sous placebo); une augtienplus importante,

5 fois la limite supérieure de la normale, che2@@es sujets traités contre 1,7% dans le
groupe placebd®. L'augmentation survient le plus souvent lors @epremiers mois
d'initiation du traitement ; elle est habituellemariérieure a 5 fois la limite supérieure de la
normale et transitoire malgré la poursuite dueragnt. Chez les patients dont I'augmentation

a été supérieure a 5 fois la limite supérieuread@kmale, les taux d'ALAT sont, aprés l'arrét
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du traitement, redevenus normaux en 2 a 4 mois é@eations ont rarement été associées a
un ictere.

D'autres effets secondaires ont été signalés :abépdh douleurs abdominales, autres
douleurs, vomissements, tachycardie, étourdissensoinnolence, paresthésies péribuccales.
Trés rarement, des réactions anaphylactiques, ddsmes angioneurotiques et des

pancréatites ont été rapportées. Enfin, parmi 0&9 Ppatients environ ayant recu du riluzole,

il y a eu trois cas de neutropénie sévere, tougeaus dans les deux premiers mois de

traitement’.
3.3 Pharmacocinétique
3.3.1 Absorption

La pharmacocinétique du riluzole est linéaire paufourchette des doses allant de 25 a 100
mg et administrées toutes les 12 helifds

Le riluzole est absorbé rapidement apres admitistrgpar voie orale, la concentration
plasmatique maximale étant atteinte dans les 8D raiAutes qui suivent. Le riluzole pris par
voie orale est bien absorbé (environ 90%), et sdigponibilité absolue s'établit en moyenne
a 60 % environ (CV de 30%) probablement du faihdmétabolisme présystémigti®. La
prise du riluzole avec un repas riche en graissé®iae une diminution de l'absorption se
traduisant par une diminution approximative de 2@ l'aire sous la courbe des
concentrations en fonction du temps (AUC) et de 4Bfpic plasmatique (fax)-
L'administration de doses multiples entraine uneumalation plasmatique du riluzole
d’environ 2 fois et I'état d'équilibre est atteamt moins de 5 jours.

Le riluzole se distribue largement dans tout l'argae et traverse la barriere

hématoencéphaliqué’.
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3.3.2 Distribution

Le volume de distribution du riluzole est enviran3i4 L/kg"?.

Dans la fourchette de concentrations mesuréesieigqud, le riluzole se lie aux protéines
plasmatiques dans une proportion de 97%, principahée a l'aloumine sérique et aux

lipoprotéines™.
3.3.3 Métabolisme

Le riluzole est fortement métabolisé en 6 principanétabolites et en plusieurs autres de
moindre importance quantitative qui n‘ont pas t@wé identifiés. Certains métabolites
semblent avoir une activit¢ pharmacologique vitro. Le riluzole est métabolisé
principalement dans le foie par hydroxylation déjsere du systéme du cytochrome P450 et
par glucuroconjugaisofi”.

La clairance du riluzole est tres variable entre patients, probablement a cause de la
variabilité de l'activité de la principale isoenzyrdu cytochrome P450 responsable de la N-
hydroxylation, l'isoenzyme 1AZ* 5!

Dans le cadre d'étudés vitro réalisées sur des microsomes hépatiques, on aat®rgie
I'hydroxylation du groupe amine primaire qui condiuila formation de N-hydroxyriluzole,
constitue la principale voie métabolique chez I'nmem le singe, le chien et le lapin. Chez
I'homme, l'isoenzyme 1A2 du cytochrome P450 eptilacipale enzyme responsable de la N-
hydroxylation. Sur la base de ces étunegitro il est peu probable que les isoenzymes 2D6,
2C19, 3A4 et 2E1 contribuent de facon significatae métabolisme du riluzole chez
I'humain. Si la glucuroconjugaison directe du rillez (a laquelle participe l'isoforme UGT-
HP4 de la glucurotransférase) est tres lente dessnicrosomes hépatiques de I'hnumain, la

conjugaison du N-hydroxyriluzole au groupe hydraxyine s'effectue rapidement et donne
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lieu a la formation de O-glucuroconjugués (dans praportion de plus de 90%) et de N-

glucuroconjugué&?.
3.3.4 Excrétion

Aprés administration d'une dose unique de 150 mgjuele radiomarqué au carbone 14 a 6
sujets sains, 90% et 5% respectivement de la datiernarquée ont été éliminés dans les
urines et les feces sur une période de 7 jours.glesiroconjugués représentaient plus de
85% des métabolites récupérés dans les urineserSent 2% de la dose de riluzole

administrée ont été retrouvés dans les urinesfeoue inchangé&?.

En prise chronique, le riluzole a une demi-vieidiglation moyenne d’environ 12 h (CV de

35%)[72,
3.4 Pharmacologie détaillée
3.4.1 Effets neuroprotecteurs

Le riluzole exerce un effet protecteur sur les oeas centraux, et expérimentalement il a été
déemontré qu’il protégeait les cultures de motoneesode rat des effets excitotoxiques de
l'acide glutamique (0,1 M) et qu’il empéchait lannpar anoxie des neurones cérébelleux de
rat mis en culture (concentration efficace medidieaviron 30 M). Il protege également les
cultures de neurones corticaux de rat des effelisotexiques du facteur toxique présent dans
le liquide céphalo-rachidien des personnes atteii¢da SLA (0,5 M).

In vitro, le riluzole empéche la nécrose des coupes de kiggpocampique incubées en
présence de N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et de vigliae (protection de 60 et de 90%,
respectivement & la concentration de 100°R1y%!

L'emploi du riluzolein vivo (8 mg/kg par voie i.p. ou 4 mg/kg par voie i.v.)traine une
réduction du volume des Iésions nécrotiques isoipéesi consécutives a la cautérisation de

I'artere cérébrale moyenne chez le rat et a I'scmtubilatérale des artéres carotides chez la
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gerbille (administration de 4 mg/kg par voie i.fChez la gerbille, le recours aux techniques
électroencéphalographiques a permis de mettre iglerdoe une récupération fonctionnelle.
Le riluzole (8 mg/kg par voie i.v.) inhibe la lizion d'acide glutamique déclenchée par
l'ischémie cérébrale. Enfin, I'emploi par voie erde riluzole sur un modéle d'excitotoxicité
directe (4 et 8 mg/kg) occasionnerait une diminutie la taille des Iésions suite a l'injection
dans le corps strié d'un acide aminé excitataaidé quinoliniqué™: 7 7]

Chez la souris de souchMnd, qui présente une atrophie évolutive des motommsrde cause
inconnue dont les symptémes s'apparentent a celx SeA, I'emploi du riluzole a entrainé
une modification partielle de I'évolution de cedirophie. L'administration par gavage de 8
mg/kg de riluzole, 5 jours/semaine pendant 15 se@saia occasionné une amélioration
notable de la mobilité pendant la phase terminal&acheuropathie dégénérative. A l'autopsie

des animaux sacrifiés, les motoneurones de ['étlpebaire semblaient épargnés,

contrairement aux motoneurones des autres étaghslaiges® 0 78l
3.4.2 Autres effets sur le systéme nerveux central

Administré par voies i.p. et orale, le riluzoless'ggvelé étre anticonvulsivant dans une large
gamme de modeéles de convulsions. En effet, il aéemd I'apparition des convulsions
déclenchées par des acides aminés excitateurs ¢eitpat d'électrochoc maximal.

L'effet anticonvulsivant du riluzole s'installe rdg@ment et dure longtemps (plus de 6 heures)
tant chez la souris que chez le/?3t

Le riluzole est également un puissant anticonvalsichez I'animal génétiquement sujet aux
convulsions. Chez la souris de souche DBA/2, qstmulus auditif peut faire entrer en
convulsions, l'administration de riluzole par vaie a empéché l'apparition de convulsions
cloniques et toniques déclenchées par le son dlooke (dose efficace médiane de 2,5 et de

1,2 mg/kg, respectivement). Chez le babouin att@¥épilepsie déclenchée par stimulation
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lumineuse, le riluzole a également inhibé la myoieo provoquée par stimulation

stroboscopique (4 et 8 mg/kg administrés par veig!®
3.4.3 Mode d'action

Le riluzole pourrait agir par blocage de la trarssiun glutamatergigue, comme ses
propriétés anticonvulsivantes incitent a le pend8dministré a raison de 0,6 mg/kg par voie
i.p., il inhibe les décharges des motoneuronesquo®es par des acides aminés excitateurs,
sans affecter les réactions d'excitation a l'acBline ou a la sérotonine dans d'autres parties
du cerveau. Le riluzole s'est avéré capable darhla libération de neurotransmetteurs
provoguée par les acides aminés excitateurs ssiephs modélem vivoetin vitro, de méme
gue la mobilisation du calcium déclenchée par ufjd'acide glutamique aux cultures
primaires de neurones cérébraux de rongeurs.

L'étude électrophysiologique de récepteurs isoésatides aminés excitateurs exprimés dans
l'ovocyte deXenopusa permis de vérifier que le riluzole inhibait lesucants induits par le
NMDA et l'acide kainique, suggérant ainsi qu'’ildrdgit directement, mais de facon non
compétitive, avec les récepteurs des acides aracismteurs.

Le riluzole peut bloquer la libération de I'acidatgmique in vivo etin vitro, qu'il s'agisse de
libération basale ou apres activation neuronale.

Le riluzole peut empécher la dépolarisation du meerpar blocage des canaux sodiques
potentiel-dépendants, car il stabilise linactivatide ces canaux ioniques dans le nerf
sciatiqgue de grenouille, la couche granulaire dresgocérébelleux de rat et les récepteurs
recombinés exprimés dans l'ovocytexamopus

Il semble donc que l'action du riluzole repose plusieurs mécanismes, notamment le
blocage direct non-compétitif des récepteurs datea@minés excitateurs, l'inhibition de la
libération de l'acide glutamique, l'inactivationrsdeanaux sodiques potentiel-dépendants et la

stimulation des voies de transduction dépendargda grotéine G. On ignore si ces actions
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sont réellement indépendantes les unes des aujrés @as échéant, a laquelle il faudrait

attribuer les diverses propriétés neuroprotectrtdss effets du riluzole sur le comportement

[69, 70]

3.5 Pharmacologie générale

Administré a des doses atteignant 10 mg/kg par sx@ke et 3 mg/kg par voie i.v., le riluzole
semble généralement bien toléré, la sédation ¢oastile principal effet indésirable. Sur des
modeéles expérimentaux, le riluzole n'a aucune pFtprneuroleptique, antidépressive,
anxiolytique ou psychostimulante.

In vitro, le riluzole modifie le potentiel d'action cardieeg mais cet effet cardiovasculaire
n'est pas retrouvén vivo, par voie i.v. a des doses atteignant 3 mg/kg. Ghehien ayant
recu une dose cumulée de 8 mg/kg par voie i.v.efésts du riluzole sur la fonction
respiratoire se sont limités a des augmentatioisiefa et passagéres de la résistance
pulmonaire et a une diminution de la complianceammraire. L'administration orale d'une
dose élevée (25 mg/kg) a des souris a entrainédimiaution du volume urinaire et de
I'excrétion du potassium, et la dose de 30 mg/leg dk rat entraine un ralentissement du
transit intestinal. Chez le rat, la prise orale2@emg/kg de riluzole s'est traduite 24 heures
plus tard par un allongement trés important du g Quick, lié & une baisse du taux de

prothrombind®®: 7.
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4. ETUDE ASIRI

Il s’agit d'un essai d’efficacité en deux groupesglléles, comparant un groupe "Riluzole"
avec un groupe "Placebo".

L'essai est randomisé, avec stratification parreeet sur le type d’amyotrophie spinale (type
Il ou type Ill) et contrélé par un double aveugle.

L’évolution de la motricité & 2 ans par le scoreNfMesure de la Fonction Motric&f’ est

le critére principal : c’est pour un sujet donndlifféérence entre son score MFM & 24 mois et
son score MFM a JO.

Cet essai a été précédé d'une phase pharmacoométa5 jours réalisée chez 14 patients
visant a affiner la connaissance du profil cinétiglu riluzole chez le patient ASI.

L'étude de pharmacocinétique clinigue visée ardéteer les parametres pharmacocinétiques
du riluzole a I'état d’équilibre.

Il s’agissait d'une étude en ouvert, non randomiaéinse répétée et mono centrique.
Quatorze patients atteints d’ASI ont recu une gosmaliere de 50 mg de riluzole 50mg soit
une gélule par jour, pendant 5 jours.

Critéeres de sélection:Patients des deux sexes, agés de 6 a 20 anstsattg&imyotrophie
spinale de type Il ou Il (criteres cliniques); gistic confirmé par une analyse génétique:
délétion homozygote de I'exon 7 du gene SMN (ouatiort).

Les prélévements ont été effectués 18%5our avant la prise journaliére et 1hr, Shr, 9hr e
14hr apres administration du traitement. Les pan@séharmacocinétiques : aire sous la
courbe (AUC), Gax Tmax t2 Ont été calculés a partir des concentrations tigoes par le

logiciel WinNonlin®.
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Partie 3

Analyse Pharmacocinétique : Art et

Science
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1. INTRODUCTION

La pharmacocinétique a pour but d’étudier le davéinin médicament dans I'organisme. Elle
est a la confluence de plusieurs disciplines pheentiques et mathématiques.

La détermination des parametres pharmacocinétiodies médicament apporte les
informations qui permettent de choisir les voieadahinistration et d’adapter les posologies
pour son utilisation future.

Les deux approches les plus utilisées pour caiaetda pharmacocinétique d’un médicament
sont : 'analyse non compartimental®i compartmental approachCA) et I'analyse par
régression non linéaire, dite compartimentale. &esntages de la méthode compartimentale

sont les inconvénients de la NCAvte versa
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2. APPROCHE NON COMPARTIMENTALE

Cette méthode ne requiére pas de faire I'hypothése modeéle mathématique spécifique du
médicament. L’élimination est assimilée a un preass qui part du compartiment
d’échantillonnage.

Le principe de base repose sur la méthode desztappermettant I'estimation de la surface
sous la courbe des concentrations en fonctionrdpsd AUC).

L’AUC peut étre estimée en utilisant la méthode tlapézes linéaire, ou log-linéaire. Dans
les deux cas, la surface totale est calculée sarfala somme des surfaces intermédiaires de
chaque trapéze.

L’estimation de la constante fractionnelle d’élilatiion (K¢) se fait par régression log-linéaire
sur les points terminaux. Cette constante permatiend’estimer la surface sous la courbe
au-dela du dernier point mesuré (en pratique amgie) en I'extrapolant a I'infini AUG..=
AUC o+ Cast/Ke.

A partir de ces paramétres initiaux, sont calculésclairance (Cl), le volume de distribution

(V), et la demi-vie d’élimination.

2.1 Bioéquivalence

Les différences observées en terme de réponsejudinbu d’effets secondaires pour une
méme dose d'un médicament sont parfois liées a amportement pharmacocinétique
variable entre les individus ou a des différencediddisponibilité de la molécule selon la
forme pharmaceutique.

Si I'on admet I'hypothése d’une relation directdreda concentration ou I'exposition (AUC)

et I'effet d'un médicament, deux formes pharmacpigs bioéquivalentes, ayant donc la

méme biodisponibilité systémique, devraient engaia méme réponse thérapeutique.
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Deux produits sont dits bioéquivalents, lorsqukitalisponibilité, mesurém vivo, du produit
test (généralement un générique), ne differe pgEfiativement, en terme d’absorption et
d’exposition totale, du produit princeps, et cef@és I'administration de la méme dose
molaire du principe actif sous les mémes conditexpEérimentales, apres une dose unique ou

répétée.

2.1.1 Etudes de bioéquivalence

Ces études sont réalisées afin de comparer laspiodiibilité d’'un médicament générique a
celle du produit princeps. Les outils statistiqusvent étre suffisamment sensibles pour
détecter des différences au niveau de I'absorpébde I'exposition totale, différences qui ne

seraient pas imputables a la variabilité intraviraielle.

2.1.2 Evaluation de données

Méthodologie analytique :

La méthode analytique utilisée pour quantifier laléoule étudiée, doit étre validée en terme
de : justesse, précision, spécificité et sengibilit

L'utilisation de méthodes analytiques différentesaiht une étude de bioéquivalence n’est pas
valide, du fait de l'introduction d’une source nguantifiable de différences entre les valeurs
de concentrations mesurées. Les données analytidpigent étre présentées sous deux
formats : tableaux et graphiques.

Evaluation pharmacocinétique :

Concernant les études a dose unique, les paranpdi@emacocinétigues suivants sont estimés
pour chaque sujet: AUC du temps 0 jusqu'a la @eeniconcentration quantifiable, puis
extrapolée a l'infini, la Gax | Thax la constante fractionnelle d’élimination et lardevie

d’élimination.
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Pour les études a doses multiples, les paramdtaspcocinétiques estimés et évalués pour
chaque sujet sont: AUC a I'état d’équilibrende Tmax Cmin €t pourcentage de fluctuation
[100*( Cmax ~Cimin)/ Crnin].-

Une analyse statistigue appropriée doit étre m@alispour chaque paramétre
pharmacocinétique estimé.

Evaluation statistique :

La bioéquivalence est généralement évaluée en camiples moyennes géométriqgues de
chaque valeur reflétant la bioéquivalence, commA&IC et la Gnax Cette approche appelée
bioéquivalence moyenne, comprend le calcul deelirglle de confiance a 90% pour les
ratios des moyennes géométriques de chaque valeuiqoe de la bioéquivalence, et cela
pour les deux produits : test et référence. Poerlga deux produits soient bioéquivalents,
I'intervalle de confiance des ratios doit étre compentre 0,8-1,25.

Généralement, les études cliniques pour obtesidoanées sont conduites@nss-over

Une autre approche est validée par la FDA. Cettproghe, appelée bioéquivalence
individuelle, nécessite un plan d'études croiséadtiples, permettant I'estimation de la
variabilité intra-individuelle pour les deux protijiainsi que I'interaction sujet-formulation.
Les tests paramétriques ne sont applicables qu& dimnées suivant une distribution
normale. Or la distribution de plusieurs paramétietogiques semble déplacée vers la droite
comparativement & une courbe gaussiéithe

De plus, la distribution exacte des ces paramestdifficile a établir, du fait du petit nombre
de sujets inclus dans les études de bioéquivalelggmssant rarement quelques dizaines. Par
conséquent une transformation logarithmique, quirmalise " la distribution, est effectuée

avant toute évaluation statistique.
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* Analyse de variance (ANOVA) :
Le test dANOVA permet de comparer la variabilitétre les sujets, les groupes de
traitements, les périodes, les formulations eteswariables dépendant du design de I'étude.
* Le test de Schuirmann (Two one sided t test):
Appelé aussi " approche de lintervalle de confeahcl’ objectif de ce test est de déterminer
si la différence entre les moyennes de paraméstesupérieure a 20%
Ce test, actuellement rendu obligatoire par la PEfA permet de calculer lintervalle de
confiance a 90% des ratios des moyennes des deduifs. Cet intervalle de confiance doit
étre compris dans la zone £20% pour les mesurassdiption et d’exposition totale au
principe actif, ce qui revient a considérer que 2f¥différence sur AUC ou. G, n'aura pas
de conséquence cliniguement significative.
Apres transformation logarithmique des donnéestdivalle de confiance a 90% est fixé

entre 0,8-1,25.
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3. MODELISATION EN PHARMACOCINETIQUE

La modélisation pharmacocinétique consiste a meirgoint des modeles mathématiques
permettant de décrire I'évolution des concentraiabiun meédicament dans les fluides
biologiques en fonction du temps, de quantifier fEfcipales étapes du devenir du
médicament dans l'organisme, et de prévoir les eatnations qui seront observées si la dose
administrée varie.

Une des difficultés majeures de la modélisationrplagocinétique réside dans le choix du
modele mathématique. La qualité principale atterrdate la description optimale des courbes
de concentrations observées en fonction du temais, um modele doit également étre le plus
simple possible et conserver une certaine anabgge les phénomenes physiologiques.
Classiquement, la modélisation pharmacocinétigpese sur une approche compartimentale.
Celle-ci considere I'organisme comme " divisé "@uasieurs compartiments, chacun de ces
compartiments représentant un espace virtuel stislsepe correspondre a une structure ou
un ensemble de structures anatomiques ou tissuladans lequel le médicament se
distribuerait de maniere homogéene. Le volume dewhae ces compartiments est appelé
volume de distribution. Le modéle mathématique mrrde décrire les transferts du
médicament entre ces différents compartiments idel’a’équations différentielles ou de
systemes d’équations différentielles. Ces équationsintervenir des micro-constantes. Les
variables dépendantes d’intérét sont les quarndigémédicament présentes a l'instant t dans
chaque compartiment. Lorsque le nombre de compamtsn considéré est réduit
(classiqguement 3, voire 2 compartiments), la réswiu analytique des équations
différentielles demeure facilement accessible. loel@ée comporte alors plusieurs parametres,

qui sont des fonctions des micro-constantes desfeeninter-compartimentales, et qui
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peuvent avoir une signification physiologique, coenia vitesse d’absorption ou la clairance
du médicament, par exemple.

Cette approche compartimentale distingue en sandsix concepts différents : les modeles
déterministes et les modéles stochastiques. L'ahpraléterministe repose sur I'’hypothése
que les molécules médicamenteuses sont répartiefag® homogéne au sein d'un
compartiment. L'approche stochastique rejette deymothése de répartition homogéne des
molécules dans un compartiment.

La description des modeles compartimentaux les pomiramment utilisés en
pharmacocinétique pourra étre consultée au sefuelgues ouvrages spécifiqu&s®. A la
suite d’'une administration par voie orale, I'absimp gastro-intestinale du médicament
constitue un phénoméne trés complexe, influencéanmoient par des processus de
dissolution, le volume de remplissage gastriqueyitasse de vidange gastrique ou la
possibilité d'une pluralité des sites d’absorptidhest cependant possible de modéliser
mathématiquement ce passage du médicament au nokeala circulation systémique.
Classiquement, deux modéles d’absorption sontgausculierement utilisés :

* Le modéle décrit par un processus d'ordre O (no@alre), qui considére une vitesse
de transfert constante au cours du temps entr@rgartiment en amont (dépot),
c’est-a-dire ici la lumiére digestive, et le contpaent central.

* Le modele d'ordre 1 (linéaire), considérant quemédicament franchit la barriere
intestinale selon un processus du premier ordrec(ane constante fractionnelle de
vitesse, c'est-a-dire une vitesse de passage piopoelle a la quantité de
médicament présente dans le compartiment en amont).

Il est tres courant d’introduire un parametre s@ppntaire appelé "temps de latence " ou
"lag-time" permettant de prendre en compte le temps s'aobulentre la prise

médicamenteuse et le début de I'absorption.
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3.1 Modélisation individuelle

Dans ce type d'analyse, les parametres pharmadiogieé sont obtenus, dans un premier
temps, en analysant les données de facon indépendaividu par individu. Cette technique

requiert un nombre d’observations important pouaqtle sujet (données riches) afin de
définir au mieux les profils pharmacocinétiques.

Cette premiere étape a pour but d’établir les patas optimaux de chaque individu. Elle
peut étre réalisée grace a la méthode du maximuwmraigemblance, a une simple méthode
des moindres carrés, ou par régression non-linéaid.).

Dans une deuxieme étape, est alors constituée amégtion de référence en estimant, pour
la totalité des parametres individuels décrivandiktribution de la population, la moyenne

(caractéristique de la tendance centrale dans falagiion) et la matrice de variance-

covariance représentant la dispersion autour deolgenne.

3.1.1 Régression non linéaire

Le moyen de distinguer les modeles linéaires estiaéterminer la dérivée premiere de la
fonction par rapport a un parametre, en fixantlgses parametres du modéle.

Si aucune des dérivés ne contient les parametresodéle, celui-ci est dit linéaire. Sinon le
modéle est dit non linéaire.

En pharmacocinétique, les données expérimentalas exploitées pour déterminer les
parametres de modele.

L’objectif est de déterminer une valeur fledonnant des différences entre les concentrations
observées et celles prédites les plus faibles Iplessi

Les trois criteres utilisés généralement sont :nkesndres carrés ordinairesrdlinary least

squares OLS), les moindres carrés pondénggi@hted least squarg8VLS) et les moindres
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carrés étendusktended least squardsLS), méthode connue sous le nom de maximum de
vraisemblancenjaximum likelihoogd
Ces criteres sont obtenus en minimisant les qéansitivantes, appelées fonction objective

(objective functionQF) ; e.g, QLs, Owis, Okis:

Oois = Z(Ci _éi)z
i=1

Ogs = Zn:M C - cA:i )%+ |n(Var(éi )

ou(; est la valeur de @rédite par le modéle, et;Wst le facteur de pondération.
Le modele de variance utilisé généralement est :

varC) =a*f (X, )"
Quandr=0, les variances de; Gont identiques et constantes, et dans ce casitéses OLS,
WLS, ELS sont équivalents.
Si le modéle de variance est une fonction dépendifane variable indépendant X, mais ne
dépend d’aucun paramétre a estimer, le WLS delaeasitére a utiliser.
Par contre, si le modéle de variance dépend d’udeoplusieurs parameétr@s I'utilisation
d’'une variation de WLS sera plus appropriée. Paufaire, la procédure consiste a donner
une valeur de départ a W et de faire un WLS. Leamatres résultants sont ensuite utilisés
pour mettre a jour Wet un second WLS est réalisé. Ce processus @ster@usqu’a ce que
les valeurs convergent. Ce WLS modifié est appst@rtique des moindres carrés itératifs
repondérésiterative reweighted least squardRLS) 2,
Dans le cadre des modeles généralement utilis§sharmacocinétique pour analyser des

données riches, diverses études de simulation amitrén que le critere ELS n’était pas
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supérieur a IRLS. Par ailleurs ELS pourrait congldirdes estimations de parametres biaisées

ou avec une variabilité plus granfd.
3.1.2 Modéles d’erreur

Erreur absolue constante :

Si la variance est supposée étre constante potestdas observations, les facteurs de
pondération sont fixés & une valeur constante,rgéament 1.

Erreur de Poisson :

Ce modéle est utilisé quand la variance est praporelle a la moyenne des valeurs prédites.

Erreur proportionnelle (erreur relative) :

L’erreur est dite proportionnelle quand le coe#i de variation est constant tout au long de

la gamme des concentrations observées.
3.1.3 Méthodes d’estimation

Méthode de recherche randomisée :

Cette méthode nécessite de connaitre la gammelel@ryglausibles des paramétres. Cette
procédure peut étre tres lente, et ne permet pasederer la précision des estimations de
parametres.

Méthode " d’épluchage, de pelage " (peeling) :

Il s’agit d’'une méthode dont l'application est Ibéé aux modeles exprimés en somme
d’exponentielles. Elle ne converge pas quand |lestanotes sont approximativement égales.
De plus, elle est considérée comme peu efficieatapte tenu de ['utilisation partielle des
données pour estimer chaque parametre. Néanmeinsgpluchage " de la courbe cinétique

est souvent programmé dans les logiciels, pounestes valeurs initiales des paramétres.
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Méthodes de linéarisation :

Ce sont les techniques les plus utilisées dandolgisiels statistiques pour estimer les
parameétres d’'un modéle.

Méthodes de Simplex :

C’est un des algorithmes de minimisation parmigks robustes, mais il est généralement

trés lent a converger.
3.2 Pharmacocinétique de population

La pharmacocinétique de population (PKpop) a paur bhez un groupe d’individus, de
définir les parameétres pharmacocinétiques moyetesuetdispersion (variance), et d’étudier
linfluence des covariables sur ces parametresnphemcinétiques. En d’autres termes, une
étude de pharmacocinétique de population cherasider la variabilité inter-individuelle,
voire intra-individuelle, des parametres pharmawégues et a quantifier les relations qui
existent entre I'état physiopathologique d'un indiv et ses propres paramétf&d. Elle
permet alors de mieux maitriser la thérapie au idividuel.

Selon Sheiner et Beal, trois types de facteurs&dntigine de cette variabilité” :

Des facteurs physiopathologiques ou explicatifs. €mnt, notamment, des facteurs
démographiques (sexe, age, race, poids...), desufactgnétiques (phénotype d'une voie
meétabolique), des facteurs fonctionnels (maladi@comitante, insuffisance rénale ou
hépatique...), des facteurs biologiques ou chronobiques. Ces différents facteurs sont
appelés covariables et sont a l'origine d’une \‘emeades parametres pharmacocinétiques
entre individus ou, parfois méme, chez un indivaducours du traitement.

D’autres facteurs sont dits " aléatoires ". llsrésentent la part inexpliquée et/ou imprévisible

de la variabilité inter-individuelle.
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Enfin, d’autres facteurs sont a l'origine de lai&hilité dite " résiduelle ". Cette derniére
comprend en patrticulier les erreurs de mesuregpbiité due aux méthodes analytiques, a
l'imprécision des temps de prélévements...) et laabdité intra-individuelle.

D’autre part, 'approche PKpop ne considére janbaigatient comme isolé mais comme un
membre d’'une sous-population particuliére. Ceciiertv a dire que les paramétres
pharmacocinétiques d'un individu ne sont connusaegt incertitude, cette incertitude
reflétant la variabilité inter-individuelle estimée la sous-population en questith

Plus globalement, lorsqu’'un patient recgoit un émient, I'incertitude sur la valeur de ses
parameétres pharmacocinétiques correspond au nideawariabilité apprécié dans la
population générale des patients redevables dertrant, mais celui-ci pourra étre situé dans
une sous-population particuliére, au vu par exentf@eson age ou de son poids.

Ces méthodes raisonnent sur I'ensemble des doobémsues chez tous les patients. De ce
fait, il n'est plus nécessaire que chaque pati¢rsuai la totalité des prélévements sanguins.
En fait, on peut répartir ces prélevements chesig@lus patients, chaque patient pouvant
méme n'avoir qu'un seul prélevement. Une fois cenfa distribution statistique des
parameétres pharmacocinétiques dans la populatsngihétiques individuelles peuvent étre
estimées par la méthode bayésienne. Cette appreshedonc bien adaptée a la

pharmacocinétique clinique.

En pharmacocinétigue de population, on distingue neéthodes " paramétriques ", qui
présupposent une distribution normale (ou Log-négindes parameétres pharmacocinétiques
dans la population, et les méthodes " non paraguétsi”, qui ne dépendent pas de cette

hypothése.

64



3.2.1 Méthodes " paramétriques "

Elles sont basées sur la décomposition de chaqaeptrte pharmacocinétique en une somme
de deux termes : un terme appelé " effet fixe hstant dans la population donnée, et un
terme appelé " effet aléatoire ", variable d'unigmdta l'autre. On parle alors de modeles a

effets mixtes. Par exemple, la clairance d'un patije@elconque (i) s'écrira sous la forme :
Cl = Cl + @),
ou Cl désigne l'effet fixe eh'); I'effet aléatoire pour le patient i.

Il est possible d'écrire une fonction de vraisembdatenant compte de l'ensemble des
concentrations mesurées chez tous les patientsndxamisation de cette fonction permet
d'estimer les effets fixes des différents paramsgitearmacocinétiques, ainsi que la matrice de
variances-covariances des effets aléatoires.

Les logiciels de pharmacocinétique, comme NONMBWOWNIinear Mixed Effect Modglket
WinNonMix proposent trois méthodes paramétriquesséba sur le maximum de
vraisemblance : les méthodes FO, FOCE et Laplaeielun cours de nos travaux, nous avons

utilisé les méthodes FO et FOCE qui seront décdtdgievement.

La méthode FOHirst order method méthode du premier ordre) a été la premiére méthod

de population développ&8 °°!. Elle permet d’obtenir les deux premiers moments @ de la

distribution des parameétres dans la populationi ajug la variabilité résiduelle. Si I'on
ieme

considére y la j observation recueillie chez un individu i, ety le vecteur

d’observations de cet individu i, on a :

Yi(€)=Fi(&,0)+ei
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Oug; et f (£,0=) représentent le vecteur d’erreurs aléatoiredmtividu i et le vecteur estimé
par le modéle pour un individu i ayant pour paraegtindividuelst;. 6; peut également

s'écrire :

=i

Ou pu est I'espérance mathématique de la loi deilglision des paramétres (on dit que p est
I'effet fixe oufixed effec) et oun; représente les fluctuations aléatoires pour uivitha i de
parameéetres; (on dit que6; est I'effet aléatoire ouandom effec). L'effet aléatoire est
considéré comme ayant une espérance nulle et unecenale variance-covariance C.
Une estimation des parametres u et C est obtenmeérgmisant le critéere des moindres carrés
étendus et en " linéarisant " le modéle autoun;ded (c’est a dire autour de p). On obtient

une fonction objective qui est minimisée par urodtgme d’optimisation de type gradient

[90]

La méthode FOCEHRrst Order Conditional Estimationsemble aujourd’hui consensuelle
pour toute analyse de population. Ses performagicea supériorité par rapport a la méthode
FO ont été largement discutées lors ducihgrés du PAGEPppulation Approach Group in
Europe, Thirteenth meetind7-18 juin, Uppsala, Suéde 2004). Davidian et ot rapporté
gue la linéarisation du modéle autour de la moyadeseparameétres pouvait étre a I'origine
d’un biais important sur I'estimation de u et Crtgut lorsque la variabilité inter-individuelle
dans la population est importatts. La méthode FOCE propose une linéarisation du jerem
ordre autour des " estimées courantes " des edfféttoiresn; et non pas autour dg=0.
Beal et Sheiner considérent cette méthode commérisupe a la méthode FO, et proposent
son utilisation lorsque la variabilité interindivelle est grande et que le nombre de données

par individu est importarit”.
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3.2.2 Méthodes " non paramétriques "

#81 puis modifié par SchumitzK$? pour

Elles utilisent un principe introduit par Mallet al.
permettre sa programmation sur micro-ordinateur. p@ecipe consiste a se donner une
distribution de parametres pharmacocinétiques kofsme d'une densité de probabilité, puis
a calculer la probabilité conditionnelle des réaslt expérimentaux (c'est-a-dire la
vraisemblance) par rapport a cette distributiontteCeerniére est alors automatiquement

ajustée par un algorithme spécifique, fonctionrdamimaniere itérative, afin de maximaliser

cette vraisemblance.

L'utilisateur doit avoir estimé au préalable le @dame de variation de chaque parametre
pharmacocinétique afin de fixer les bornes de iliegur laquelle sera évaluée la densité de
probabilité. En pratique, une estimation grossieuéit, la grille pouvant étre affinée par

essais et erreurs en fonction des résultats dugroge.

Ces méthodes ne dépendent d'aucune suppositioeroant la forme de la distribution des

parameéetres pharmacocinétiques dans la populatites Bont donc particulierement bien

adaptées a l'étude de distributions non gaussiconede mélanges de populations. Il reste
toutefois a poser des hypotheses sur la forme ddelmopharmacocinétique (nombre de
compartiments...) et du modele d'erreur résidueke,qui peut influencer grandement les

résultats.
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Article 1

High performance liquid chromatography coupled with
electrospray tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) mbod for
the simultaneous determination of diazepam, atropie and

pralidoxime in human plasma

Journal of Chromatography B, October 2008

Volume 15, Issue 874, Pages: 42-50.
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1. INTRODUCTION

Les agents neurotoxiques organophosphorés " O&ih(soman, tabun) sont des produits
chimiques extrémement toxiques qui ont été misantgar le chimiste allemand, Gerhard
Scharder, avant et pendant la Seconde Guerre nendis possedent des effets
neurotoxiques potentiels entrainant des conségeengele plan militaire et civil, comme en
témoignent les conflits armés ou les attaquesristes.

L'exposition a ces inhibiteurs de la cholinestérggevoque une intense stimulation
cholinergique postsynaptique. Les signes de t@xictmprennent : hypersécrétion, détresse
respiratoire, tremblements, convulsions, puis c@&ndéces. Ces effets toxiques sont liés a
I'hyperactivité du systeme cholinergique en inhib&n cholinestérase ce qui augmente
I'acétylcholine au niveau des sites centraux éppériques.

Les benzodiazépines sont efficaces contre les $yng# induit par les OP, avec une forte
synergie lorsqu'elles sont associées a des antiehgiques et des désactivateurs de la
cholinestéras€?. Plusieurs benzodiazépines ont été testées @démhm a été retenu grace
a son activité accrué”. Ainsi, le diazépam est recommandé comme un tnait¢ standard
de convulsions provoquées par des agents neuraessicainsi que les réactivateurs de la
cholinestérase (pralidoxime, HI-6) et un antagenisuscarinique telle que l'atropifier !

Ce traitement associant trois médicaments est tondé sous forme liquide dans des auto-
injecteurs qui doivent étre administrés par voigamusculaire. Cependant, contrairement
aux réactivateurs de la cholinestérase (les oxiraesje l'atropine, le diazépam n'est pas
hydrosoluble. Cette propriété chimique limite soctivdté pharmacologique apres une
injection intramusculaire (i.m.) et exige doncd@mporation d'un solvant organique dans la
triple formulation injectable.

Par conséquent, une prodrogue du diazépam solabkelgau, I'avizafone, a été développée

en tant que composant d'un meélange meédicamenteuguagavec de l'atropine et la
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pralidoxime. L'avizafone est efficace pour stopfesr convulsions induites par le sonfih

Un auto-injecteur contenant un mélange de chlodtedd’avizafone, de sulfate d'atropine, et
de méthylesulfate de pralidoxime, est actuellemgitisé. La formulation est une poudre
lyophilisée destinée a étre diluée dans I'eau a@dministration par injection i.m.

Dans la littérature, plusieurs méthodes de quaatiin des benzodiazépines ont été
rapportées. Des méthodes analytiques, telles quehdamatographie sur couche mince
(CCM)® la chromatographie liquide & haute performanee an switch de colonn&8§*%!

et de dosage immunologiqlf8”, ainsi que différentes méthodes de LC/MS/NS 1% et
CE/MS/MS 1% %l sensibles et sélectives, sont actuellement wdiggour la quantification
du diazépam et des 1-4 benzodiazépines.

Plusieurs méthodes de chromatographie liquide éjit été signalées pour la quantification
de la pralidoxime dans le plasma. Ces méthodesiqmeit la détection UV?* 2 et la
détection électrochimiqu&™®.

D’autre part, le dosage de l'atropine dans la e&tbiologique peut se faire par différentes
techniques, y compris HPLC avec détecteurlty¥ ou spectrométrie de masse en tanf&n
199 et chromatographie en phase gazeuse avec spéttiode massé'?. De plus, I'atropine

a été évaluée en équivalents en dl-hyoscyaminemmaméthode radioimmurit et dosage
des radio-récepteuls?. Néanmoins, aucune méthode n'a pas encore été@uléicrivant la
guantification simultanée de la pralidoxime, duzéam et de l'atropine dans une matrice
biologique.

Dans cet article, nous décrivons le développemena ealidation d'une méthode rapide,
sensible et spécifique pour la quantification agstmolécules utilisées dans le traitement de
I'intoxication par les OP dans le plasma humaim, HALC couplée a la spectrométrie de

masse en tandem avec ionisation par electrospray.
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Cette méthode a été associée a un prétraitemeptesdiéchantillons, et la validation de la
méthode a été réalisée selon les récentes lignestriies internationales pour la validation

bioanalytique.
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A high-performance liquid chromatography coupled with electrospray tandem mass spectrometry
{LC/Ms/MS) procedure for the simultaneous determination of diazepam from avizafone, atropine and
pralidoxime in human plasma is described. Sample pretreatmnent consisted of protein precipitation from
100 ! of plasma using acetonitrile containing the internal standard (diazepam D5), Chromatographic
separation was performed on a X-Terra® M5 Cg column (100 mm = 2.1 marm, i.d. 3.5 pm |, with a quick step-
wise gradient using a formate buffer (pH 3, 2 mM) and acetonitrile at a flow rate of 0.2 ml/min. The triple
quadrupcle mass spectrometer was operated in positive ion mode and multiple reaction monitoring was
used for drug quantification, The method was validated over the concentration ranges of 1-500 ng/ml
for diazepam, 0,.25-50ng/ml for atropine and 5-1000ng'm for pralidoxime, The cocfficients of varia-
tion were always <15% for both intra-day and inter-day precision for each analyte, Mean accuracies were
also within £15% This method has been successfully applied to a pharmacokinetic study of the three
compounds after intramuscular injection of an avizafone-atropine-pralidaxime combination, in healthy
subjects,

© 2008 Elsevier BY, All rights reserved.,

1. Introduction

hyperactivity of the cholinergic system because cholinesterase is
inhibired and acetylcholine increases at central and peripheral

Organophosphate "OP" nerve agents (sarin, soman and tabun)
are extremnely toxic chemicals that were developed by the Ger-
man chemist, Gerhard Scharder, before and during World War
II. They pose potential neurotoxic effects to both military and
civilian population, as evidenced by armed conflicts or terrorist
attacks.

Exposure to organophosphorous cholinesterase inhibitors
causes a progression of toxic signs and symptoms, including hyper-
secretion, fasciculation, tremors, comiulsions, coma and respiratory
distress, which can lead to death. These toxic effects are due to

* Corresponding author at; CHU d'Angers, Service Fharmacol ogie-Toxicologie, 4,
Rue Larrey, Angers ced e 09 F-49933, France, Tel : +33 241353642,
faz: +33 241354877
E-mail address: chadi.abbara@gmail com {C. Abbara).

1570-0232/3 - see front matter € 2008 Elsevier BV, All rights reserved.
dai: 101016/ jchromb 200808 027

sites.

Benzodiazepines are effective against OP-induced symptoms,
with strong synergisticeffects when combined with cholinesterase
deactivators and anticholinergic drugs [1]. Different benzodi-
azepines have been tested and enhanced activity of diazepam was
abserved [2]. Thus, diazepam has been recommended for standard
treatment therapy of convulsions caused by nerve agents, along
with cholinesterase reactivators (pralidoxime, HI-6) and a mus-
carinic antagonist such as atropine [3,4].

Three-drug regimens are currently packaged in a single auto-
injector which must be used intramuscularly. However, compared
e cholinesterase reactivators and atropine, diazepam is not
water soluble. This chemical property limits the pharmacological
potency of diazepam for intramuscular{i.m.) injection and requires
incorporation of an organic solvent in the triple injectable formu-
lation.
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Table 1

Retention imes and monitored trarsitions of the analytes and the internal standard
Retention cime (ming Precursor (mjz) Productimiz)

Pralidoxime 18-21 137 114

ArTopine E-52 240 124

Diazepam T-15 285 103

Diazepam D& T-75 200 198

Therafore, a water-soluble prodrug of diazepam, avizafone, was
developed as a component of an aqueous drug mixture with
atropine and a cholinesterase reactivator. Avizafone is effective in
arresting soman-induced seizures [3].

The three-drug regimen is currently packaged in a sin-
gle auto-injector device containing a combination of avizafone
hydrochloride, atrapine sulfate and pralidexime methyl sulfate. The
formulation is a lyophilized powder to be diluted with water for
injection before i.m, administration.

Several methods have been reported in the literature for the
quantification of benzodiazepines. Several analytical methods,
such as thin-layer chromatography (TLC) [6], column-switch high-
performance liquid chromatography [7-9] and immunoassay [10],
as well as different sensitive and selective LC/MS/MS [11,12], and
CE/MS/MS [13,14] are currently used for the quantification of
diazepam and 1-4 benzodiazepines.

007 -

o

110 120 130 140

In fact, several LC methods have already been reported for the
quantification of pralidexime in plasma. These assays involved UV
detection [15,16] and electrochemical detection [17].

Additionally, quantification of atropine in the biological matrix
has been accomplished by different techniques including HPLC
with UV detector [ 18] or tandem mass spectrometry [ 19,20] and gas
chromatography with mass spectrometry [21]. In addition, atropine
was quantified as dl-hyoscyamine equivalents with a radioimmuno
assay [22] and a radio receptor assay [23]. Nevertheless, no method
isyet published describing the simultaneous quantification of prali-
doxime, atropine and diazepam in a biological marrix.

In this paper, we describe the development and validation of
a rapid, sensitive and specific method for the quantification of
three molecules usad in the treatment of OP intoxication in human
plasma, using HPLC coupled with electrospray ionization tandem
mass spectrometry.

This method was combined with a simple sample pretreatment,
and the validation of the method was performed based on the most
recent international guidelines for bioanalytical validation.

2. Experimental

21, Chemicals and reagents

Drug standards pralidoxime, atropine and diazepam were pur-
chased from Sigma-Aldrich (5t Quentin Fallavier, France). The
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Fig. 1. Full scan mass spectra of pralidocime (a) diazepam (b) and atropine ()
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Table 2

matogr. B 874 (20081 42-50

Interday and intraday precision { V&) and accuracy { deviation®) for the three analytes in spiked human plasma samples

Analyte Inter-day reproducibility (n=6) Intra-day reproducibilicy (n=61
Mominal concentration i ngfml) Measured concentration (ngiml Acouracy® o Measured concentration ing'ml) Accuracy® (4
Pralidoxime 15 159 589 B.ET 16 BET 674
300 330 a8 425 an am B33
800 J85 —1283 E.64 Joo -7 EB8
Atropine 075 07a 85 T48 oFr 300 34
15 156 3in 5@ 16 E.67 694
40 35 -1.18 E.07 448 733 733
Diazepam 3 312 385 748 3.m 278 125
150 156 in2 542 165 102 2n
400 395 -1.14 B.07 384 -401 482
Table 3
Lowver limit of quantification precision (CV&%) and accuracy (deviation®) for the three analytes in spiked human plasma samples
Analyte Lower limit of quantification (n=18)
Mominal concentration Measured concentration Accuracy® oV
Pralidosime 5 EEB 135 349
Atropine 025 0233 —430 188
Diazepam 1 112 ne 368

internal standard ([5.) pentadeuterated diazepam was obtained
from Promochem (Molsheim, France ). HPLC grade acetonitrile and
methanol, and analytical grade formic acid and ammonium for-
mate were purchased from Merck {Fontenay sous Bois, France).
Milli-Q) water was used throughout the analysis. Drug-free human
plasma was obtained from the hospital blood bank [ Angers Hospi-
tal, France).

2.2, Preparation of drug standards [stock solutions, working
solutions and plasma standards )

Stock solutions of each analyte were prepared in methanol at a
concentration of 1 mg/ml.

(dyiog,

n %]

During analysis, two stock solutions were used for each analyte:
one to spike the plasma calibration standards, the other to prepare
the quality control "QC" samples.

Stock solutions were diluted further in methanol:water (50:50,
v{v) to obtain two working solutions. The first solution contained
pralidoxime and atropine at 20 and 1 pg/ml, respectively. The sec-
ond solution contained diazepam at 10 pg/ml.

These working solutions were then diluted in human drug-free
plasma in order to obtain calibration curve standards and QC sam-
ples.

The stock solution of the LS. (diazepam D5) was prepared in
methanol at a concentration of 1 mg/ml. This solution was diluted
to a concentration of 100 ng/ml in acetonitrile. The final solution

.04 00l =158
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Fig. £ MRM chromategrams (a-d) of a processed zero point sample; pralidosime transition {a), atropine transition {b). diazepam transition( ) and diaze pam DS transition
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75



C Abbam et al, /|, Chromategr, B 874 (20081 42-50 45

X 901 =4963
(d)100 | 1066
s
0 . PSS SYY | O
200 .00 4.00 £.00 600 T.00 EOD o.0g
B 1851 =1837
(5180 51865
%
0 Ly
2 100 4.00 &0 &00 r.ag B 404
5 2601 = 1341
(B)100 | 9966
" |
0 : \
200 100 4.00 600 (0] T.o0 o0 o.0d
(C) I 1 1371 = 1101
35705
g }
o

300 100 400 400

g00  roo ged 600

Time (min}

Fig. 3. MEM chromatograms {a-d)of a processed quality control sample at high concentration level: pralidcesime transition {3, 790 ng/ml}, atropine transition (b, 38 ngfml ),

diazepam trarsition (¢, 391 ng'mli and diazepam DS tramsition (d ).

was used as a protein precipitation reagent. All stock solutions were
stored at —20°C.

Calibration standards (at seven concentrations) and QC sam-
ples {at low, medium and high levels) containing the three studied
molecules were prepared in plasma by diluting various volumes of
working solutions in human drug-free plasma. The following con-
centration ranges were validated: 5-1000ng/ml for pralidoxime,
0.25-50 ng{ml for atropine and 1-500 ng/ml for diazepam.

2.3, Sample preparation

To 100 pl of plasma (QC, calibration standard and subject),
150l of protein precipitation reagent (including [.5.) was added.
Afrer vortex mixing for 30 s, the samples were ultra centrifuged
at 10,000 rpm for 5 min. The supernatant was then transferred into
autosamplervials, and 10 pul aliquot was then analyzed by the chro-
matographic system.

24, Clromatographic and mass speciromelric conditions

The LC separation was performed using a Waters Alliance®
2695 separation module system. Chromatography was carried out
at 40°C in a reversed phase system using 3 X-Terra® MS Cg col-
umn (100 mm = 2.1 mm, id. 3.5 pm) protected with X-Terra® M3
Ca (10 mm x 2.1 mm, i.d, 3.5 pum) precolumn{Waters, Saint Quentin
en Yvelines, France).

Aquick stepwise gradient was used toelute the compounds from
the column. At time zero, a mixture of 99% of ammonium formate
buffer (pH 3, 2mM) and 1% of acetonitrile was flushed through
the column. From 2 to 2 min, the percentage of acetonitrile was
increased to 2% linearly. Then, from 3 to 3.1 min, acetonitrile per-
centage was augmented to 95%. This solution of 95% acetonitrile
was held till 7.5 min. From 7.5 to 8 min, the solution was changed
to 1% of acetonitrile. From 8 to 11 min the HPLC column was re-
equilibrared before the next injection. The flow rate was maintained
at 0.2 mljmin. The column outlet was connected to the electrospray
sample inlet,

The separated compounds were detected with a Waters Micro-
mass Quattro Premier® triple quadrupole mass spectrometer with
an electrospray source operating in positive ionization mode, The
ionization source conditions were as follows: capillary voltage of
3.0kV, source temperature of 120+C and desolvation temperature
of 80-C. The cone and desolvation gas flows were 60 1/h and 651 1/h,
respectively, and were obrained from a nitrogen generator (Peak
Scientific). Argon was used as the collision gas and regulated at
0.25 mlfmin. The multiplier was set to 650V,

Mass spectrometer conditions (cone and collision energy ) were
optimized by direct infusion of the compound into the source
(solutions at 0.5 mg{ml in waterzmethanel (50:50, wv)). Mul-
tiple reaction monitoring (MREM) was used for data collection
and the precursor{product ion transitions were listed in Table 1.
ES] mass spectra of pralidaxime, atropine and diazepam are
shown in Fig. 1. Data were processed by Masslbynx® NT soft-
Ware,

2.5 Validation procedure

Validation of the apalytical method was based on the Food and
Drug Administration (FDA) guidelines for bicanalytical method val-
idation published on-line [24].

2.51. Linearity

Calibration standards were prepared and analyzed in tripli-
cate in three independent runs. Calibration curves (area ratio
with 15 vs. mominal analyte concentration) were fitted by
least square linear regression without weighting and using 1/X
and 1/%% (¥=concentration) as weighting factors. In order to
establish the best weighting factor the goodness of the At
graphs were examined. To assess linearity, deviation of the
mean calculated concentration over three runs should be within
+15% of nominal concentration with a coefficient of waria-
tion (CV) <15%. At the lower limit of quantification (LLOQ)
level, a dewviation of £20% and a CV up to 20% was permit-
ted.
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Table 4
Stability study resules
Analyte Mominal concentration Three freeze/thaw opcles =20+ 25+C Extracted at 25=C
Recovery® o Recovery® (809 Recovery® (89 Recovery® Ve
Pralidestime 15 10467 1400 101,33 13,40 10267 961 11033 384
300 10033 530 96,13 426 a1 455 10225 10,49
800 96,90 820 9653 450 2230 530 o1.41 551
Atropine 075 95 56 1200 9624 1020 10432 975 105 20 680
15 10423 a.00 8750 =3:11] |ed 421 10452 752
40 106,32 800 10120 580 102,30 780 06,30 523
Diazepam 3 07 &7 803 10556 720 108 67 1015 110,00 420
150 105,00 050 R 550 10353 kbrr) 101,33 512
400 10650 631 104,70 430 10588 602 672 298

2.5.2. Accuracy and precision

The QC samples already prepared were used for precision and
accuracy determination, the three QC levels were chosen to cover
the calibration curve range.

Precision was calculated as the CW% with a single run (Intra-
assay) and between different runs (Inter-assay). Accuracy was
determinad as the percentage of deviation between measured and
nominal concentration.

2.5.3. Limit of detection (LOD) and lower fimit of quantification
(LLOQ)

The limit of detection was set to the lowest concentration where
the signal of the compound was threefold higher than background
noise.

The LLOQ was experimentally chosen as the minimal concen-
tration in plasma samples that could be confidently determined.
FDA guidelines recommend that the deviation between measured
and nominal concentration at LLOQ) should not deviate more than
+20% with a precision <20%,

2.54. Specificity

Specificity refers to the abilicy of analytical method o differen-
tiate and quantify the analyte in the presence of other components.
Specificity was examined by applying the pretreatment procedure
to drug-free human plasma samples (n= 5] as previously described
by Shahet al. [25].

2.55. Stahility

The stability of analytes was investigated at various concentra-
tions during all steps of analysis.

Therefare, freshly prepared QC samples at three concentration
levels were stored for 24 hat room temperature, 3 monthsat -20°C
and underwent three freeze] thaw cycles.

The stabilicy of extracted samples was assessed by reanalyzing
a calibration curve and duplicate QC samples at each level after
storage for approximately 20 h at room temperature.

2.5.6. Assessment of mamix effects

Toassess any possible suppression or enhancement ofionization
due to sample matrix, three types of experiments were performed.

In the first experiment, blank plasma samples of subjects at time
0 (before administration of any drug), used as negative samples
were analyzed.

The second experiment included the evaluation of the matrix
effect as described by Matuszewski et al. [26]. For this test two sats
of samples are necessary. 5et A consists of standard solutions. For
sef B blank samples are supplemented with the same amount of
standards as used for set A

Absolute matrix effects were calculated with the formula:
ME®=B/A : 100.

Relative matrix effect was based on direct comparison of the
MS/MS responses of extracts originating from different batches

{sources) of biological fluid {set B) with analytes spiked into. The
variability of the responses, expressed as CVs(%), can be considered
as a measure of the relative matrix effect for a given analyre.

The final procedure was based on the post-column infusion of
an analyte in a chromatographic run of an extract or a blank matrix
[27]. The signalwas compared to the signal obtained with the post-
column infusion of the same model analyte in a chromatographic
run with eluent only.

26, Clinical application

Twenty healthy adult male volunteers between the ages of
18 and 45 years (29.7 £6.3 vears, mean £50) were selected for
the clinical study. All subjects provided written informed consent
and the Ethics Committee has approved the clinical protocol. All
volunteers were assessed as healthy based on medical history,
clinical examination, blood pressure, ECG and laboratory investi-
zation ( hematology, blood biochemistry and urine ). Mo subject had
a history or showed evidence of hepatic, renal, gastrointestinal,
or hematological deviations, or any acute{chronic disease or drug
allergy.

The study was conducted in an open, randomized, single-doss,
three-way, cross-over design with a 3 weeks washout period
between the treatments. Each subject received the following treat-
ments by i.m. injection: 20 mg of avizafone chlorhydrate, 11.2 mg of
diazepamand 20 mg of avizafone chlorhydrate combined with 2 mg
of atropine sulfate and 350 mg of pralidoxime methyl sulfate using
the bi-compartmental auto-injector under development [AIBC)

Blood samples were collected before im. administration, and
0.0833,0.25,0.5,075,1, 15 2,3, 4,6, 8, 12,24, 36, 48,72, 96,120
and 168 h after treatment administration. The blood samples were
centrifuged and plasma was separated and stored at —80+<C until
drug assay.

1. Results and discussion
2.1, Chromatographic conditions

The method permitted the separation and the simultaneous
quantification of molecules usad in the treatment of intoxication
by organophosphorous compounds. These molecules vary greatly
with respect to their hydrophilic nature. Hence, application of the
stepwise gradient method was necessary in order to obtain an
acceptable run time with accurate and precise quantification.

Upon injection, a small percentage of acetonitrile was applied
in order to elute pralidoxime with enhanced resolution. Once the
elution of pralidoxime and atropine was completed, the percent-
age of acetonitrile was increased to 95% to elute diazepam. Use of
a dramatic gradient permitted simultaneous quantification of the
three compounds in the treatment. It was necessary to increase the
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Table &
Matrix effect study (n= 6§ resules
Arnalyte Mominal concentration (ngfml) Rlecoveny® 0%
Pralid oxime 15 A 260
300 393 133
800 452 117
ArTopine Q75 405 1.04
15 w3 0,63
40 &7 135
Diazepam 3 nz2 Fiiral
150 EI R 318
400 06 5o

acetonitrile percentage quickly because of the differences in the
hydrophilic nature of the molecule {atropine and pralidoxime are
highly mydrophilic while diazepam is highly lipophilic).

Varying pretreatment procedures, including a liquid-liquid or a
solid phase extraction were not applicable due to the variability in
molecules nature. Also, the pretreatment procedurs permitting the
extraction of three molecules would be labor intensive and time
consuming. To expedite the sample processing, a protein precip-
itation using acetonitrile was applied. This sample pretreatment
procedure allowed the quantification of pralidoxime atropine and
diazepamwith a LLOC} that favorably compared to methods already
published [9.17].

3.2 Validmion procedure

The assay was linear over the validated concentration ranges
of 1-500ng/ml for diazepam, 5-1000ng/ml for pralidoime
and 0.25-50ng{ml for atropine, with determination coefficients
B2= 099, The best calibration curves fitting was obtained using
a weighting factor of ‘J,'(concenrration)z for all analytes. Devia-
tions from the nominal concentration ranged from -5 to 15% for
all analytes at all concentrations. The overall precision of the back-
calculated standard concentrations was <14.3% for all analytes and
at all concentration levels.
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Fig. 4 MRM chromatograms for pralidozime (a), atropine (b and diazepam {c)
during post-column infusion and subsequent injection of blank human plasma
eqtracted according to the assay. Retention times for pralidoxime, foratropine and
diazepam are, respectively, 1.8, 6.0 and 5.9 min.

Intra- and inter-assay validation results are presented in Table 2.

The intra-assay precision as measured by the OV of mean of six
analyses of three QC sample concentrations in one run. [twas<12%
for all tested concentrations for all compounds,

The mean inter-assay precision did not exceed 9.6% for all ana-
lytes,

Intra-assay accuracies were within £13.5% for the limit of quan-
tification and within =11.1% for the other concentrations.

Samples above the upper limit of quantification could be rean-
alyzed and quantified with acceptable accuracy after dilution with
drug-free human plasma.
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Fig. 5. MRM chromatograms (a-d ) of a processed subject sample 30 min after the intramuscular administration of the three anabytes: pralidocime transitionia, 1928 ng/mi |,
atropine transition (b, 3.8 ng'ml), diazepam transition {2, 207 ng/mi )} and diazepam DS transitonid)
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Fig. 6. Diazepam mean pharmacokinetic profile afterthe intramuscular adminiserat
using the bi-compartmental auto-injector “AIBC (¢

The LOD was set to 0.1 ng/ml for diazepam, 1 ng{ml for prali-
doxime and 0.075 ng/ml for atropine.

The LLOG) was validated at 1ng'ml for diazepam, 5ng/ml for
pralidoxime and 0.25 ng/ml for atropine in human plasma.

For LLOGY, the CV (= &) of the quantified concentrations ranged
from 349 to 18.5%. The accuracies for LLOOS were within £13.5%
for all analytes (Table 3).

3.21. Selectivity and specificity
Drug-free human plasma (=53] was analyzed using the chro-
matographic conditions used to quantify the studied molecules.

ionof avizafone alone (a) diazepam alone (b and avizafone with atropine and pralidaxime

Fig. 2 shows the extracted single ion chromatograms of drug-free
human plasma spiked with internal standard. Fig. 3 shows the
extracted single ion chromatograms of high-level quality control
sample. No significant endogenous interfering peaks were noticed
at the retention time of the studied analytes.

3.2.2. Stability

The results of stability study are presented in Table 4. The sta-
bility of extracted samples was tested by reinjecting a calibration
standards and duplicate QC samples at each concentration after
storage for approximately 20 h stored at room temperature. Stan-
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Fig.7. Atropine mean pharmacokinetic profile after the intramuscular administration of atropine with avizafone and pralidoedme using the bi-comparimental auto-injector

“AIBC”

dards and QC samples deviation remained within £13.4% for all
analytes.

The stability of plasma samples exposed to three cycles of
freezing and thawing prior to analysis was assessed by analyz-
ing triplicare QC samples at each concentration level after three
freezefthaw cycles. The mean plasma concentrations for QC sam-
ples remained within £7.87% of nominal levels and that for all
molecules at the three levels indicared acce ptable stability for sam-
ples thawed up to three times before analysis.

The stability of plasma samples exposed to thaw at room tem-
perature storage conditions was tested by analyzing triplicate QC
samples at each concentration level after storage at room tempera-
ture during 24 h. Mean plasma concentrations for these QC samples
were within £9.93% of nominal levels, indicating acceptable stabil-
ity of analytes in samples thawed 24 h prior to analysis.

The stability of frozen samples was tested by analyzing QC
samples in triplicate at each concentration after storage for approx-
imately 3 months at —20°C. Mean plasma concentrations for QC
samples remained within £5.56% of nominal levels, indicating
acceptable stabilicy for samples stored at least 3 months at -20°C

3.2.3, Assessment of matrix effects

Plasma samples were obtained before treatments administra-
tion. These samples were used as negative controls to compare the
baseline chromatograms with those obtained after drug adminis-
tration.

The matrix effect evaluation procedure showed a low influence
on the qualitative and quantitative determinations, and this was

g

g

2

Mean plasma concentration (rgimil)
8

further confirmed by the post-column infusion test. As far as an
absolute matrix effect is concerned, the percentages of recovery
were <100% indicating an ionization suppression. Meamwhile, the
assessment of the relative matrix effect showed that the precision
of the determination of s2t B at three concentration levels varied
very slightly from 063 to 5.89%, for all analytes (Table 53 These
data showed that the relative matrix effect for the three analytes
was nearly absent.

Post-column infusion { 10 plfmin) of the three analytes into the
mobile phase while injecting extracted blank matrix is avery useful
tool to determine the location of interference peaks that cause ion
suppression. Mo critical area around the retention times of the three
analytes was detected (Fig. 4).

3.2 Clinical application

For pharmacokinetic purpose, over 1200 plasma samples from
20 subjects have been assayed using the biocanalytical method
described above. Fig. 5 shows the extracted single ion chro-
matograms of a subject’s plasma, spiked with internal standard,
30 min after i.m. administration of the three compounds. Fig. 6
shows the mean pharmacokinetic profile of diazepam after i.m.
administration of avizafone alone, diazepam alone and avizafone
with atropine and pralidoxime using the bi-compartmental auto-
injector "AIBC™.

Fiz. 7 shows the mean pharmacokinetic profile of atropine after
i.m. administration of atropine with avizafone and pralidoxime
using the bi-compartmental auto-injector “AIBC.

1000
500
T — .
b t + t t - t +
o 2 4 E B 10 12
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Fig. 8. Pralidozime mean pharmacokinetic profile after the incramuscular administration of atropine with avizafone and pralidmdme using the bi-compartmental auto-

imjector “AIBC",

80



= CAbbaraeral./J Chromatogr, B 874 (2008) 42-50

Fig. & shows the mean pharmacokinetic profile of pralidoxime
after i.m. administration of pralidoxime with atropine and aviza-
fone using the bi-compartmental auto-injector “AIBC".
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2. DISCUSSION

2.1 Conditions chromatographigues

La méthode a permis la séparation et la quantificatimultanée de molécules utilisées dans
le traitement de l'intoxication par les composéganophosphorés. Ces molécules étant tres
variables quant a leur nature hydrophile, l'applica de la méthode de gradient était
nécessaire afin d'obtenir un temps d’analyse aabkptavec une quantification précise et
exacte.

Lors de l'injection, la phase mobile contient uibl&pourcentage d'acétonitrile afin d’éluer la
pralidoxime avec une bonne résolution. Une folatién de la pralidoxime et de I'atropine est
achevée, le pourcentage d'acétonitrile est pd@&2a pour éluer le diazépam. L'augmentation
brutale du gradient a permis la quantification dteamée de ces trois composés du traitement.
Il a été nécessaire d'augmenter le pourcentagetdfdtile rapidement en raison des
différences dans la nature hydrophile des moléc(llasopine et la pralidoxime sont trés
hydrophiles, tandis que le diazépam est hautenpayhile).

Différentes procédures de prétraitement, y comyomis extraction liquide-liquide ou en phase
solide ne sont pas applicables en raison de laahitité de la nature hydrophile des
molécules. En outre, la procédure de prétraitempemettant |'extraction des trois molécules
serait longue et laborieuse. Pour accélérer leetrant des échantillons, une précipitation de
protéines en utilisant I'acétonitrile a été appéiguCette procédure de prétraitement a permis
la quantification de l'atropine, la pralidoximeletdiazépam avec une limite de quantification

(LLOQ) favorable par rapport aux méthodes déja igesf' 1%

2.2 Procédure de validation

La méthode était linéaire sur les gammes de coratent validées : 1-500 ng/ml pour le

diazépam, 5-1000 ng/ml pour la pralidoxime, et &R5ng/ml pour l'atropine, avec des
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coefficients de déterminatior’R 0.99. Le meilleur ajustement des courbes d'étalgam été
obtenu en utilisant un facteur de pondération deomtentratiorf) pour tous les composés
analysés. Les écarts par rapport a la valeur ndendeala concentration variaient de 5 a 15%
pour tous les composés et a toutes les concemisatlca précision globale de calcul de
concentrations prédites pour la gamme était infiéeiéx 14,3% pour tous les composés et a
tous les niveaux de concentration.

Les résultats de la validation intra et inter-essant présentés dans le tableau 2.
La précision intra-essai mesurée par le CV% de tyamne de six analyses de trois
échantillons de contréle qualité (CQ) en une senalyse était <12% pour toutes les
concentrations testées et pour tous les composés.

La précision moyenne inter-essai ne dépassait p&8% Yoour tous les composés.
Les exactitudes intra-essai ont été a +13,5% padiniite de quantification et de +11,1%
pour les autres concentrations.

Les échantillons ayant des concentrations supé@setia limite supérieure de quantification
sont ré-analysés aprés dilution dans du plasma.

La limite de détection a été fixée a 0,1 ng/ml peuwtiazépam, 1 ng/ml pour la pralidoxime et
0,075 ng/ml pour l'atropine.

La LLOQ a été validée a 1 ng/ml pour le diazépamg/nl pour la pralidoxime et 0,25 ng/mi
pour l'atropine dans le plasma humain.

Pour la LLOQ, le CV (n=6) de la quantification \atide 3,49 a 18,9%. L'exactitude de la
LLOQs était entre +13,5% pour tous les composdde@a 3).

Sélectivité et spécificité:

Des échantillons de plasma humain vierge (n = )¢t analysés en utilisant les conditions
chromatographiques appliquées pour quantifier lelecnles étudiées. La figure 2 montre les

chromatogrammes d’'un blanc surchargé avec ['étalderne. La figure 3 montre les

83



chromatogrammes d'un échantillon de contréle ofalu niveau haut. Aucun pic
d’interférence endogéne n'a été remarqué aux tedepsétention des composés étudiés.
Stabilité:

Les résultats de I'étude de stabilité sont préseta@s le tableau 4. La stabilité des extraits
des échantillons a été testée par la réinjectiom @ehantillons standard d’'une gamme
d’étalonnage, ainsi que des échantillons de CQaarbld a chaque niveau, aprés stockage
d'environ 20 heures a température ambiante. L'é@gtstandards et des échantillons de CQ
est resté a £13,4% pour tous les composeés.

La stabilité des échantillons plasmatiques exposas 3 cycles de congélation et
décongélation avant d'étre analysés a été évatuaratysant les échantillons de CQ en triple
a chaque niveau de concentration. Les moyennes cdesentrations plasmatiques
d'échantillons de CQ sont restées a +7,87% de feerration nominale indiquant une
stabilité acceptable pour toutes les moléculestanis niveaux dans les échantillons ayant été
congelés et décongelés jusqu'a trois fois avamaliae.

La stabilité des échantillons plasmatiques conseavéempérature ambiante a été testée en
analysant les échantillons de CQ en triple a chaiueau de concentration aprés un stockage
a température ambiante pendant 24 heures. Les meyates concentrations plasmatiques
d’échantillons de CQ ont été a £9,93% de la comagoh nominale indiquant une stabilité
acceptable des molécules dans des échantillonsgiélés 24 heures avant d'étre analysés.

La stabilité des échantillons congelés a été tesiéaalysant les échantillons de CQ en triple
a chaque niveau de concentration, aprés un stockapgees de 3 mois a -20°C. Les moyennes
des concentrations plasmatiques d'échantillons @es@ht restées a moins de +5,56% de la
concentration nominale, indiquant une stabilitéeptable pour les échantillons conservés au

moins 3 mois a -20 ° C.
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Evaluation de I'effet matrice:

Des échantillons plasmatiques ont été prélevéstaaadministration des traitements. Ces
échantillons ont été utilisés comme témoins négatiih de comparer les chromatogrammes
de référence a ceux obtenus aprés administrat®meéeicaments. La procédure d’évaluation
de I'effet matrice a montré une faible influence Bucomposition qualitative et quantitative,
et ce point a également été confirmé par le tegtediision post-colonne. En ce qui concerne
I'effet absolu de la matrice, les pourcentages é@eupération étaient inférieurs a 100%
indiquant une suppression de l'ionisation. Toutefbévaluation de I'effet relatif de la matrice
a montré que la précision de la détermination deétée B a trois niveaux de concentration
variait trés légerement de 0,63-5,89%, pour tolg#ssnolécules (tableau 5). Ces données ont
révélé que l'effet relatif de la matrice pour lesis molécules était presque absent.

La perfusion post-colonne (a 1®/min) des trois molécules dans la phase mobiléomest
l'injection de [l'extrait de blanc de matrice, esh wutil trés utile pour déterminer
I'emplacement des pics d’interférence provoquast suppression d'ions. Aucun pic critique

aux méme temps de rétention des trois moléculeété’détecté (figure 4).

2.3 Application clinique

Afin d’étudier les pharmacocinétiques, plus ded26hantillons plasmatiques de 20 sujets
ont été testés en utilisant la méthode bioanalgtidécrite ci-dessus. La figure 5 montre les
chromatogrammes d’un échantillon plasmatique dijetssurchargé avec I'étalon interne, 30
min aprés l'‘administration i.m. de trois composés figure 6 montre le profil
pharmacocinétique moyen du diazépam apres I'adtratien i.m. de l'avizafone seule, le
diazépam seul et l'avizafone avec l'atropine giriidoxime a l'aide de 'auto-injecteur bi-

compartimental " AIBC ".
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La figure 7 montre le profil pharmacocinétique moye 'atropine aprés I'administration i.m.
d'atropine avec l'avizafone et la pralidoxime eilis#nt |'auto-injecteur bi-compartimental
"AIBC".

La figure 8 montre le profil pharmacocinétique moyele la pralidoxime apres
'administration i.m. de la pralidoxime avec I'apioe et l'avizafone a l'aide de Il'auto-

injecteur bi-compartimental " AIBC ".
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Article 2

Pharmacokinetic Analysis of Diazepam Liberation
From its Prodrug in Healthy Volunteers:
Noncompartmental Approach And Compartmental
Modeling

Article soumis a British Journal of Pharmacology
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1. INTRODUCTION

Les agents organophosphorés, qui sont largemehséatidans le monde comme des
insecticides agricoles, ont une toxicité importam qui pose un grave probléeme de santé
publigue mondiale, avec plus de 3 millions d'empaement et 200000 déces par an. lls sont
hautement neurotoxiques avec un potentiel d'uitisacomme armes de destruction massive.
lls agissent par inhibition irréversible de I'adéplinestérase, enzyme qui hydrolyse
l'acétylcholine. Une accumulation rapide de ce oansmetteur dans la fente synaptique, au
niveau des récepteurs muscariniques et nicotinjgpesvoque une intense stimulation
cholinergique post synaptique. Les signes de t@xmpmprennent : hypersécrétion, détresse
respiratoire, tremblements, convulsions, puis coehadécés™® 4 L'augmentation de
I'activité cholinergique dans le cerveau induitaiphase initiale de convulsions, alors que les
convulsions durables sont probablement liees @rt@mtation de I'activité glutamatergique
conduisant a des Iésions excitotoxiques situés aorite dans le cortex piriforme, le cortex
entorhinal, I'hippocampe et I'amygd&fe 3> 115 116

L'administration de I'antagoniste muscariniquerdfgine, au début du cycle (<5 min) pourrait
prévenir I'apparition des convulsions, mais ne peag les arréter lorsqu'elles ont dékité
1181 | 'utilisation des antagonistes glutamatergiquété partiellement couronnée de succes.
Les antagonistes non compétitifs de la N-méthylspaatate sont en mesure de mettre fin aux
convulsions, méme si le traitement est retardé @enhutes. Toutefois, ces agents ont de
graves effets secondaires sur la respirdfiori™ 127 18 'activité glutamatergique pourrait
aussi étre réduite par le renforcement de l'inioibide la fonction GABAergique. Il a été
déemontré que l'agoniste GABAergique, le diazépamytparréter les convulsions s'il est
injecté 5 a 10 minutes aprés leurs débuts. Unerasimation retardée du diazépam pourrait
avoir des effets peu fiables, dans la mesure ogdasulsions peuvent se reproduire et une

neuroprotection est incomplétement asstit@e
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La réactivation de I'acétylcholinestérase inhibgteua élément important du traitement post-
exposition. Les oximes bis-pyridinium peuvent réestI’enzyme phosphorylée si elles sont
administrées avant le passage de l'état de réatdiva I'état nonréactivable, processus
dénommé ‘vieillissement". Les oximes telles queptalidoxime et I'obidoxime ont été
largement utilisées pour contrdler ce type d'intetior**.

Dans certains pays, les forces militaires ont bagétraitement contre l'intoxication par des
organophosphorés sur l'association de pralidoxiategpine et diazépam. Ce traitement
associant trois médicaments est conditionné sawmsefdiquide dans des auto-injecteurs qui
doivent étre administrés par voie intramusculaitsh auto-injecteur contenant 2 mg
d'atropine, 7,5 mg de diazépam, et 350 mg pralidexiest utilisé par le combattant, dés que
les premiers signes d'intoxication apparaisseamitements, salivation, etc.). Un deuxiéme
auto-injecteur doit étre injecté 10-15 minutes paurd, si les signes d'intoxication persistent.

Il est connu que l'usage d'une benzodiazépindgadam par exemple, réduit la sévérité des
convulsions induites par le soman et prévient el &m moins diminue sévérité de l'atteinte
neurologique>3 3% 36 119. 1201} o diazépam n'étant pas soluble dans des mibeueux, un
solvant organique doit étre incorporé dans la fdatmn galénique de la triple solution
d’'injection. Ce manque de hydrosolubilité limitaushge du diazépam par injection
intramusculaire a des doses pharmacologiquemenmtaeds et nécessaires d'atteindre
rapidement des taux sanguins efficaces. En oubrap® rapporté par Maidment et Upshall
371 le solvant d'injection utilisé pour le diazépast susceptible de ralentir I'absorption de
cette molécule du site d'injection. Il parait dont&ressant de développer l'utilisation d’'une
pro-drogue hydrosoluble, le pro-diazépam (avizafanelysyl, peptido-aminobenzophenone
diazépam), afin de I'associer en soluté aqueuxutate d'atropine et a la pralidoxime pour le
traitement des intoxications par les agents nexigtes.In vivo le pro-diazépam subit une

hydrolyse rapide par une aminopeptidase libérata tissine et du diazépah: 3!
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Pour ces raisons, l'avizafone est bien adaptéeeainjaction intramusculaire directe via le
dispositif auto-injecteur, sans la nécessité d'ompartiment séparé au sein du dispositif.
L'objectif de la présente étude était donc d'évdhieinétique de I'hydrolyse de l'avizafone en
diazépamn vivo chez des sujets sains, et de déterminer I'effattéel de I'atropine et/ou de

la pralidoxime sur la biotransformation biologique I'avizafone.
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Summary:

Background and purpose:

To document the pharmacokinetic analysis of diaaefiberation from its hydro soluble
prodrug, avizafone, in healthy volunteers.

Experimental approach:

The study was conducted in an open, randomizedlesdose, three-way, cross-over design
with a 3 weeks washout period between the treasné&ach subject received the following
treatments by i.m. injection: 20 mg of avizafoneiiydrate, 11.3 mg of diazepam, and 20
mg of avizafone chlorhydrate combined with 2 mgawbpine sulfate and 350 mg of
pralidoxime methyl sulfate using the bi-compartrakatto-injector (AIBC).

Diazepam concentrations were quantified using &astd LC/MS-MS method in 20 healthy
volunteers included in this study.

Two approaches were used to analyze these data:n(@n compartmental approach using a
log-linear trapezoidal method, (i) a compartmentabdelling approach using a method

implanted in the software WinNon£in
Results:

In order to estimate the relative bioavailabilityf aliazepam, two pharmacokinetic
parameters, AUC and {ax estimated by the non compartmental approach, werspared

using the confidence interval approach.

Regarding compartmental modelling approach, two4gartment open models were tested.
According to Akaike criterion, the best model diésog the kinetic odiazepam liberation

from its prodrug was a two-compartment with a zerder absorption model. When atropine
and pralidoxime were injected with avizafone, tlestbmodel describing diazepam liberation

kinetic becomes a two-compartment with a first-oad#sorption model.
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Conclusion:

The two approaches showed that diazepam has a fakteto the general circulation and at
higher maximal concentrations after the injectioh avizafone than after the injection of

diazepam itself.

Keywords: Avizafone, Diazepam, Pharmacokinetics, BioavailghiNeurotoxic agents.
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Introduction:

Organophosphates extensively used around the vesrldgricultural insecticides, have an
important toxicity which is a serious global pubtiealth problem, with more than 3 million
poisonings and numerous deaths reported per yéay @&re highly neurotoxic agents and
such as have a potential use as mass destructapowe. They act by irreversible inhibition
of acetyl cholinesterase, the enzyme that hydrslyametylcholine. A rapid accumulation of
this neurotransmitter within the synaptic cleft,nafiscarinic and nicotinic receptors, causes
intense postsynaptic cholinergic stimulation. Thexid signs include hypersecretion,
respiratory distress, tremor, seizures/convulsi@mmsna and death (Hardmaet al, 2001,
Wetherellet al, 2007). The increased cholinergic activity in brain most likely induces the
initial phase of seizuresyhereas sustained seizures are probably linkedntoeased
glutamatergic activity leading to excitotoxic lesso predominantly in piriform cortex,
entorhinal cortex, amygdala and hippocampus (Céigrest al, 1991; Lallemenet al, 1992;
McDonoughet al, 1995; McDonouglet al, 1997).

Administration of the muscarinic antagonist, atraiearly in the cycle (<5 min) can prevent
or stop convulsions, but cannot stop them once &neyestablished (McDonougt al, 1997,
Taysseet al, 2006). Use of glutamatergic antagonists has hematly successful. Non
competitive N-methyl-D-aspartate antagonists afe @bterminate seizures even if treatment
is delayed for 40 min. However, such agents hasere side effects on respiration
(Carpentier et al, 1994; McDonoughet al, 1993; Shih, 1990; Shiket al, 1991).
Glutamatergic activity may also be reduced by enimgnthe inhibitory GABAergic function.

It has been shown that the GABAergic agonist, ghamg can stop seizures if injected after 5

to 10 min after their occurrence. Diazepam latemiadstration has unreliable effects,
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inasmuch as seizures can recur and only an incéoenpieuroprotection is achieved
(McDonoughet al, 1997).

Reactivation of inhibited acetylcholinesterase amsidered to be an important element in
post-exposure treatment. Bis-pyridinium oximes czarctivate the phosphorylated enzyme if
they are administered prior to the change fromtresable to unreactivitable state, a process
referred to as “aging”. The oximes, pralidoxime atdloxime, have been widely used in this
type of intoxication (Wethere#t al, 2007).

In some countries, therapy against organophosplomnabxication is based on the
combination of pralidoxime, atropine and diazepahis three-drug regimen is packaged in a
liquid form in separate auto-injectors which mustddministered intramuscularly. An auto-
injector device includes 2 mg atropine, 7.5 mg ejpgam, and 350 mg pralidoxime, to be used
by the subject as soon as first signs of intoxacatippear (tremors, salivation, chewing, etc.).
A second auto-injector must be injected 10-15 na@sudater if the signs of poisoning are still
present.

It is known that the use of a benzodiazepine sgctiiazepam reduces the severity of soman
induced convulsions and prevents or reduces subseaeuropathology (Eddlestat al,
2008; Haywarckt al, 1990; Lallementt al, 2004; Lallementt al, 2000; Lippet al, 1980).
Since diazepam is not water soluble, an organigesblhas to be incorporated into the
formulation of the triple injection solution. Thlack of water solubility limits the use of
diazepam for i.m. injection when pharmacologicdéeive blood levels are required to be
reached rapidly. Moreover, as argued by Maidmedt@pshall, (Maidmenget al, 1990) the
injection solvent used for diazepam likely slows #bsorption of this drug from the injection
site. It was thus, interesting to develop the usthe water soluble prodrug, pro-diazepam
(avizafone, or lysyl, peptido-aminobenzophenoneepam) in order to add it to an aqueous

drug mixture with atropine sulphate and pralidoxiimethe therapy of nerve agent poisoning.
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Pro-diazepamin vivo, undergoes a rapid hydrolysis by an aminopeptitaggve lysine and
diazepam (Bretoet al, 2006; Maidmenéet al, 1990).

For these reasons, avizafone is well suited for imection using the auto-injector device
without the requirement for a special compartmaerthe auto-injector.

The objective of the present study was to assessphliarmacokinetic parameters of the
hydrolysis of avizafone into diazepam in human tigalolunteers and to determine the
effect of atropine and pralidoxime on avizafonettainsformation.

Methods:

|. Study Design:

The study was conducted in an open, randomizedlesdose, three-way, cross-over design
with a 3 weeks washout period between the treasné&rsch subject received the following
treatments by i.m. injection: 20 mg of avizafondodhydrate, 11.3 mg of diazepam, and 20
mg of avizafone chlorhydrate combined with 2 mgatfopine sulphate and 350 mg of
pralidoxime methyl sulphate using the bi-comparttakauto-injector (AIBC).

Blood samples were collected before i.m. administinaand 0.0833, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2,
3,4, 6,8, 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120 and 168<aiter treatment administration. Blood
samples were centrifuged and plasma was sepanadest@ed at —80°C until drug assay.

In order to determine diazepam concentrations,epmgprecipitation was carried out using
150 pL of acetonitrile containing diazepam D5 atenmal standard. Samples were then
vortex-mixed, then centrifuged. Supernatant wasstierred to micro vials and 10 pL was
injected into the chromatographic system. The aisilywas achieved by reverse phase high
performance liquid chromatography using a C-8 Xrdarolumn maintained at 40°C. The
mobile phase was nebulized using an electrosprascecand the ionized compounds were

detected using a triple quadrupole mass spectror(®bbdaraet al, 2008).
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Calibration curves were linear over the range a6 ng/mL, with regression coefficient R
> 0.99. Based on quality control samples, the olegdtive standard deviation was less than
12%. The overall relative error was less than 10%e lower limit of quantification was 1

ng/mL.
Il. Data Analysis:
1. Non compartmental Approach:

The non compartmental model independent analyssspeaformed using WinNonLfhPro
v.4.1(Pharsight Corporation, USA). For each subjdata corresponding to three treatments
were analyzed separately. Data were used to estimdizidual maximal concentratioRay
and time necessary to reach maximal concentrati@g.(In addition, for each treatment the
elimination rate constant ¢ and the area under the concentration-time c(##C) were
estimated. K was estimated as the slope of the log-linear tmamportion of the plasma
concentration vs. time curve, determined using ughited linear least-squares regression
analysis. The best number of concentrations waseshas that giving the highest coefficient
of determination, as recommended. Area under cdrat@m-time curve was computed from
0 to 168 h using the log-linear trapezoidal metlaod extrapolated to infinity using the
equation AUCy..= AUC o+ Gast /Ke, Where Gt is the last quantified concentration above
the lower limit of quantification.

Additionally, from these estimated parameters, s@vpharmacokinetic parameters were
derived. Terminal elimination half-life after eatteatment was calculated a&*=Ln2/Ke.
Systemic apparent clearance and terminal phaseraypaolume of distribution were
calculated after each treatment using the equat@iis= Dose / AUC, and Vd= CK..

Two parameters: AUC andqx were then compared using the two one-sided t éggisoach

which is also referred to as the confidence inteaparoach.
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The 90% confidence limits are estimated for the@ammeans. The interval estimate is based
on a Student’s distribution of datim this test, a 90% confidence interval about tagor
pharmacokinetic parameter means of the two druglyms must be within £20% for
measurement of the rate (&) and extent of drug bioavailability.

This approach was performed on the log-transforde@ and G,.x values.The th.xwere

then compared using a non parametric test (Wilcaest).

2. Compartmental Modelling Approach:

2.1. Studied Pharmacokinetic Models:

In order to describe the absorption after the imection, two absorption kinetic models were
compared. First, the two-compartment model witktfarder absorption and elimination rates

described by the equation:

FDK a( Ka—-a ot 4 Ka-Db bt

CP =y (Ka-a)(a-b) (Ka-Db)(a-b)

C

Ka—-Ka et
R )
(Ka—b)(Ka_a)

WhereK, is the absorption rate constant, D is the dosearastared by i.m. injection, a and b
are constants that depend solelykan, K>, (transfer constants between compartments 1 and
2) and K. (elimination constant), and Vis the volume of distribution in the central
compartment.

The second model was a two-compartment model vatb-arder absorption rate and first-
order elimination rate and was described by thegou:

Fort<T

FD (1 Ke—-Db —at a—Kee_bt )

TTV.Ke T a-b

C
P a->b a->b
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and for t >T

FD Ke-Db —aT —a(t- Ke—a - —b(t-
- 1—- e ye-alt-T) _ 1- @b Y b@-T)
Tche( a—b \ ) a-b \ ) )

Cp

WhereT represents the duration of absorption, D the dabuinistered by i.m. injection, a
and b are constants that depend solelitgnKs; (transfer constants between compartments 1
and 2) andK. (elimination constant), and Ms the volume of distribution in the central
compartment.

2.2. Estimation Method:

WinNonLin® software was used to fit the data of each sulgjedtafter each treatment using
two combinations of models: a two-compartment operdel with either zero-order or first-
order absorption. The initial estimates of the piegokinetic parameters were computed by
WinNonLin® using curve stripping.

The pharmacokinetic parameters werg K., K12, K21, and an absorption parametiégin the
case of first-order absorption. In the case of zeder absorption,T was fixed and
determined as time necessary to reach the maxiomaentration and that for each subject
and each treatment individually.

From these parameters, several derived pharmadmkiparameters were computed: area
under the curve AUC, time needed to reach maxinmaicentration ., and maximal
concentration Gax

For each concentration, a proportional error wasimgd arising from a zero mean Gaussian
distribution, with a heteroscedastic variance. &rron two different concentrations were
assumed to be uncorrelated. The error includedr et the analytical method, and error
inherent to the pharmacokinetic model.

Gauss-Newton method with Levenberg modification wasd to provide the “least square”

estimates. Data were weighted using a constanficeet of variation error model based on
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model predicted plasma concentratiof?1As using observed data as weights is problematic
since they are measured with error, predicted gahre used instead. In this manner, any
measurement error or random variability in the dat@ontrolled.

2.3. Comparison of Models:

The Akaike Information Criterion (AIC) was useditientify the best combination of models,
since the first-order and the zero-order absorptiodels are not nested. This criterion can be
viewed as the sum of a measure of the goodnest ahél of a penalty function proportional
to the number of estimated parameters in the mdawl.each combination of models, the
criterion for all subjects was computed. The corabon of models with the smallest AIC is

the most adequate according to a parcimony priecipl

Results:

I. Non compartmental approach:

Twenty healthy adult male volunteers aged betweear 45 years (29.7+6.3 years, meanzx
S.D) were included in the clinical study. All suttje have given written informed consent and
the Ethics Committee has approved the clinical quait All volunteers were assessed as
healthy based on medical history, clinical examamgtblood pressure, ECG and laboratory
investigation. There was no individual with eitreerhistory or evidence of hepatic, renal,
gastrointestinal, and hematological deviationsgror acute/chronic disease or drug allergy.
Plasma diazepam concentrations were quantified iafte administration of three treatments:
avizafone alone, diazepam alone and avizafone atitbpine and pralidoxime using the bi-
compartmental auto-injector device (AIBC) with aw&eks wash out period. Diazepam
plasma concentrations, obtained after the threatnrents administration, are plotted in

Figure 1.
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Table 1shows the main and derived pharmacokinetic paemsief diazepam obtained after a
non compartmental analysis of the data for theetlmeatments.

The results regarding diazepam relative bioavditgbiafter the three treatments are
summarized inrable 2 Cax of diazepam liberated from avizafone is signifitamulifferent
from that obtained after the administration of guignolar dose of diazepam, while AUC is
still in the range 0.8-1.25. Diazepam concentraticach their maximal value earlier when it
was injected as a prodrug<0.001).

The co-administration of atropine and pralidoxim&hwavizafone seemed to decrease
diazepam Gax and its AUC. The application of Schuirmann tesbvedd that these two
parameters 90% confidence interval was still inrtirege 0.80-1.25. Diazepam concentrations

reach their maximal value earlier when avizafonajected aloneg=0.008).

Il. Compartmental modelling approach:

On a log-scale, data appeared to exhibit a biexg@iaedecline Figure 1) and that describes
the sum of two first-order processes: distributaord elimination. Hence, two-compartment
open models were studied in order to describe tienpacokinetics of diazepam after the
three treatments administration.

For each combination of models, individual fittingk data after the administration of the
three treatments were obtaindelgure 2 shows the pharmacokinetic curve fitted by the
model for a typical subject. In this figure, thengmarison between observed and predicted
concentrations confirmed the biexponential elimorasuggested by the data.

After the administration of avizafone alone, diea®p peak concentrations were better

predicted by zero-order absorption model than sg-brder absorption model.

101



However, when avizafone was administered with at®@nd pralidoxime, diazepam peak
concentrations were better predicted by a firsepabsorption model. This model described
with a good fitting diazepam peak concentratiosratn i.m. administration of diazepam.
These graphical results were confirmed by the AICdll subjects which are summarized in
Table 3 and that for both absorption orders after theedhtreatments. Thus, the
pharmacokinetics of diazepam liberation from it®doug could be described by a two-
compartment open model with zero-order absorptioth these pharmacokinetics are better
described by a two-compartment open model with-Grder absorption when the prodrug is
administered with atropine and pralidoxime.

For the chosen models, no trend is noticed in tlaphgcs of standardized residuaksrsus
predicted concentrations wversustime as it is shown ifigure 3 for the typical subject. The
pharmacokinetic parameters estimated with thetiteraeweighted least-squares method are
summarized imable 4.

The standard errors of individual estimates weso abtbtained, except for the time of
absorptionT in the model with zero-order absorption, which Wiged and determined as the
tmax €Stimated using the non compartmental approach.

From the estimated pharmacokinetic parameters, AU G,.x were derived for the three
treatments, while .f,x was derived only for treatments: diazepam and é&wmEa in
combination with atropine and pralidoximgaple 4). The results obtained after this analysis
appear to be in agreement with those obtained #feemon compartmental analysis. They
confirmed the faster inlet of diazepam to the geheirculation and its higher maximal

concentration after avizafone injection as comparfégl diazepam injection.
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Discussion:

This study was the first one in human aiming teedatne the pharmacokinetic parameters of
the hydrolysis of avizafone, an inactive moietypidiazepam, the active molecule.

Therefore, both a non compartmental approach asargpartmental modelling analysis were
achieved. Since the three treatments were adnmmedstevithin a 3 weeks interval,
interoccasion variability in the pharmacokineticgraeters has been taken into account, with
the assumption that plasma clearance remains ca(Rtaviand, 1980).

In a non compartmental approach, kinetics afteriadtnation of different treatments are
always analyzed separately and individual pharmaetik parameters are estimated for each
period of treatment. In a compartmental modellpgroach, interoccasion variability can be
modelled using a random effect model. In the cotnpamtal modelling part of this study, in
order to take into account the interoccasion varigtwithout modelling it, the three kinetics
after each treatment administration were modekgxhsately.

As mentioned above, the non compartmental anafpdiswed by the confidence interval
approach(January 2001), showed that diazepam imletasma is achieved earlier and at
higher concentrations after avizafone i.m. admiatgin, than after the i.m. administration of
an equimolar dose of diazepam, while, diazepam &xgosure, measured by AUC, appears
to be equivalent when diazepam is injected diremtlgis a prodrug.

In 8 subjects, after diazepam i.m. injectignxis considerably greater than the median of the
group of twenty subjects. Furthermore, this augmignt of t,,x was accompanied by a 3 fold
decrease in Gax In these subjects, the AUCs were comparable éontkan of the subjects

group, and that after the three treatments. Thigtrahces could be explained by the use of
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an organic injection solvent with diazepam. Thitveot slows diazepam absorption which
results in a large variability in plasma concembrad and distribution of diazepam (Maidment
et al, 1990). Hence, the coefficients of variation faaz&pam pharmacokinetic parameters
were greater after diazepam injection than afteratizafone injection.

Lallementet al. related the low efficacy of avizafone to stop segs to the relatively reduced
total diazepam exposure after the prodrug admatistr (Lallementet al, 2000). In their
study, when injected in combination with atropinexda pralidoxime, the relative
bioavailability of diazepam liberated from avizaéowas found to be 62-66% as compared to
diazepam i.m. injection. The pharmacokinetic dditaimed from two monkeys, showed that
diazepam plasma levels were achieved faster antinéécmore rapidly after avizafone
injection than after diazepam injection. These ltsswere in agreement with previous data
obtained in guinea pigs or rhesus monkeys and expéained by either (a) an incomplete
conversion of avizafone to diazepam or (b) an diareof avizafone itself before conversion
to diazepam (Bretoet al, 2006; Lallemenet al, 2000; Maidmenet al, 1990). These data
demonstrated that, in combination with atropind analidoxime, the prodrug have to be
injected at higher dose than diazepam (1 pumol &wieavs. 0.7 pmol) to obtain similar
neuroprotection since it had been demonstrated rteatoprotection was correlated to the
diazepam total exposure (Carpentitr al, 1994). Nevertheless, no clinical data were
published in agreement with results obtained iseh@reclinical studies. Hence, it was chosen
in our study, to compare the pharmacokinetics atzejpam after the injection of avizafone
alone and diazepam alone at the same molar dogeprBlsent results are not in agreement
with the preclinical studies results. Indeed, clatidata showed that after avizafone injection,
the relative bioavailability of diazepam appearde¢oequivalent to that one obtained after the
injection of the same dose, on a molar basis, ategpam alone, without modification of

diazepam elimination half-life. Hence, this anadydemonstrated that the selected avizafone
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dose was able to reach pharmacologically activeegiam plasma concentrations. However,
to know whether such a clinical observation wiill §te valid after injection of avizafone or
diazepam in combination with atropine and pralidoxiremains to be determined.

The compartmental modelling analysis was achies®ugua non-linear least squares method.
The basic problem in this method is finding theuesl of6, the model parameter, which
minimizes the residual sum of squares which isreggdly a problem in optimization. As the
objective functions used in pharmacokinetic modgllare of quadratic nature, they have a
convex or curved structure that can be exploitefingh an estimate dd. Specific algorithms
have been developed to take advantage of the naftuhe objective function surface. These
algorithms are designed to be as robust as poszitileto converge if convergence can be
achieved (Bonate, 2006).

In this study, Gauss-Newton algorithm modified venberg and Hartley has been used for
models parameters estimation. Although Gauss-Newtethod does require the estimated
variance-covariance matrix of parameters, Levenineogdifications suppress the magnitude
of change in parameters values from iterationeiatton to a reasonable amount.

A constant coefficient of variation error model welsosen, and the iteratively reweighted
least squares method has been used. In this mathediyst estimation of the parameter is
achieved by a regression, and this estimation igiwed and then reestimated by the
weighted least squares method (Bonate, 2006).

The error is a combination of assay error and emberent to pharmacokinetic model.
Quality control samples used during diazepam gfieation in subjects samples, showed that
a constant coefficient of variation error model \agpropriate for assay error. It was assumed
that such a model could also well describe err@r tduthe pharmacokinetic model. Actually,
it is reasonable to assume that this kind of esgnore important during the absorption and

the distribution phases rather at the end of tmetla. Otherwise, there was no reason to
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assume that the variance parameters could be ahffeamong the subjects. The Akaike
criterion was used to select the combination of edhat included the best absorption
model, in addition to the plots of predicted andetved concentratiorersustime. Ludderet

al. showed that this criterion was reliable in thalaation of pharmacokinetic equations
(Luddenet al, 1994).

The compartmental analysis showed that the pharkiregtaccs of diazepam administered
intramusculary followed a two-compartment modelhwitst-order absorption. This analysis
confirmed the large inter-individual variability idiazepam pharmacokinetic parameters,
which was already noticed after the non compartaientalysis, mainly during the absorption
period.

When diazepam was injected intramuscularly as a@rpgy diazepam absorption process
seemed to be fast and achieved by zero-order nateegs, while its distribution and
elimination seemed to be comparable to those rb@eer its i.m. injection as a free drug.
These results could explain those obtained after tblative bioavailability analysis
concerning the two pharmacokinetic parametersx@nd fax estimated by the non
compartmental analysis.

When avizafone is administered with atropine andligoxime using the device under
development (AIBC), a two-compartment model wittstfiorder absorption was identified to
be the best model fitting the pharmacokineticsiatepam liberated from avizafone.

When diazepam is injected as a prodrug with atepand pralidoxime a delay in its
absorption was noticed. This delay is accompaniétl & shift of the best mathematical
model fitting this process from zero-order to fisster rate one. This delayed absorption
likely reflects either (a) delaying the avizafoneneersion partially or totally or (b)

modification in diazepam absorption profile with@ltiering the avizafone hydrolysis.
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None of the two compounds, atropine or pralidoximehibits pharmacological properties
suggesting an inhibition of an aminopeptidase whicluild explain the modification of
avizafone hydrolysis. Nevertheless, atropine wheradministered at clinical doses which
induces anticholinergic effects, counteracts th@pperal effects, i.e. vasodilatation, leading
to modification of blood flow rate at the site aijection (1). Hence, this pharmacological
property could explain the delay in the absorppoocess for the co-administered molecules.
In summary, the non compartmental analysis followgdhe confidence interval approach
enabled to determine the differences between plekieetic parameters regarding the
bioavailability (AUC, and Gay, While the compartmental approach allowed to att@rize
the best absorption model and provided severalhpheokinetic parameters that could not be
obtained with a model independent analysis whichbks the understanding of some
processes concerning the biotransformation of &eainto diazepam.
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Tables:

Table 1. Estimated and derived pharmacokineticrpaters of diazepam obtained with the
non compartmental approach

Avizafone Diazepam AIBC
Mean SD Mean SD Mean SD
AUC 0-t
(hr.ng/mL) 5851 2086 5485 1856 5265 1802
tmax (hr)® 0.75 0.5-% 1.5 0.5-98 1 0.5-2
Cia» (Ng/mL) 231 60 148 91 203 54
Ke (hrh) 0.0199 0.0129 0.0174 0.0088 0.0179 0.0093
ty2 (hr) 50.1 35.8 54.4 38.0 55.5 50.8
vd (mL) 148560 114949 182790 162680 180947 178724
CI/F (mL/hr) 2104 571 2266 714 2341 645

AUC, area under the curvel,. time to reach maximal concentratiof;,,x maximal concentrationK,
elimination constantT*?elimination half-life; Vd, volume of distributiorCI/F apparent clearancé.Median.”
Range.

Table 2. Relative diazepam bioavailability aftex tdministration of the three treatments

Parameters Geometric Means Ratio p 90% ClI
Avizafone  Diazepam

Cma» (ng/mL) 223 118 0.526 - 0.424-0.651

AUC ¢ (hr.ng/mL) 5584 5224 0.937 - 0.885-0.992

tmay (1) 0.75 1.5 - <0.001 -

Parameters Geometric Means Ratio p 90% CI

Avizafone AIBC

Cma» (NQ/ML) 223 197 1.136 - 1.043-1.238

AUC ¢ (hr.ng/mL) 5584 5025 1.111 - 1.075-1.148

tmas - (D) 0.75 1 - 0.008 -

Cmnax maximal concentration; AUC, area under the cutyg;time to reach maximal concentration; AIBC, auto
injector bi-compartment&Median.” Diazepam/Avizafone’. Avizafone/AIBC
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Table 3. AIC for all subjects and for the two alpgmn studied models

Avizafone Diazepam AIBC
First-order absorption 368.8 -28.4 -111.3
Zero-order absorption 243.6 17.9 149.3

AIC, Akaike information criterion; AIBC, auto-injéar bi-compartmental.

Table 4. Estimated and derived Pharmacokineticrpaiers of diazepam obtained with the

compartmental modeling approach

Avizafone Diazepam AIBC

Mean SD Mean SD Mean SD
V¢ (mL) 41600 11867 60194 46866 51646 15675
Ka(hr'l) - - 2.53 1.68 3.69 1.63
Ke(hr'l) 0.047 0.021 0.043 0.019 0.042 0.015
Kz (hr?) 0.712 0.62 0.25 0.26 0.226 0.23
K21(hr'1) 0.38 0.19 0.2 0.13 0.14 0.09
AUC (hr.ng/mL) 6900 2885 6355 2639 5975 2278
tmax (Or) - - 2.53 3.67 0.91 0.26
Cma» (ng/mL) 235 49 172 72 187 51

V., volume of distribution of central compartment; d&bsorption constant; Kelimination constant; &, Ky,
transfer constants between compartments 1 and @C, Aarea under the curve;j,,f time to reach maximal

concentration; G, maximal concentration.
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Figures:
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Legends of figures:

Fig 1. Semilogarithmic plot of plasma diazepam @mtation-time for the 20 subjects, after
an intramuscular injection of : avizafone, diazepand AIBC.

Fig 2. Semilogarithmic plot of time course of plaskiazepam concentrations in subject 20,
after an intramuscular injection of avizafone, dam or AIBC (avizafone with atropine and
pralidoxime). Solid lines represent the pharmacetken curve predicted by the two
compartmental model with a zero order absorption &vizafone), or a first order absorption
(for diazepam and AIBC).

Fig 3. Standardized residuals of subject 20 asnatifon pf concentrations predicted by the
two compartmental model with a zero order absompt{avizafone) and a first order

absorption (diazepam or AIBC), and as functionrokt
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2. DISCUSSION

pY

Cette étude visant a déterminer les paramétresmattacinétiques de I'hydrolyse de
l'avizafone, molécule inactive, en diazépam, md&active, est la premiere réalisée chez
I'homme.

Deux approches ont été réalisées: une non comantale et une modélisation
compartimentale. Les traitements ayant été admésisi un intervalle de deux semaines, la
variabilité " inter-occasion " des parameétres planoeinétiques a été prise en compte, en
faisant I'hypothése que la clairance plasmatigsgiteconstant&?Y.

Dans l'approche non compartimentale, les cinéticaees I'administration des différents
traitements sont toujours analysées séparémerdsepdramétres pharmacocinétiques sont
estimés pour chaque période de traitement. Dangprbghe de modélisation
compartimentale, la variabilité " inter-occasiop€ut étre modélisée selon un modele a effet
mixte. Concernant la partie de modélisation conpamtale de cette étude, et afin de tenir
compte de la variabilité inter-occasion sans la e les cinétiques de trois traitements
apres chaqgue administration ont été modéliséesé&@pat. Comme mentionné ci-dessus,
I'analyse non compartimentale suivie par I'approded'intervalle de confiand®, a montré
gue le diazépam dans le plasma apparaissait plesevia des concentrations plus élevées
apres l'administration intramusculaire de [lavizedp qu'aprés I'administration
intramusculaire d'une dose équimolaire du diazéptandis que l'exposition totale du
diazépam, évaluée par I'AUC, reste équivalentelguiazépam soit injecté directement, ou
comme prodrogue.

Chez 8 sujets, apres injection intramusculaire idaépam, le Fax est considérablement plus
élevé que la médiane du groupe de vingt sujetsolre, cette augmentation du,qk s'est
accompagnée d’'une diminution de lg.&d’'un facteur 3. Chez ces sujets, les AUC étaient

comparables a la moyenne du groupe des sujetsel@tpour les trois traitements. Ces
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différences pourraient s'expliquer par I'influerthe solvant organique nécessaire a I'injection
du diazépam seul. Ce solvant ralentirait I'absomptiu diazépam, ce qui se traduirait par une
grande variabilité des concentrations plasmatigiede la distribution de diazépam comme
en témoignent les coefficients de variation desameétres pharmacocinétiques du diazépam
plus élevés aprés injection de diazépam qu'apiéstian d’avizafoné®”.

Lallementet al. attribuent la faible efficacité de I'avizafone ypdraiter les convulsions, a la
réduction de I'exposition totale du diazépam apdsinistration de la prodrogl&!. Dans
leur étude, la biodisponibilité du diazépam libérgartir de I'avizafone est de 62-66% de
celle obtenue aprés injection intramusculaire dazébam. Les données pharmacocinétiques
obtenues dans I'étude menée chez le singe (n=2),momtré que les concentrations
plasmatiques de diazépam ont été atteintes pliderapnt et ont diminuées plus vite apres
injection d’avizafone qu’aprés injection de diaz@paCes résultats sont en accord avec les
données obtenues chez le cobaye ou le singe rheisost été expliqués par (a) une
conversion incompléte de l'avizafone en diazépanfdwne excrétion de l'avizafone avant
méme la conversion en diazépath 3 % Ces données expérimentales suggérent que la
prodrogue doit étre injectée a une dose molaires @ievée que le diazépam (1 pmol
avizafoneversus 0,7 umol) pour obtenir une neuroprotection comiplarguisqu'il a été
démontré que la neuroprotection était corrélé@xpbsition totale en diazépdm’’. Aucune
donnée clinique humaine n’a toutefois été publi@efiomant les résultats obtenus dans des
études chez I'animal. Pour cette raison il a étéisthdans notre étude, de comparer la
pharmacocinétique du diazépam apres injection @eégam ou d'avizafone a la méme dose
molaire. Les résultats ne sont pas en accord asecékultats des études précliniques. En
effet, les résultats de I'essai clinique chez Igetsisain ont montré qu’aprés injection
d’avizafone, la biodisponibilité du diazépam estigglente a celle obtenue aprés injection de

la méme dose molaire du diazépam, et cela sansfioaiidin de la demi-vie apparente
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d’élimination du diazépam. La présente analyse rec dtémontré que la dose d’avizafone
choisie était en mesure de produire des concemggplasmatiques pharmacologiquement
actives de diazépam.

L’analyse par modélisation compartimentale a éaig€e par la méthode des moindres carrés
non-linéaire. Le principe fondamental dans cett¢hode est de trouver les valeurs@jde
parameétre du modéle, ce qui minimise la somme uéllade carrés qui est essentiellement
un probléme dans l'optimisation. Comme les fondioabjectives utilisées dans la
modélisation pharmacocinétique sont de nature qtigde, elles ont une forme concave ou
convexe ce qui peut étre exploité pour trouver @sémation de6. Des algorithmes
spécifiqgues ont été développés pour tirer profitlalaature de la surface de la fonction
objective. Ces algorithmes sont congus pour étrglls robuste que possible et pour
converger rapidement lorsque la convergence peziaéeintd!??.

Dans cette étude, l'algorithme de Gauss-Newton figquir Levenberg et Hartley a été utilisé
pour estimer les paramétres des modéles. La métlaaess-Newton correspond a
I'estimation de la matrice de variance-covarianes garametres, et la modification de
Levenberg réduit I'amplitude du changement desuvalée paramétres a chaque itération a un
niveau acceptable.

Un modele d’erreur a coefficient de variation cansta été choisi, et la méthode des
moindres carrés avec pondération itérative a éiséet. Dans cette méthode, la premiére
estimation du parametre est réalisée par régressiaette estimation est ensuite réestimé par
la méthode des moindres carrés pond@f@s L'erreur est la combinaison d'erreur de dosage
et d'erreur liée au manque de spécificité du modeermacocinétique. Les échantillons de
contrble qualité cités pour le dosage du diazépans des échantillons des sujets, ont montré
gu'un modele d'erreur a coefficient de variatiomst@ant était approprié pour l'erreur de

dosage. L'’hypothese a été faite que ce modeéle aibaussi décrire l'erreur liée au modele
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pharmacocinétique. En fait, on peut supposer qugpmed'erreur est plus important au cours
des phases d'absorption et de distribution quederta phase terminale de la cinétique. Par
ailleurs, aucun argument ne permet de supposetagquariance des parametres puisse étre
différente entre les sujets.

Le critere d'Akaike a été utilisé pour retenir lambinaison de modéles qui intégrait le
meilleur modéle d'absorption. De plus, les graplesoncentrations observées et prédites en
fonction du temps, ainsi que les coefficients daatian d’estimation des parameétres, ont
également été examinés et leur évaluation a patenihoisir le meilleur modéle d’ajustement
[123].

L’'analyse compartimentale a montré que la pharmaétique du diazépam administré par
voie intramusculaire suit un modéle a deux compeetits avec une absorption d’ordre 1.
Cette analyse a confirmé la grande variabilité rimdividuelle des paramétres
pharmacocinétiques du diazépam, ce qui a déja étdargué lors de l'analyse non
compartimentale, particulierement au cours de &sphi'absorption.

Lorsque le diazépam est injecté par voie intramageu sous forme de prodrogue, le
processus d'absorption du diazépam semble étralaapi d'ordre-zéro, tandis que sa
distribution et son élimination semblent étre comaples a celles remarquées aprés son
injection intramusculaire comme base. Ces résulpatgrraient expliquer ceux obtenus
concernant les deux parametres pharmacocinétiqu€s.f et le Thax estimés par I'analyse
non compartimentale. Quand 'avizafone est admidiavec de I'atropine et de la pralidoxime
en utilisant I'auto-injecteur (AIBC), un modele auk compartiments avec absorption d’ordre
1 était identifié comme étant le plus approprié rpaécrire la pharmacocinétique de
production du diazépam a partir de I'avizafone.

Lorsque le diazépam est injecté comme la prodrayee de l'atropine et de la pralidoxime,

un retard a l'absorption apparait. Ce retard sdutrapar un changement du modéle
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mathématique le plus adapté, qui passe de procdssdse zéro a un processus d’ordre 1. Ce
retard d'absorption reflete probablement soit éajetard de la conversion de l'avizafone,
totale ou partielle, soit (b) la modification debsorption du diazépam sans modification
I'hydrolyse de I'avizafone.

Aucun des deux composés, atropine ou pralidoxirfest ronnu pour avoir des propriétés
pharmacologiques susceptible d’inhiber une amintig@pe qui pourrait expliquer la
modification de I'hydrolyse de l'avizafone. Cepentjaen clinique lorsque l'atropine est
administrée a des induisant des effets antichaligees généraux, il y a modification des
effets périphériques, dont vasodilatation. Il esutte une modification du débit sanguin a
différents niveaux dont potentiellement au sitajdction™**!. Cette action pharmacologique
pourrait ainsi expliquer le retard dans le procsessliabsorption des molécules co-
administrées.

En résumé, I'analyse non compartimentale suiviéaggroche de l'intervalle de confiance a
permis de déterminer les différences en terme deigponibilité (AUC, et Gay, tandis que
'approche compartimentale a permis de caractétsaneilleur modéle d'absorption et a
fourni plusieurs paramétres pharmacocinétiquesiguit pas pu étre obtenus par une analyse
modele-indépendante ce qui permet la compréhendam processus qui gouvernent la

biotransformation de I'avizafone en diazépam.
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Article 3

Pharmacokinetic Analysis of Pralidoxime in Healthy
Volunteers

Article soumis a Clinical Pharmacokinetics
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1. INTRODUCTION

Les agents anticholinestérasiques sont des moiculeinhibent I'acétylcholinestérase. lls
provoquent I'accumulation de I'acétylcholine auxedaux des récepteurs cholinergiques et
produisent des effets équivalents a une stimulatieessive des récepteurs cholinergiques
dans l'ensemble du systéme nerveux central ethgique. Compte tenu de la distribution
généralisée des neurones cholinergiques, il n'emt purprenant que les agents
anticholinestérasiques irréversibles, en tant quoupme, aient été utilisés comme agents
toxiques, en tant gu’insecticides ou comme armegudgre chimique "gaz neurotoxiques".
Par ailleurs, plusieurs composés de la classesidles sont largement utilisés comme agents
thérapeutiques, approuvés ou en essai clinique ldatnaitement de la maladie d'Alzheimer
[113].

Avant la Seconde Guerre mondiale, seuls les agenisholinestérasiques réversibles étaient
connus, parmi lesquels la physostigmine était lef ce file. Pendant la Seconde Guerre
mondiale, une classe relativement nouvelle de pi®dinimiques hautement toxiques, les
organophosphorés, a alors été développée, prieongait par Scharder, d'abord comme
insecticides agricoles puis comme des agents deegabimique. L'extréme toxicité de ces
composeés a été expliquée par leur fixation irrébrsur les récepteurs de I'acétylcholine, ce
qui aboutissait a bloquer son activité a long terme

L'accumulation rapide de ce neurotransmetteur danfente synaptique, au niveau des
récepteurs muscariniques et nicotiniques, provoquee stimulation cholinergique
postsynaptique intense. Les signes toxiques comprgn hypersécrétion, deétresse
respiratoire, tremblements, convulsions, puis coshamort M3 4 | 'augmentation de
I'activité cholinergique dans le cerveau induitaiphase initiale de convulsions, alors que les

convulsions durables seraient liées a I'augmemtakgol'activité glutamatergique conduisant a

126



des lésions excitotoxiques situées en majorité tarsrtex piriforme, le cortex entorhinal,
I'hippocampe et 'amygdalé® 32 116. 1241

L'administration d’un antagoniste muscarinique, gwr'atropine, au début du cycle (a moins
de5 min) pourrait prévenir I'apparition des convahs, mais ne peut pas les arréter

lorsqu'elles ont débuté?®1el

L'utilisation des antagonistes glutamatergique été
partiellement couronnée de succés. Les antagonmiascompétitifs de la N-méthyl-D-
aspartate sont en mesure de mettre fin aux covisisméme si le traitement est retardé de
40 minutes. Toutefois, ces agents ont de gravessescondaires sur la respiratish®! 17
1181 | "activité glutamatergique pourrait aussi étrduiée par le renforcement de l'inhibition
de la fonction GABAergique. Il a été démontré qagdniste GABAergique, le diazépam,
pouvait arréter les convulsions s'il est injectéa510 minutes aprés leurs débuts. Une
administration retardée du diazépam pourrait agtes effets peu fiables, dans la mesure ou
les convulsions peuvent se reproduire, et la neategtion est incomplétement assurég.

La réactivation de I'acétylcholinestérase inhibgteua élément important du traitement post-
exposition. Les oximes bis-pyridinium peuvent réestI’enzyme phosphorylée si elles sont
administrées avant le passage de I'état de réativa I'état non-réactivable, processus
dénommé " vieillissement ". Si le traitement pay tximes est retardé, le phosphate lié a la
cholinestérase inhibée perd un groupe alkyl etede\alors résistant a I'effet des oximes. Les
oximes telles que la pralidoxime et I'obidoxime @€ largement utilisées dans ce type
d'intoxication™. La pralidoxime, est I'une des oximes communérmélisée comme agent
réactivateur de l'acétylcholinestérase. Son effdt le résultat d'une réaction nucléophile
moléculaire avec les organophosphorés, le décrodharsite de l'acétylcholinestérase et
restaurant ainsi la capacité de I'acétylcholinestéra hydrolyser I'acétylcholine.

Dans certains pays, les forces militaires ont bagetraitement contre l'intoxication par des

organophosphorés sur l'association de pralidoxiategpine et diazépam. Ce traitement
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associant trois médicaments est conditionné sawsefdiquide dans des auto-injecteurs qui
doivent étre administrés par voie intramusculaitlh auto-injecteur contenant 2 mg
d'atropine, 7,5 mg de diazépam, et 350 mg pralidexiest utilisé par le combattant, dés que
les premiers signes d'intoxication apparaisseamitements, salivation, etc.). Un deuxiéme
auto-injecteur doit étre injecté 10-15 minutes paurd, si les signes d'intoxication persistent.

A I'heure actuelle, les résultats connus publiés sn faveur de I'administration du traitement
au plus tot aprés intoxicatidh'® **° de ce fait, I'association de trois médicaments es
actuellement formulée dans un seul auto-injecteuntenant un mélange de chlorhydrate
d’avizafone "prodrogue de diazépam", de sulfatarapine et de méthylesulfate de
pralidoxime. La formulation est une poudre lyo@k a solubiliser dans I'eau pour injection
avant I'administration i.m.

Peu d'essais cliniques évaluant I'efficacité datemments et la dose nécessaire dans la prise en
charge de l'intoxication par les pesticides orgdrumphorés ont été publi€g® 2”1 Bien
plus, aucune étude n'a été publiée concernantiugi@an de la pharmacocinétique de la
pralidoxime aprés son administration i.m.

L'objectif de la présente étude était donc d'évalas paramétres pharmacocinétiques de
pralidoxime chez les sujets sains apres administrabtramusculaire de méthylsulfate de la
pralidoxime, seule ou en association avec l'atepeh I'avizafone en utilisant un auto-

injecteur bi-compartimental.
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Summary:

This paper presents the analysis of the pharmaetiks of pralidoxime, in 20 human healthy
volunteers, from pralidoxime concentrations quaadifafter the i.m. administration of two
treatments: pralidoxime, and pralidoxime in combioa with avizafone and atropine using
an auto-injector device under development. Two apgines were used to analyze these data:
() a non compartmental approach using a log-linetnapezoidal method, (i) a
compartmental modeling approach using a methodadntgt in the software WinNonMix

In order to estimate the relative bioavailabilityf aliazepam, two pharmacokinetic
parameters, AUC and {ax estimated by the non compartmental approach, werapared

using the confidence interval approach.

Regarding compartmental modeling approach, two-cmnpent open models were tested.
According to Akaike criterion and to goodness bfgfaphs, the best model describing the
pharmacokinetics of pralidoxime was a two-compartimeith a zero-order absorption
model. When avizafone and atropine were injecteth wralidoxime, the best model
describing pralidoxime pharmacokinetics becomeswa-compartment with a first-order
absorption model. The two approaches showed thataiministration of avizafone and
atropine with pralidoxime affects its i.m. absoqgtiprofile, resulting in a faster inlet to the
general circulation and at higher maximal concetivas as compared to the administration

of pralidoxime alone.

Keywords: Pralidoxime, Pharmacokinetics, Bioavailability, Netoxic agents.
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Introduction:

Drugs that inhibit acetylcholinesterase are antioesterase agents. They cause
acetylecholine to accumulate at cholinergic reaspsttes and they are potentially capable of
producing effects equivalent to excessive stimohatf cholinergic receptors throughout the
central and the peripheral nervous systems. In vdwhe widespread distribution of
cholinergic neurons, it is not surprising that #&icholinesterase agents as a group have
received extensive application as toxic agentsthan form of agricultural insecticide and
potential chemical warfare “nerve gases”. Neveabgl several members of this class of
compounds are widely used as therapeutic agemstsohave been approved or are in clinical
trial for the treatment of Alzheimer’s disefse

Prior to World War I, only the reversible antichadsterase agents were generally known, of
which physostigmine is the outstanding example.rtBhbefore and during World War 11, a
comparatively new class of highly toxic chemicdle torganophosphates, was developed
chiefly by Scharder, first as agricultural inseictec and later as potential chemical warfare
agents. The extreme toxicity of these compounds fmasd to be due to their irreversible
inactivation of acetylcholinesterase, which resliitelong-term inhibitory activity.

The rapid accumulation of this neurotransmitterhwitthe synaptic cleft, at muscarinic and
nicotinic receptors, causes intense postsynaptaingrgic stimulation. The toxic signs
include hypersecretion, respiratory distress, trerseizures/convulsions, coma and déath
2. The increased cholinergic activity in the braimanlikely induces the initial phase of
seizureswhereas sustained seizures are probably linkedd®ased glutamatergic activity
leading to excitotoxic lesions predominantly inifoirm cortex, entorhinal cortex, amygdala
and hippocampug®.

Administration of the muscarinic antagonist, atraiearly in the cycle (<5 min) can prevent

or stop convulsions, but cannot stop them once #neestablishedd . Use of glutamatergic
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antagonists has been partly successful. Non cotivee-methyl-D-aspartate antagonists are
able to terminate seizures even if treatment iayaé®l for 40 min. However, such agents have
severe side effects on respirati§fi'. Glutamatergic activity may also be reduced by
enhancing the inhibitory GABAergic function. It hdseen shown that the GABAergic
agonist, diazepam, can stop seizures if injecteéer & to 10 min after their occurrence.
Diazepam later administration has unreliable effeictasmuch as seizures can recur and only
an incomplete neuroprotection is achieéd

Reactivation of inhibited acetylcholinesterase amsidered to be an important element in
post-exposure treatment. Bis-pyridinium oximes azarctivate the phosphorylated enzyme if
they are administrated prior to the change fronstreatable to unreactivitable state, a process
referred to as “aging”. If treatment with oximes dslayed, the phosphate bound to the
inhibited cholinesterase loses an alkyl group amebmes resistant to oxime therdff}; The
oximes pralidoxime and obidoxime have been widedgduin this type of intoxicatiof.
Pralidoxime is one of commonly oximes used as &dmblinesterase reactivating agent. Its
effect results from a molecular nucleophilic reaetwith the organophosphate, removing it
from the acetylcholinesterase site, thereby rasgoracetylcholinesterase’s capacity to
breakdown acetylcholine.

In some countries, military forces have based tlie@rapy against organophosphonate
intoxication on the combination of pralidoxime, agtine and diazepam. This three-drug
regimen is packaged in a liquid form in separat®-&jectors which must be administrated
intramuscularly. An auto-injector includes 2 mgogine, 7.5 mg diazepam, and 350 mg
pralidoxime, must be used by the soldier as sodirsasigns of intoxication appear (tremors,
salivation, chewing, etc.). A second auto-injectarst be injected 10-15 minutes later if the

signs of poisoning are still present.
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At present, the balance of published evidence fes/the early use of the treatméfit ¥
hence, the three drug regimen is currently packagadsingle auto-injector device containing
a combination of avizafone hydrochloride “diazepgodrug”, atropine sulfate and
pralidoxime methyl sulfate. The formulation is apilized powder to be diluted with water
for injection before i.m. administration.

Few clinical trials evaluating efficacy and dose eded in the treatment of

[12.13] Nevertheless, no study

organouphosphorous pesticide poisoning are alrpatiished
has been yet published concerning the evaluatiopralfdoxime pharmacokinetics after its
i.m. administration.,

The objective of the present study was to assess ptiarmacokinetic parameters of
pralidoxime in human healthy volunteers after i.radministration of pralidoxime

methylsulfate, alone or in combination with avizagcand atropine using a bi-compartmental

auto-injector.
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Methods:

|. Study Design:

The study was conducted in an open, randomized]esdose, two-way, cross-over design
with a 2 weeks washout period between the treasn&sch subject received the following
treatments by i.m. injection: 700 mg of pralidoximethyl sulfate and 40 mg of avizafone
chlorhydrate combined with 4 mg of atropine sulfated 700 mg of pralidoxime methyl
sulfate using the bi-compartmental auto-injectoliB@).

Blood samples were collected before i.m. admintistinaand 0.0833, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2,
3,4, 6, 8, 12 and 24 hours after treatment adtnatisn. Blood samples were centrifuged and
plasma was separated and stored at —80°C untilatrsay.

In order to determine pralidoxime concentrationstgin precipitation was carried out using
150 pL of acetonitrile containing diazepam D5 atenmal standard. Samples were then
vortex-mixed, then centrifuged. Supernatant wasstierred to micro vials and 10 pL was
injected into the chromatographic system. The asywas achieved by reverse phase high
performance liquid chromatography using a C-8 Xrdarolumn maintained at 40°C. The
mobile phase was nebulized using an electrosprascecand the ionized compounds were

detected using a triple quadrupole mass spectratifete

Calibration curves were linear over the range 8360 ng/ml, with regression coefficient R
> 0.99. Based on quality control samples, the olegdtive standard deviation was less than
12%. The overall relative error was less than 10%e lower limit of quantification was 5

ng/ml.
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[l. Data Analysis:
1. Non compartmental Approach:

The non compartmental model independent analyssspeaformed using WinNonLfhPro
v.4.1 (Pharsight Corporation, USA). For each subjaata corresponding to three treatments
were analyzed separately. Data were used to estimdividual maximal concentration (&)
and time necessary to reach maximal concentrati@g.(In addition, for each treatment the
elimination rate constant K and the area under the concentration-time c(&#C) were
estimated. K was estimated as the slope of the log-linear temportion of the plasma
concentratiorversustime curve, determined using unweighted lineastlsguares regression
analysis. The best number of concentrations waseshas that giving the highest coefficient
of determination, as recommended. Area under caratem-time curve was computed from
0 to 24 hr using the log-linear trapezoidal metlaodl extrapolated to infinity using the
equation AUCy.,= AUC o+ Cast /Ke, Where Qg is the last quantified concentration above
the lower limit of quantification.

Additionally, from these estimated parameters, s@vpharmacokinetic parameters were
derived. Terminal elimination half-life after eatteatment was calculated a% tLn2/Ke.
Systemic apparent clearance and terminal phaserapp&olume of distribution were
calculated after each treatment using the equatois= Dose / AUC, and Vd= CI/ K

Two parameters: AUC and.fx were then compared using the two one-sided t &gisoach
which is also referred to as the confidence inteaparoach.

The 90% confidence limits are estimated for the@ammeans. The interval estimate is based
on a Student’s distribution of datim this test, a 90% confidence interval about tagor
pharmacokinetic parameter means of the two druglyms must be within £20% for

measurement of the rate (&) and extent of drug bioavailability.
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This approach was performed on the log-transforie€ and G,ax values.The thax were

then compared using a non parametric test (Wilcaest).

2. Compartmental Modeling Approach:

2.1. Studied Pharmacokinetic Models:

In order to describe the absorption after the imection, two absorption kinetic models were
compared. First, the two-compartment model witktfarder absorption and elimination rates
described by the equation:

FDK a( Ka—-a “at Ka-Db ot
\% (Ka—a)(a-Db) (Ka=—Db)(a-Db)

+ Kaa - Ka e-Kat)

(Ka— b)(Ka_ a)

Cp =

C

Where K, is the absorption rate constant, D is the dosdrasirated by i.m. injection, a and b
are constants that depend solely on, K»; (transfer constants between compartments 1 and
2) and K (elimination constant), and (Vis the volume of distribution in the central
compartment.

The second model was a two-compartment model vatb-arder absorption rate and first-

order elimination rate and was described by thegou:

Fort<T

sz FD (1_ Ke_be—at_a_Kee—bt )
TV Ke a-b a-b

and for t >T

FD ( Ke-b (1_ el )e—a(t—T) _ Ke-a (1_ e bT )e—b(t—T) )

Cp =
TV Ke a-»b a-b
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WhereT represents the duration of absorption, D the @abeinistrated by i.m. injection, a
and b are constants that depend solely gnk; (transfer constants between compartments 1
and 2) and K(elimination constant), and ;Ms the volume of distribution in the central
compartment.

2.2. Estimation Method:

Population pharmacokinetic analysis was performsdgiWinNonMix® software implanting
the first-order conditional estimation method. WorWix computed the minimum value of
the objective function (MVOF), a statistic thapi®portional to minus twice log likelihood of
the data.

Inter individual variability in the parameters agsd a log-normal distribution across the
population. Therefore, the distribution of the phacokinetic parameters was defined by:
P=P* exp (i), where Pi is the individual model parameter &glis the population value
with ni being the normally distributed inter individuanability with mean zero and variance
032.

A number of statistical models were tested forrémdual error (additive, proportional, and
combined additive and proportional), which was niledeusing a combined error model
Cobs,i= Corea,j *(1+¢ij ) where Gysjjand Greq,j are the observed and predicted concentrations,
respectively for ith individual and denote the desil random error with mean zero and
variance ¢°>. The residual error describes the intra individwariability and contains
inexplicable error which arises from, for examptegasuring experimental errors and model
mis-specification.

The pharmacokinetic parameters wegge K., Kz, K21, and an absorption parametegiikthe
case of first-order absorption. In the case of zeder absorption,T was fixed and
determined as time necessary to reach the maxiomeatration and that for each subject

and each treatment individually.
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From these parameters, several derived pharmadmkiparameters were computed: area
under the curve AUC, time needed to reach maxinwacentration ., and maximal
concentration Gax

2.3. Comparison of Models:

The Akaike Information Criterion (AIC) was useditientify the best combination of models,
since the first-order and the zero-order absorptioadels are not nested. This criterion can be
viewed as the sum of a measure of the goodnest ahdl of a penalty function proportional
to the number of estimated parameters in the model.

The goodness of fit was assessed graphically biuawan of the agreement between the
observed and the predicted pralidoxime concentrgticeductions in the range of weighted
residuals, and uniformity of the distribution of igleted residuals about zero across the range
of both the predicted concentrations and the timeeslast dose. In addition, increases in the
precision of the parameter estimates and reductionoth inter individual variability and

residual variability were also used to discriminagdween competing models.
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Results:

I. Non compartmental approach:

Twenty healthy adult male volunteers aged betweear 45 years (29.7+6.3 years, meanzx
S.D) were included in the clinical study. All sut® have been given written informed
consent and the Ethics Committee has approved litieat protocol. All volunteers were
assessed as healthy based on medical historyalliekamination, blood pressure, ECG and
laboratory investigation. There was no individuahweither a history or evidence of hepatic,
renal, gastrointestinal, and hematological dewvietjcor any acute/chronic disease or drug
allergy.

Plasma pralidoxime concentrations were quantified2D healthy volunteers after i.m.
administration of two treatments: pralidoxime aloaed pralidoxime with atropine and
avizafone using the bi-compartmental auto-injectevice (AIBC) with 2-weeks wash out
period.

Table 1 shows the main and derived pharmacokinetic paemnetf pralidoxime obtained
after a non compartmental analysis of the dat&®dbh treatments.

The results regarding pralidoxime relative bioaadaility after the three treatments are
summarized imable 2

The co-administration of atropine and avizafonehwgralidoxime seemed to increase
pralidoxime Gax and its AUC. The application of Schuirmann tesbvebd that although
AUC 90% confidence interval was still in the rar@80-1.25, Gax 90% was out this range.
Pralidoxime concentrations reach their maximal ealearlier when pralidoxime is

administered in combination with avizafone and @itre (p=0.045).
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Il. Compartmental modeling approach:

On a log-scale, data appeared to exhibit a biexp@ielecline and that describes the sum of
two first-order processes: distribution and elintim@ Hence, two-compartment open models
were studied in order to describe the pharmacakmetdf pralidoxime after treatments
administration.

A two-compartment model with zero-order absorptowl first-order elimination was chosen
to predict pralidoxime concentrations when it wdmanistrated alone.

Meanwhile, two-compartment model with first-orddysarption and elimination described
with a good fitting pralidoxime concentrations afts i.m. administration with atropine and
avizafone.

Figure 1 shows the population predicted concentrations lfandividuals compared with the
observation data.

Inter individual variability was described by anpexential error model, whereas residual
variability was described by a combined exponeranal additive error model.

For the chosen models, no trend is noticed in tlaphgcs of standardized residuaksrsus
predicted concentrations a@ersustime as it is shown ifFigure 2. The pharmacokinetic
parameters estimated with the iterative reweiglitedt-squares method are summarized in
Table 3.

The standard errors of individual estimates weso abtbtained, except for the time of
absorptionT in the model with zero-order absorption, which viirasd and determined as the
tmax €Stimated using the non compartmental approach.

From the estimated pharmacokinetic parameters, AW@ G,.x were derived for both
treatments, while f.x was derived only for treatment: pralidoxime in donation with

atropine and avizafondéble 4).

140



Discussion:

This study was the first one in human aiming teedatne the pharmacokinetic parameters of
pralidoxime after its i.m. administration.

Therefore, both a non compartmental approach asargpartmental modelling analysis were
achieved. Since treatments were administered withi2 weeks interval, interoccasion
variability in the pharmacokinetic parameters haserb taken into account, with the
assumption that plasma clearance remains cortant

In a non compartmental approach, kinetics afteriagtnation of both treatments are always
analyzed separately and individual pharmacokingi@meters are estimated for each period
of treatment. In a compartmental modelling apphganteroccasion variability has been
modelled using a random effect model.

As mentioned above, the non compartmental anafpdiswed by the confidence interval
approach™®, showed that pralidoxime inlet in plasma is achtkearlier exhibiting higher
concentrations when it was administered in combnatvith avizafone and atropine as
compared to its administration alone. Meanwhile, tittal exposure of pralidoxime, assessed
by AUC, appears to be equivalent when pralidoxisnmjected either alone or combined with
avizafone and atropine. The co-administration ataene and atropine with pralidoxime
appears to have no effect on pralidoxime elimimatalf-life, which is comparable to what
has been already published after i.v. infusion athborganophosphorous poisoned patients
and healthy volunteef¥”.

The compartmental modelling analysis was achies®ugua non-linear least squares method.
The basic problem in this method is finding theuesl of6, the model parameter, which
minimizes the residual sum of squares which isreggdly a problem in optimization. As the
objective functions used in pharmacokinetic modgllare of quadratic nature, they have a

convex or curved structure that can be exploitefingh an estimate dd. Specific algorithms
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have been developed to take advantage of the naftuhe objective function surface. These
algorithms are designed to be as robust as possitileto converge if convergence can be
achieved®”.

In this study, Gauss-Newton algorithm modified venberg and Hartley has been used for
models parameters estimation. Although Gauss-Newtethod does require the estimated
variance-covariance matrix of parameters, Levenineogdifications suppress the magnitude
of change in parameters values from iterationeiatton to a reasonable amount.

A constant coefficient of variation error model wesosen, and the iteratively reweighted
least squares method has been used. In this meathediyst estimation of the parameter is
achieved by a regression, and this estimation igiwed and then reestimated by the
weighted least squares metHtfé

For each concentration, an additive error was asdurarising from a zero mean
Gaussian distribution, and the standard deviatidheresidual error was best described by a
combined additive and proportional structure. Esron two different concentrations were
assumed to be uncorrelated. The error included: lytacsd
assay error, and model misspecification error. Quatontrol samples used during
pralidoxime quantification in subjects samples,vebo that a constant coefficient of variation
error model was appropriate for assay error. It assimed that such a model could also well
describe error due to the pharmacokinetic modeiudly, it is reasonable to assume that this
kind of error is more important during the absarptand the distribution phases rather at the
end of the kinetic. Otherwise, there was no reasoassume that the variance parameters
could be different among the subjects. The Akaik#emon was used to select the
combination of models that included the best aligmrpnodel. In addition, plots of predicted
and observed concentratiorrsustime, parameters estimation coefficient of vaoatiwere

also examined and their evaluation was consideretidose the best fit model.
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The population pharmacokinetic analysis showed tihatpharmacokinetics of pralidoxime
administered intramuscularly followed a two-compaht model with zero-order absorption.
This model was chosen though the AIC of the mod#h Wirst-order absorption was lower
(3645versus3607 for first-order and zero-order absorptiospextively). As a matter of fact,
the estimation coefficient of variation severalirasted and derived parameters were high
when data were fitted using the first-order absomptwhile, with the zero-order absorption,
they were always lower than 25%. In addition, thembined model with first-order
absorption seemed to underestimate the maximakodration.

When pralidoxime is administered with atropine gmdlidoxime using the auto-injector
device (AIBC), a two-compartment model with firsder absorption was identified to be the
best model fitting the pharmacokinetics of pralimhoe. For these data, AIC, coefficients of
variation of derived and estimated parameters,@oid of goodness of fit indicated that the
model with first-order absorption was the bestitoahd to estimate the pharmacokinetic
parameters.

When pralidoxime is injected with avizafone andpine, earlier absorption, accompanied by
higher maximal concentration, had occurred. Thisn@menon is accompanied with a shift of
the best mathematical model fitting this processfzero-order to first-order rate one. Zero-
order absorption usually occurs when the drug sodied by a saturable process or a zero-
order controlled release delivery system is uséaks Tould suggest the implication an active
transport phenomena, or a temporary stockage adrilng at the site of administration with a
constant diffusion into the general circulation.

Hence, the accelerated absorption of pralidoximberw combined with avizafone and
atropine, likely reflects a consequence of a modifon of absorption process due to a blood

flow modification at the site of injectidh.
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Avizafone is not known to exhibit pharmacologicabperties suggesting any modification of
blood flow or other absorption mechanisms. Nevéeg® atropine when is administered at
clinical doses which induces anticholinergic eféeatounteracts the peripheral effects, i.e.
vasodilatation, leading to modification of blood\i rate at the site of injectidi. Hence,
this pharmacological property could explain the rhoation in the absorption process for the
co-administered molecules.

In summary, the non compartmental analysis followgdhe confidence interval approach
enabled to determine the differences between plekreetic parameters regarding the
bioavailability (AUC, and Gay, While the compartmental approach allowed to att@rize
the best absorption model and provided severalhpheokinetic parameters that could not be
obtained with a model independent analysis whichbks the understanding of some

processes concerning pharmacokinetics of pralidexim
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Tables:

Table 1: Estimated pharmacokinetic parametersaiidaxime obtained with the non

compartmental approach

Pralidoxime AIBC
Mean SD Mean SD
AUC o (hr.ng/ml) 10044 2488 10187 2704
tmas (1Y’ 0.63 0.52 0.33 0.21
Crma» (Ng/ml) 3988 1572 4635 1408
Ke () 0.235 0.033 0.215 0.028
ty2 (hr) 2.94 0.41 3.22 0.42

# medians: Pralidoxime 0.50 hr; AIBC 0.25 hr

Table 2: Relative pralidoxime bioavailability aftiie administration of treatments:

pralidoxime and AIBC.

Parameters Geometric Means Ratio*** p 90% ClI
Pralidoxime AIBC

Cma» (Ng/ml) 3725 4386 0.849 - 0.685-1.053

AUC g (hr.ng/ml) 9764 9819 0.994 - 0.924-1.07

tmas * (D) 0.50 0.25 - <0.01** -

* median ; ** Wilcoxon test ; *** Pralidoxime/AIBC
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Table 3: Population pharmacokinetic parameter detdipralidoxime obtained with the best
fitting model for treatments; pralidoxime and AIBC.

Pralidoxime AIBC

Estimate Standard error Estimate Standard error
V1(L) 197.2 10.84 311.7 30.25
K01 (hrh) - - 0.685 0.036
K10 (hrh) 0.685 0.036 0.45 0.023
K12 (hr?) 0.527 0.071 0.079 0.071
K21 (hrh) 0.357 0.024 0.357 0.024
Population variability
V1 39.70% 31.10%
K01 - 70.70%
K10 22.90% 16.6%
K12 144% 2.28%
K21 89.70% 7.48%
Residual error 1.30% 18.70%

* Expressed as coefficient of variation

Table 4: Main derived Pharmacokinetic parametedsemtimation CV% of pralidoxime
obtained with the compartmental modeling approach.

Pralidoxime AIBC

Mean SD Mean SD
AUC (hr.ng/ml) 10164 2159 10291 2629
AUC estimation CV% 4.78% 0.146% 9.84% 2.06%
tmas (D) - - 0.31 0.15
tmax €Stimation CV% - - 14.4% 0.94%
Cima (ng/ml) 3987 1031 4333 723
Cma» €stimation CV% 5.96% 0.93% 9.86% 2.43%
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Legends:
Figure 1: Scatterplot of observegersus predicted plasma pralidoxime concenetrations

indicated a closer distibution around the line ity for pralidoxime alone (a) and AIBC (b).

Figure 2: Assessement of predictive performancefidl population models for both

treatements: pralidoxime and AIBC. Plots of reslduersuspredicted concentrations for

pralidoxime (a) and AIBC (b), and residwarsustime for pralidoxime (c) and AIBC (d).
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2. DISCUSSION

Cette étude visant a déterminer les parametresmaltacinetiques de la pralidoxime aprés
administration i.m. est la premiére réalisée chemmime.

Deux approches ont été réalisées: une non comgentale et une modélisation
compartimentale. Les traitements ayant été admasist un intervalle de deux semaines, la
variabilité " inter-occasion " des parametres planocinétiques a été prise en compte, en
faisant 'hypothése que la clairance plasmatigsgiteconstant&?.

Dans l'approche non compartimentale, les cinétigagses administration des deux
traitements sont toujours analysées séparémergsepdrametres pharmacocinétiques sont
estimés pour chaque période de traitement. Dangpribghe de modélisation
compartimentale, la variabilité inter-occasion €taodélisée selon un modele a effet mixte.
Comme mentionné ci-dessus, l'analyse non compantaee suivie par I'approche de
l'intervalle de confiancE?, a montré que la pralidoxime dans le plasma ajgsaia plus vite

et a des concentrations plus élevées apres adratiost intramusculaire de I'association
pralidoxime, atropine et avizafone, que lorsqu’eiait administrée seule. Cependant,
I'exposition totale de la pralidoxime, évaluée PRUC, reste équivalente que la pralidoxime
soit injectée seule, ou en association avec |'atept I'avizafone.

La co-administration de I'atropine et de I'avizadaavec la pralidoxime semble n’avoir aucun
effet sur la demi-vie d'élimination de la pralidard, qui est comparable a celle qui a déja été
publiée apres une perfusion i.v. chez les patietdiqués par les organophosphorés ou chez
le sujet saif?.

L’analyse par modélisation compartimentale a éais&e par la méthode des moindres carrés
non-linéaire. Le principe fondamental dans cett¢howe est de trouver les valeurs@jde
parameéetre du modeéle, ce qui minimise la somme uéla de carrés qui est essentiellement

un probléme dans [l'optimisation. Comme les fondioabjectives utilisées dans la
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modélisation pharmacocinétique sont de nature qtigde, elles ont une forme concave ou
convexe ce qui peut étre exploité pour trouver @sémation de6. Des algorithmes
spécifiqgues ont été développés pour tirer profitlalanature de la surface de la fonction
objective. Ces algorithmes sont congus pour étrglls robuste que possible et pour
converger rapidement lorsque la convergence peziaéeintd!??.

Dans cette étude, l'algorithme de Gauss-Newton figquir Levenberg et Hartley a été utilisé
pour estimer les paramétres des modéles. La métlaaess-Newton correspond a
I'estimation de la matrice de variance-covarianes garametres, et la modification de
Levenberg réduit I'amplitude du changement desuvalée paramétres a chaque itération a un
niveau acceptable.

Un modele d’erreur a coefficient de variation cansta été choisi, et la méthode des
moindres carrés avec pondération itérative a éiséet. Dans cette méthode, la premiére
estimation du parameétre est réalisée par régressiorette estimation est ensuite ré-estimé
par la méthode des moindres carrés pondéf@s L'erreur est la combinaison d'erreur de
dosage et d'erreur liée au manque de spécifiatémddéle pharmacocinétique. Les
échantillons de contrdle qualité cités pour le desda la pralidoxime dans des échantillons
des sujets, a montré qu’'un modéle d’erreur a aoefft de variation constant était approprié
pour l'erreur de dosage. L'’hypothése a été faite @qpumodeéle pourrait aussi décrire I'erreur
liée au modeéle pharmacocinétique. En fait, on @eyposer que ce type d'erreur est plus
important au cours des phases d'absorption etstigodition que lors de la phase terminale de
la cinétique. Par ailleurs, aucun argument ne perdee supposer que la variance des
parametres puisse étre différente entre les sujets.

Le critere d'Akaike a été utilisé pour retenir lambinaison de modéles qui intégrait le
meilleur modéle d'absorption. De plus, les graplesoncentrations observées et prédites en

fonction du temps, ainsi que les coefficients daatian d’estimation des parameétres, ont
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€également été examinés et leur évaluation a peueischoisir le meilleur modéle
d’ajustement.

Dans l'approche de la pharmacocinétique de popuatia pharmacocinétique de la
pralidoxime administrée par voie intramusculairé an modéle a deux compartiments avec
une absorption d’'ordre zéro. Ce modéle a été retieiem que I'AIC du modéle avec une
absorption d’ordre 1 soit inférieur (3648rsus3607 pour I'absorption d’'ordre 1 et d’ordre
zéro, respectivement). En fait, les variances dsi@lirs paramétres estimés et dérivés étaient
élevées lorsque les données ont été modéliséempaabsorption d’ordre 1, tandis que, avec
une absorption d'ordre zéro, elles étaient toujandérieures a 25%. De plus, le modéle
intégrant une absorption d’ordre 1 sous-estimaittincentrations maximales.

Apres administration de pralidoxime avec l'atropgthdavizafone a I'aide du systéme d’auto-
injecteur (AIBC), un modeéle a deux compartimentscaabsorption d’ordre 1 a été identifié
comme étant le plus approprié pour décrire la phaaninétique de la pralidoxime.
Concernant ces données, I'AIC, les variances desngdres estimés et dérivés, et les graphes
de qualité de I'ajustement, montrent que le moaéde absorption d’ordre 1 est le plus adapté
pour ajuster et estimer les parameétres pharmadanies.

Injectée an association avec l'avizafone et l'atrepla pralidoxime est absorbée plus vite, et
atteint des concentrations maximales plus élevéas. phénoméne s’accompagne d'un
changement du meilleur modéle mathématique du psose passant d’'une absorption d’ordre
zéro a une absorption d’ordre 1. Une absorptiomddéozéro se voit en général quand un
systeme de libération contrdlée est utilisé. Calar@it également suggérer Il'existence de
phénomenes de transport actif, ou de stockage tainpale la molécule au site d'injection

suivie d’'une diffusion constante dans la circulatignérale.
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De ce fait, l'accélération de l'absorption de lalidoxime, lorsqu'elle est associée avec
l'atropine et I'avizafone, reflete probablement unedification du processus d'absorption
résultant de la modification du flux sanguin aweaiu du site d'injectiof**.

L'avizafone n'est pas connue pour avoir des prasidoharmacologiques suggérant une
modification du flux sanguin ou des mécanismesstgition. Cependant, en clinique lorsque
I'atropine est administrée a des doses induisanefiets anticholinergiques généraux, ily a
modification des effets périphériques, dont vasadilon. Il en résulte une modification du
débit sanguin a différents niveaux dont potentietiat au site d'injectio®*®. Cette action
pharmacologique pourrait ainsi expliquer le retat@ns le processus d'absorption des
molécules co-administrées.

En résumé, I'analyse non compartimentale suiviéaggroche de l'intervalle de confiance a
permis de déterminer les différences en terme deigponibilité (AUC, et Gay, tandis que
'approche compartimentale a permis de caractétsaneilleur modéle d'absorption et a
fourni plusieurs paramétres pharmacocinétiquesiguit pas pu étre obtenus par une analyse

modele-indépendante, ce qui permet la compréhend@m processus qui gouvernent la

pharmacocinétique de la pralidoxime.
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1. INTRODUCTION

L’amyotrophie spinale infantile (ASI) est une matdécessive génétique, caractérisée par
une faiblesse et une fonte musculaire progressiogoguée par une dégénérescence des
motoneurones de la corne antérieure. Cette malaelizgomusculaire de l'enfance a une
prévalence estimée a une naissance sur 6000 201#'00

La classification actuelle des formes d’ASI, doiditération a été cartographiée sur le
chromosome 5q13, est basée sur des critéres @slfql L'ASI sévere (maladie de Werding
Hoffman, ASI aigué et ASI de type |) est caractipar son apparition précoce avant I'age
de 6 mois, I'impossibilité de s’asseoir sans suppbune espérance de vie de 2 ans ou moins.
L'ASI de type Il (ASI chronique) est habituellemeadcelable entre 6 et 18 mois, mais
pourrait débuter plus tot. Les patients parvienrgerge tenir assis seuls et peuvent vivre
jusqu’'a l'adolescence ou davantage. L'ASI de tYp@Bl juvénile ou maladie de Kugelberg
WELANDER) devient symptomatique apres l'age de l1@smet tous les patients sont
capables de marcher seuls. Les patients atteidtddklll peuvent vivre jusqu’a I'age de 60
ans.

Les enfants atteints d’ASI avec pronostic graveda# difficultés de succion, de déglutition
et de respiration abdominale au cours des premngis de vie. Dubowetz et Thomas et
Ignatinuset al, ont montré que 80% des patients dont la makdi€buté avant 'dge de deux
mois meurent dans les 7 mois qui suivent, et 808qpaéients dont la maladie a débuté entre
2 et 6 mois meurent a I'age de 20 mi&i& 129

Les hypothéses sur la pathogenése de I'ASI sontsligantes: défaut d'inhibition de
'apoptose, cytotoxicité du glutamate, et abseneefadteurs neuroprotecteurs au niveau
nerveux ou musculaité®,

Il n'existe pas a I'heure actuelle de traitemendim@menteux d’ASI. En revanche quelques

essais clinigues ont été menés plus ou moins réeamrertains de ces essais évaluent
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I'efficacité des meédicaments agissant sur la pnetésMN tronquée par le gene SMN2,
comme l'acide valproique et le phenylbutyrdt® % D’autres études s'intéressent aux
substances susceptibles d’agir sur la survie désmaorones.

Les inhibiteurs du glutamate sont actuellementmenandés pour le traitement de la sclérose
latérale amyotrophique (SLA) et permettent d’eemét la progressiof§?

Le riluzole est un médicament neuroprotecteur giriad en bloquant la neurotransmission
via les acides aminés excitateurs et permet alagduer I'excitotoxicitd®®. Le riluzole fut

le premier médicament reconnu comme efficace paitet la SLA. Il est administré par voie
orale sous forme de comprimé dosé a 50 mg deuxptoigour. Le riluzole est rapidement et
bien absorbé au niveau gastro-intestinal. La waténtre la dose administrée et les
concentrations plasmatiques est linéaire et laigpaahibilité absolue est d’environ 60%, avec
toutefois une importante variabilité inter-indivlle, vraisemblablement liée aux différences
de I'effet de premier passaff@.

L'état d’équilibre des concentrations plasmatigass atteint aprés environ 5 jours, et les
concentrations plasmatiques maximales sont d’en\8@0 ng/ml. Le riluzole est métabolisé
par les enzymes oxydatives de phase | du systénse cgtochromes P450 (CYP),
principalement le CYP 1A2, suivie par une glucurmjaogaison puis est éliminé dans les
urinest’,

Haddadet al. ont montré que I'évolution de I'amyotrophie spmale la souris peut étre
ralentie apres le début de la maladie et suggéremtle riluzole peut étre considéré comme
une molécule candidate des essais thérapeutiqeed’shmme®®.

A ce jour, une seule étude clinigue de phase luémal'administration orale du riluzole chez
les nourrissons a été publiéd. Cette étude suggére que le riluzole est sansedahgz les

nourrissons avec ASI et pourrait avoir un effettéfauation de la progression de la maladie.
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Cependant, il s'agissait d'une étude portant supaetii nombre de sujets a la puissance
insuffisante pour pouvoir montrer une différencdrenes deux groupes (traitement et
placebo).

Par ailleurs, aucune donnée pharmacocinétique omeael'administration orale du riluzole
chez I'enfant n’a été publiée.

L'objectif de [I'étude présentée est de déterminas Iprincipaux parameétres
pharmacocinétiques du riluzole a I'état d'équiliypees son administration par voie orale a la

dose de 50 mg par jour chez le patient atteint t'AS
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Riluzole Pharmacokinetics in Patients with Spinal
Muscular Amyotrophy.
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Abstract:

Spinal muscular atrophy (SMA) is a neuromusculaodier of childhood occurring in 1 in
6000 to 10000 births. Riluzole is an anti-excitatoagent recommended for treatment of
amyotrophic lateral sclerosis (ALS). The objectofethe present study is to assess the
pharmacokinetics of riluzole in patients with SMA.

Fourteen patients (age between 9-17 years) werelledrin an open-label, single cohort,
repeat-dose, pharmacokinetic study. All particigamere assigned to receive riluzole orally
(50 mg once a day) for 5 days. Riluzole plasma eomations were determined by a
validated LC-MS/MS method from samples obtainedbgt5. Non compartmental approach
and compartmental modeling analysis were theregféeformed.

The analyses showed that the dose of 50 mg onbyevelzs sufficient to achieve a total daily
exposure similar to those achieved in adult healtmjunteers or ALS patients at the
recommended dose of 50 mg twice a day. The phakim&tic simulations showed that the
administration of 50 mg twice daily would result imigher trough and maximal
concentrationgomparable to those obtained in ALS patients witb rhg twice daily.

In conclusion, the study showed that the dose agh§®nce a day is appropriate in patients
with SMA. This dose was chosen for the clinical #aaluating the efficiency of riluzole in

patients with SMA.
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INTRODUCTION:

Spinal Muscular Atrophy (SMA) is an autosomal retes disorder, clinically characterized
by a slowly progressive muscle weakness relatetheadegeneration of anterior horn cells.
This rare familial neuromuscular disorder of chddd occurs in 1 in 6000 to 10000 birfHs
and the genetic mutation has been mapped to chmmeS5q13.

Current sub-classification of SMA, is based on ichh criteria®. Sever SMA (Werding-
Hoffman disease, acute SMA and SMA type-l) is cbimdzed by onset before 6 months of
age, failure to achieve sitting without support anlife expectancy of 2 years or less. Spinal
muscular atrophy type-Il (chronic SMA) usually bews symptomatic between 6 and 18
months of age, but may start earlier. Those patighimately attain independent sitting with
help and may live into adolescence or longer. Spmescular atrophy type-Ill (juvenile SMA
or Kugelberg-Welander disease) becomes symptoraétec the age of 18 months, and all
patients walk independently at some time. Patieuitis SMA type-lll may survive into the
sixth decade of life.

SMA children with the severe prognosis have ditties with sucking, swallowing, and
abdominal breathing in the first few months of .lilthomas and Dubowetz and Ignatireis
al., have shown that 80% of patients with onset befar@ months of age die within 7
months. 80% of patients with onset between 2 amb6ths die by age 20 months”.
Hypotheses regarding the pathogenesis of SMA ircldefective inhibition of apoptosis,
glutamate excitotoxicity, or lack of neurotrophaxctors in nerve or muscfe.

Clinical trials were or are currently conductedetealuate the effect of disease modifying
therapy in SMA. Few studies were or are conduatezl/aluate the effect of drugs that mainly
act by increasing SMN2-derived RNA and proteinselsy such as valproic acid and

phenylbutyrate.
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Other clinical trials evaluate the safety and ey of other drugs acting as neuroprotectors,
such as riluzole which is a glutamate inhibitorh#d been shown that riluzole slow the
progression of amyotrophic lateral sclerosis (AISY! and is currently recommended for
treatment of that disease.

Riluzole is a neuroprotective drug that is thoutghtact by blocking excitatory amino acid
mediated neurotransmission and thus attenuatinigoeoxicity . Riluzole was the first drug
to have been shown to be of benefit in the treatmaBALS. The recommended dosage is 50
mg oral tablet twice daily.

In adult healthy volunteers, the drug is well aagidly absorbed from the gastrointestinal
tract. The relationship between administered doskpdasma concentrations is linear and the
absolute bioavailability is ~60%, although therecasiderable inter-individual variability,
presumably due to differences in the extent offtret-pass effect”. Steady-state plasma
concentrations are achieved after ~5 days, and plkeskna concentrations are ~300 ng/ml.
Riluzole is metabolized by phase | oxidative enzynincipally CYP 1A2, followed by
glucuroconjugation and it is eliminated in the effY.

Haddad et al showed that riluzole can modify disease progosssin SMA when
administered after the onset of neuromuscular tefaed may warrant further investigation
in a therapeutic trial in SMA™.

Up today, only one phase-1 clinical trial evalugtihe safety of riluzole administration in
children with SMA has been report€d. This study suggests that riluzole is safe indskih
with SMA and may have a mitigating effect on théunal course of the disease.

However, this was a limited study with insufficiggawer to show a difference between with

placebo.
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Since no pharmacokinetic data concerning the ahaligistration of riluzole in children is yet
available, we undertook a study to determine theadst-state main pharmacokinetic

parameters of riluzole at 50 mg daily in childretmEMA.

SUBJECTS AND METHODS:

The study was conducted in one clinical center (Rayd Poincaré Hospital, Garche, France).
This study was nested in a randomized, double-plipldcebo-controlled clinical trial
assessing riluzole efficacy. Fourteen patientsi@pated in this preliminary repeat-dose,
open label, single cohort, pharmacokinetic study.

Patients at inclusion had to be at least 6 yearsuotl younger than 20 years at the time of the
enrollment and needed to fulfill international déisation criteria for SMA type-Il or -lli
with a mobility score< 12 on motor function measurement (MFM) sc&le

Eligibility was determined on the basis of medichistory, physical examination,
electrocardiogram, and standard laboratory testading hematology and blood chemistry.
Patients were excluded if they met any of the fellag criteria: treatment with riluzole,
treatment with any hepatotoxic drug, renal, cardiad hepatic insufficiency.

All subjects received a daily dose of 50 mg ofzile administered as 50 mg capsule for 5
days. On day 5, blood samples (approximately 2wele drawn into lithium heparin tubes
before and at t-1hr, t-5hr, t-Ohr, t-14hr and t+2dtter the last administration of daily riluzole
dose. Samples were centrifuged and plasma decamédfrozen at -20°C until further
analysis.

Assay method:

Riluzole was quantified in plasma samples, aftetgn precipitation, using a validated liquid
chromatography-mass spectrometry (LC/MS/MS) metoedhe moment of assay, 100 ul of

plasma was exactly measured. Protein precipitati@s carried out using 150 pl of
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acetonitrile containing diazepam-D5 as the integtahdard (I.S.). The samples were vortex
mixed, then centrifuged. The supernatant was tearesd to micro vials and 5 pl were
analyzed by the chromatographic system. The arsalyas achieved by reversed phase high
performance liquid chromatography using a C-8 ACQUIcolumn maintained at 40°C.
The mobile phase was nebulized using an electrgspoairce. The mass spectrometry
(Quatro premier) was programmed to transmit thetomated molecules [M+H]at m/z
235.2 for riluzole and m/z 290.2 for I.S. via thestf quadripole filter (Q1), with collision
fragmentation in Q2 while monitoring, in Q3, theoguct ions at m/z 216.2 (riluzole) and
m/z 198.2 (1.S.). Micromass softw&r@Vaters, USA) was used to acquire chromatographic

data, integrate the peaks, and calculate plasmzeotmrations.

Calibration curves were obtained by fitting the kmearea ratio (riluzole/l.S.) to standard
concentrations using the weighted (1/concentratiomgar least squares regression. The
calibration curve was linear over the concentratiange 2-500 ng/ml with determination
coefficient <0.99. When a plasma sample conceotmatvas above 500 ng/ml, the sample

was diluted with human blank plasma and re-assayed.

Based on quality control samples, the overall redatstandard deviation (an index of
precision) was less than 11.6%. The overall redaéinror (an index of accuracy) was within

+ 13.9%. The lower limit of quantification (LLOQ)as validated at 2 ng/ml.
Pharmacokinetic Analysis:

Non compartmental model:

The non compartmental model independent analyssspeaformed using WinNonLfhPro
v.4.1 (Pharsight Corporation, USA), to estimatazdle main pharmacokinetic parameters at
the steady state. Data were used to estimate thdiVmaximal concentration {&,) and time

necessary to reach maximal concentratiop)(t In addition, for each treatment the
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elimination rate constant ¢ and the area under the concentration-time ciiora time O to

24 hours of blood sampling (AWG) were estimated. Kwas estimated as the slope of the
log-linear terminal portion of the plasma concetibra vs. time curve, determined using
unweighted linear least-squares regression analykis best number of concentrations was
chosen as that giving the highest coefficient dedwaination, as recommended. Area under
concentration-time curve was computed from 0 tohR4using the log-linear trapezoidal
method. Additionally, from these estimated paramseteeveral pharmacokinetic parameters

were derived. Terminal elimination half-life wadadated asii,=Ln2/Ke.

Compartmental Modelling Approach:

Studied Pharmacokinetic Models

In order to describe the absorption after oral aistiation of riluzole, two absorption kinetic
models were compared. First, the one-compartmerteimwith first-order absorption and

elimination rates described by the equation:

K -k

Cp = 2 1-e
P TV Ke ( )

Where K, is the absorption rate constant, D is the doseiradtered orally, K is the

elimination constant, and.\fs the volume of distribution in the central comtpeent.

The second model was a one-compartment model ertb-arder absorption rate and first

order elimination rate and was described by thegou:

Fort<T
_ FD ket
cp = TVCKe( 1-e )

and for t >T
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FD

= W( (L-e KeTyx e Ket-T) )

Cp
WhereT represents the duration of absorption, D is theedadministered orally, Ms the
elimination constant, and.\fs the volume of distribution in the central comtpegent.

Estimation Method:

WinNonLin® software was used to fit the data of each suhjeitg two combinations of
models: a one-compartment open model with eithes-aeder or first-order absorption. The
initial estimates of the pharmacokinetic parameteese computed by WinNonLfhusing
curve stripping.

The pharmacokinetic parameters werg K, and an absorption parametkgin the case of
first-order absorption. In the case of zero-ordesaaption, T was fixed and determined as
time necessary to reach the maximal concentratidrtfzat for each subject individually.

From these parameters, several derived pharmadmkiparameters were computed: area
under the curve AUE, time needed to reach maximal concentratiggq, tand maximal
concentration Gax

For each concentration, an additive error was asduamising from a zero mean Gaussian
distribution, with a heteroscedastic variance. &rron two different concentrations were
assumed to be uncorrelated. The error includedr efrthe analytical method, and error due
to the pharmacokinetic model misspecification.

Gauss-Newton method with Levenberg modification wasd to provide the “least square”
estimates. Data were weighted using a constanficeet of variation error model based on
model predicted plasma concentratiof1As using observed data as weights is problematic
since they are measured with error, predicted wahre used instead. In this manner, any
measurement error or random variability in the dai@ontrolled.

Comparison of Models:
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The Akaike Information Criterion (AIC) was useditientify the best combination of models,
since the first order and the zero order absorptiodels are not nested. This criterion can be
viewed as the sum of a measure of the goodnest ahél of a penalty function proportional
to the number of estimated parameters in the mdawl.each combination of models, the
criterion for all subjects was computed. The corabon of models with the smallest AIC is
the most adequate according to a parcimony priecipl

Pharmacokinetic simulation:

The individual parameter estimates from the fifasen model were used to compare two

dosing regimens: 50mg Q.D. and 50 mg B.I.D. witkidg intervak=12 hours.
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Results:

14 patients (5 male, 9 female) were enrolled instuely. Demographic characteristics of the
study population are summarizedTiable I. One subject was excluded from the analysis due
to difficulties in blood sampling.

Figure 1 shows the mean plasma concentrattersustime profile of riluzole at the steady
state. The individual and mean pharmacokinetic rpatars in infants are summarized in
Table II. The individual pharmacokinetic data showed imbelividual variability in
pharmacokinetic parameters with CV% varied fronb@oto 71%;

The mean plasma levels of riluzole increased dntibur, thereafter, plasma levels of riluzole
declined and the mean apparent terminal half4ifg (vas 9.75 hr.

A delay in the time to reach the maximal concertrats observed in the group of patients
with SMA 1l as compared to patients with SMA 11l édian £, 3 hrversusl hr)., with no
significant effect on the total exposure and th&imal concentration.

One-compartment open models were studied in ocdéescribe riluzole pharmacokinetics.
For each combination of models, individual fittingf/sdata were obtaineé&igure 2 shows the
pharmacokinetic curve fitted by the model for ai¢gpsubject.

After oral administration, riluzole concentrationgere better predicted by zero-order
absorption model than by first-order absorption etod

These graphical results were confirmed by the AE il subjects (4.2%ersus-18.2) for
first-order and zero-order absorption, respectively

For the chosen models, no trend is noticed in tlaphgcs of standardized residuaksrsus
predicted concentrations gersustime. The pharmacokinetic parameters estimated thig

iterative reweighted least-squares method are suinedanTable Ill .
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The standard errors of individual estimates weso abtbtained, except for the time of
absorption T, which was fixed and determined as thgxtestimated using the non

compartmental approach.
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Discussion:

This study aimed to establish the pharmacokinetafilp of riluzole after repeated oral
administration in SMA patients.

The pharmacokinetics of riluzole was determine@rasteady-state concentration had been
reached. Two types of pharmacokinetic analysis warged out to determine the dose to be
administered in this population, with regards te thtal systemic exposure, absorption and
elimination of riluzole.

Non compartmental analysis:

This analysis showed that riluzole reaches rapithymaximal concentration after oral
administration of 50 mg capsules (medigg & 1hr). Four SMA Il patients had a delay in
riluzole absorption (experimentalk = 5 hr). Three of them had a,% 2-fold lower than the
mean Gy While the fourth had a &« 2-fold higher than the meany& Anyhow, riluzole
total exposure in this subject was 3-fold highantlihe mean total exposure, which could
explain the higher Gax despite the delayed absorption.

One subject, with SMA lll, had a 4-fold lower totekposure than mean total exposure,
accompanied by a 4-fold decrease in thg«@s compared to group mean.

This variability could be due, in part, to fluctisats in CYP 1A2 activity, the predominant
isoenzyme in phase | riluzole metaboliSh**

Although, the }ax in the SMA 11 group still not significantly diffent from the group SMA
[ll, which is probably due to subjects number in SMI group, the absorption of riluzole
seemed to be delayed in the group SMA Il. Thisyélas no significant effect on the other
pharmacokinetic parameters (AbG Cnaxand half-life of elimination).

The mean Gaxof the whole studied group, as compared to othercal studies conducted in

healthy adult$">*" appears to be higher, with a high variabilityer if a delay is observed
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to obtain the Gax in SMA patients. Anyhow, this delay could be prolyadue to sampling
schedule followed in this study.

AUC,,, appears to be 2 fold higher than A}lCobtained in other clinical studies conducted
at steady state in healthy volunteers and patigittsALS, in which the mean total exposure
ranged between 654 and 1470 ng.hfnif7]

These results suggest that riluzole total dailyosxpe after the administration of 50 mg Q.D.
in children, is comparable to that one obtainedratthe administration of 50 mg B.I1.D. in
adults “healthy volunteers and ALS patients”.

Compartmental analysis:

The best model fitting the individual data was eatéd as fellows: sum of AIC for all
subjects, coefficient of variation of parametersnestion.

The zero-order absorption model had the smaller su&IC as compared to the first order
absorption. In addition, the estimation CV% wereegtable “between 5.87%-45.8%".

The model underestimated,$ as compared to {ax estimated by NCA which could be due
to the choice of the structural model. Riluzole iexk bi exponential decline as it has been
already reporteff” **!.

Bruno et al. chose one compartment model with first order giigm and elimination, as
riluzole best population model, although the twonpartment model substantially improved
the fit, as both models provided very similar cteare estimatés”.

In our study, although the examination of data @midog scale could suggest a bi
exponential decline, the number of points per sbmrevents the fitting using a two
compartment model.

However, the chosen model provided good estimdtpharmacokinetic parameters.

The final chosen model parameters were used tolaienindividual plasma concentration-

time profiles following the oral administration 60 mg of riluzole B.l.D Figure 3, showed
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two simulated pharmacokinetic profiles followingetaral administration of 50 mg of riluzole
Q.D. and B.1.D. in a typical subject. This simutetidemonstrates that the administration of
50 mg of riluzole B.l.D. would result in a higheccamulation of the drug, with higher
maximal and trough concentrations, comparable thitise obtained in ALS patients with 100
mg B.1.D.

However, the benefit/risk balance appears to davar to a 50 mg Q.D. regimen, taking into
account the pharmacokinetic comparison with resalitsined from clinical trials conducted
in adultst” °.

Different hypotheses could be proposed to explaesé findings:

To investigate the effect of demographic variabéemultilevel linear regression was applied
to test the correlation between the main pharmaetki parameters (AUG,, Cnax half-life

of elimination) and the demographic variables (Agwmdy weight, corporal surface).

The results obtained from this analysis showedttiee is no correlation between the studied
demographic co-variables and the main pharmacakipatameters (Fischer tept>0.05.

In consequence, riluzole AUYG, Crnax and half-life were not affected by the patientgea
weight, or corporal surface.

On the other hand, a clinical trial evaluating zdle efficacy in children with obsessive
compulsive disorder has been published recéffilyin this study, riluzole was administered
to children from 8 to 17 years old, at dose incedaby 10 mg every few days, and the
maximal daily dose was set at 120 mg. All the akitdincluded in this study (n=6) reached
the dose of 50 mg of riluzole B.I.D. The authorpared that riluzole was well tolerated
although some adverse events such as; drowsinassient elevations of liver enzymes, were
noticed.

Although no pharmacokinetic evaluation was realidadng this study, the observations of

its tolerability and dosing results added to ourarpmacokinetic findings suggest that
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modifications in pharmacokinetics of riluzole in tigat with SMA are due to the
physiopathology more than other demographic vaemladge, weight and sex”.

Concerning the metabolism, reduced riluzole elimama in children could explain the
increased total exposure and maximal concentrafibis. increase is usually accompanied by
a prolongation of the terminal half-life. In thitudy, the elimination half-life is comparable
with those obtained in clinical trials conductedhiealthy volunteers and ALS patieﬁ*ﬂs In
addition, during our study, all treatments influergcriluzole metabolism by CYP1A2 were
avoided, which minimize the probability of drug-drunteractions.

Concerning the protein binding effect, plasma protéeads to higher drug plasma
concentration at steady state with a reduced voloingiéstribution.

For all low extraction ratio drugs, regardless ofite of administration, and for all drugs
administered orally and eliminated primarily by tneer, total exposure is independent of
protein binding and no dosing adjustment will néede made. Only high extraction ratio
drugs given intravenously and oral drugs eliminddgeonhepatic high extraction ratio routes
will exhibit changes in unbound drug exposure whitein binding changd¥”.

Riluzole is highly bound to albumin (97%), and st eéliminated principally in the urine.
Change in albumin concentrations could lead toaagh in riluzole plasma concentrations.
Nevertheless, it has never been reported that ageha albumin concentration in SMA
patients was observed. In addition, in this studgumin was not determined at the day of
pharmacokinetic study realization.

Drug absorption might be affected by any diseaae dhuses changes in: (1) intestinal blood
flow, (2) GI motility, (3) changes in stomach emptytime, (4) gastric pH that affect drug
solubility, (5) intestinal pH that affects the ext®f ionization, (6) the permeability of the gut

wall, (8) digestive enzyme secretion or (9) alterabf normal Gl flora.
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One or more, of these physiological changes coealdliserved in patients with SMA, which
could lead to modification in riluzole absorptiomfile in addition to high variability.

Although the compartmental analysis showed thatzire-order absorption appears to be a
best model to fit our data, in both SMA Il and SMI groups, this type of absorption
couldn’t be confirmed physiologically by data obtzd from this study due to small number
of points in the absorption phase.

However, zero-order absorption usually occurs wthen drug is absorbed by a saturable
process or a controlled release delivery systensesl. This could suggest the implication an
active transport phenomena.

The findings of the compartmental analysis, addedthose obtained from the non
compartmental approach, suggest that the probabkon leading to enhanced exposure and
absorption of riluzole in children with SMA, is e#éd to the absorption step more than other
levels of its kinetics, and probably the severitly the pathology could be related to
modification in absorption profiles in these patgeerNevertheless, these observations need to
be confirmed by a further clinical and biologicavestigation.

In conclusion, this study showed that the admiaigin of 50 mg of riluzole once a day in
patients with SMA leads to total riluzole daily esure comparable to those obtained after
the administration of 50 mg twice a day in heakbjunteers or ALS patients. This dose was
therefore chosen for the subsequent clinical igdessing the efficacy of riluzole in SMA

patients.
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Tables:

Table I: subject demographics

SMA Il subjects SMA Il subjects

Number
Gender
Male
Female
Age (years)
Mean + SD
Range
Weight (kg)
Mean + SD
Range
Corporal surface(f)
Mean + SD
Range

8

3
5

12.8 +2.85
9-17

28+ 13
17-58

0.99+0.27
0.74-1.6

6

2
4

13.5+2.34
11-17

30+7.3
19-39

1.04 +£0.17
0.78-1.26
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Table Il : Estimated and derived pharmacokinetiapeeters of riluzole obtained with the non
compartmental approach

Subjects AUG., (ng.hr/ml) Gnax(ng/ml) tmar(Nr) Half Life (hr)
SMA I
2001 1764 145 5 13.4
2002 1441 145 5 7.04
2003 2568 404 1 22.6
2004 1643 444 1 9.2
2005 7312 831 5 7.9
2006 1624 206 1 9.7
2007 2256 173 5 10.5
2008 2085 542 1 3.5
Mean + SD 2492 + 1992 313 +241 4(@3-5) 11.1+£5.1
CV% 79.9 77 45.7
Cl [827-4156] [112-514] [6.86-15.3]
SMA I
3001 2078 396 1 11.9
3002 1764 539 1 8.6
3003 2420 618 1 8.6
3004 547 62 1 6.0
3005 1842 314 1 8.6
Mean + SD 1730 + 709 385+ 216 1 88+21
CV% 41 56 24
Cl [850-2611] [116-655] [6.2-11.4]
All subjects
Mean = SD 2258 + 1601 371+225 1(1-5) 99+4.6
CV% 71 61 46

179



Table IlI: Estimated and pharmacokinetic parametérduzole obtained with the

compartmental modelling analysis

Subjects vd (ml)  Estimation CV%Kg (hr') Estimation CV%

SMA I
2001 396298 20.1 0.067 14.7
2002 396159 42.7 0.075 29.7
2003 186254 33.8 0.089 21.3
2004 194255 45.0 0.122 22.5
2005 70882 40.9 0.091 25.4
2006 326259 16.1 0.089 10.1
2007 349578 22.2 0.062 16.9
2008 409043 12.0 0.089 7.5

SMA I
3001 191888 32.0 0.110 17.4
3002 165102 45.8 0.140 20.6
3003 134425 38.9 0.133 18.3
3004 826723 10.7 0.109 5.9
3005 237130 26.0 0.103 14.8
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Legends:

Figure 1 : Mean pharmacokinetic profile of riluzalesteady state.

Figure 2 : Plot of time course of riluzole plasnmcentrations in a typical subject after oral
administration of 50 mg Q.D. Solid lines represtet pharmacokinetic curve predicted by the
one compartment model with a zero-order absorption.

Figure 3 : simulated pharmacokinetic profilesdaling the oral administration of 50 mg of

riluzole Q.D. and B.1.D. in a typical subject.
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2. DISCUSSION

La pharmacocinétique du riluzole a été déterminésaque I'état d’équilibre ait été atteint.
Deux types d’analyses pharmacocinétiques ont dtcta€es afin de déterminer la dose
administrable dans cette population, et cela erluémt I'exposition systémique totale,
I'absorption et I'élimination du riluzole.

L’analyse non compartimentale révele que le rilazatteint rapidement sa concentration
maximale aprés administration orale de 50 mg (nmé&digyx = 1 h). Un retard de I'absorption
du riluzole a été observé chez quatre patients&adSl type Il ¢ax experimental = 5 h).
Trois d'entre eux avaient ung,& 2 fois inférieure a la Gax moyenne, tandis que le quatrieme
avait une Gax 2 fois plus élevée que laqgx moyenne. De plus, I'exposition totale au riluzole
de ce sujet était 3 fois plus élevée que l'expmsitotale moyenne, ce qui est cohérent avec
'augmentation de laGx en dépit du retard d’absorption.

Un sujet, classé ASI de type lll, avait une expositotale 4 fois plus faible que la moyenne
de l'exposition totale du groupe, accompagnée ddingnution de 4 fois de la £« par
rapport a la moyenne du groupe.

Cette variabilité pourrait étre due, en partie, dluctuations de l'activité CYP 1A2,
l'isoenzyme principale de la phase | du métabolisimeiluzolel’* 34

Bien que le fax dans le groupe ASI Il ne soit pas significativemdifférent de celui du
groupe ASI lll, I'absorption du riluzole sembleeétetardée dans le groupe ASI I, ceci est
probablement di au nombre des sujets dans le gragpdll. Ce retard n'a pas d'effet

significatif sur les autres parameétres pharmacticnés (AUG., Chax €t demi-vie

U
d'élimination).

La Chax moyenne de l'ensemble du groupe étudié, compargedannées issues de la
littérature dans d'autres études cliniques menkes Ies sujets sains adultés 132134 est

plus élevée, avec une grande variabilité ; de ghez les patients ASI un retard a I'absorption
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est observé. Ce délai est peut étre artefactdehuk temps de prélevements fixés dans le
protocole de cette étude.

En ce qui concerne I'exposition, I'AUG, est 2 fois plus élevee que les AjlCobtenues
dans les études cliniques menées a I'état d'équiiiez les sujets sains ou chez les patients
atteints de SLA, dans lesquelles I'exposition eotabyenne variait entre 654 et 1470 ng.hr/ml
[72, 132—134]

Ces résultats suggerent que I'exposition totaletidigmne aprés administration de 50 mg
Q.D. chez les enfants ASI, est comparable a cditenme aprés administration de 50 mg
B.1.D. chez les adultes qu’il s’agisse de sujeasisou patients SLA.

Lors de I'analyse compartimentale, le meilleur MedBajustement des données individuelles
a été évalué en prenant en compte les criterearggsivsomme des AIC pour tous les sujets, et
coefficient de variation de I'estimation des partne®

Le modéle avec absorption d’'ordre zéro montrait saeme d’AlC inférieure a celle du
modele avec absorption d’ordre 1. De plus, les Ci¥&stimation étaient entre 5,87% et
45,8% ; valeurs reconnues comme acceptables.

Le modele a sous-estimé lesyde par rapport aux Gex obtenues par I'analyse non
compartimentale. Cela pourrait étre d0 au choixndalele structurel ; il a été en effet proposé
que le riluzole pourrait avoir un profil de décsasce bi-exponentiell& 31

Bruno et al ont choisi un modele mono-compartimental avecogdi®n et élimination
d’ordre 1, comme étant le meilleur modéle de pdmradu riluzole, bien que le modéle a
deux compartiments améliorait sensiblement I'ajnstd, mais les deux modéles donnant des
estimations de la clairance trés similaires, |s gimple a été reterti™.

Dans notre étude, bien que I'évaluation des donsgesune échelle semi-logarithmique
suggére une décroissance bi-exponentielle, le ronder points par cinétique empéche

I'ajustement des données par un modéle a deux atimpats.
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Néanmoins, le modele choisi a donné de bonnes a&s&ims des paramétres
pharmacocinétiques.

Les parametres du modéle final ont été utilisésr mamuler le profil pharmacocinétique
individuel chez chaque sujet apres administrati@eode 50 mg de riluzole B.1.D. La figure
4, montre deux profils pharmacocinétiques simulés suite de I'administration orale de 50
mg de riluzole Q.D. et B.l.D. chez un sujet typiguéette simulation montre que
I'administration de 50 mg de riluzole B.1.D. sediraait par une accumulation plus grande du
médicament, avec des concentrations maximalesieluadles plus élevées et comparables a
celles observées chez le patient SLA apres admaticst de 100 mg B.1.D.

De ce fait, la balance bénéfice/risque semblearéaveur d'une dose limitée a 50 mg Q.D.,
en se fondant sur la comparaison pharmacocinétigee les résultats obtenus dans les essais
cliniques chez ladulte®™ 3 alors quil était initialement envisagé datteied
progressivement la dose de 50 mg B.1.D. chez l@m&I.

Différentes hypothéses peuvent étre proposéesegqliquer ces résultats:

En ce qui concerne l'effet de variables démograpdsgune régression linéaire multiple a été
appliquée pour tester la corrélation entre les gpeux parametres pharmacocinétiques
(AUCo,,, Cnax demi-vie d'élimination) et les variables démotiigpes (age, poids, surface
corporelle).

Les résultats obtenus par cette étude ne mont@mtde corrélation entre les variables
démographiques et les principaux parametres phaaimatiques (test de Fischér 0.05.

En consequence, I'AUG,, la Grax et la demi-vie du riluzole ne sont pas influencgasl’age

du patient, son poids, ou sa surface corporelle.

D’autre part, un essai clinique évaluant l'effitdaiu riluzole chez les enfants atteints de

trouble obsessionnel compulsif a été publié récemf&. Dans cette étude, le riluzole a été
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administré chez des enfants de 8 a 17 ans, aveaugmentation par pallier de 10 mg sur
plusieurs jours, la dose quotidienne maximale étadt a 120 mg.

Tous les enfants inclus dans cette étude (n = 6atbeint la dose de 50 mg de riluzole B.I.D.
Selon les auteurs le riluzole a été bien tolér&cayuelques effets indésirables, tels que
somnolence et élévations transitoires des enzymdeatigques. Bien gu'aucune évaluation
pharmacocinétique n’ait été réalisée au cours tte étude, les résultats de tolérance et de
posologies atteintes, ajoutés a nos résultats @tamétiques, confirment I'lhypothése que
les modifications de la pharmacocinétique du rilezchez les patients atteints d’ASI sont
plus liées a la physiopathologie, qu’a d'autresaldes démographiques comme I'age, le poids
ou le sexe.

En ce qui concerne le métabolisme, la réductiofiéieination du riluzole chez les enfants
pourrait expliquer l'augmentation de l'expositiotate et des concentrations maximales. Cette
augmentation est généralement accompagnée d'umgaitent de la demi-vie terminale.
Dans cette étude, la demi-vie d'élimination est gamable a celles obtenues dans les essais
cliniques menés chez les sujets sains et les paA "%, De plus, au cours de notre étude,
tous les traitements susceptibles d’avoir un imgactle métabolisme du riluzole au niveau
Concernant l'effet de liaisons aux protéines ; eanpére approche, l'augmentation des
concentrations des protéines plasmatiques pouca@iduire a une augmentation de la
concentration plasmatique du médicament a I'é&juilibre en relation avec une diminution
du volume de distribution.

Pour les médicaments ayant un coefficient d’exactfaible, quelle que soit la voie
d'administration, et pour tous les médicaments ainés par voie orale et majoritairement
éliminés par voie hépatique, I'exposition totaleiedépendante de la liaison aux protéines et

aucun ajustement de la dose ne devrait étre faill 2 cas des médicaments ayant un
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coefficient d'extraction élevé et administrés panievintraveineuse ainsi que celui des
médicaments administrés par voie orale et élimipes voies extra hépatiques pourraient
conduire a des changements de l'exposition totalem@dicament libre, lorsque des
modifications de liaison aux protéines survienfd&fi

Le riluzole est fortement lié a I'albumine (97%),ileest éliminé principalement dans les
urines. Le changement des concentrations d'albuptingait ainsi conduire a un changement
dans les concentrations plasmatiques de riluzadanhhoins, il n'a jamais été observé que les
concentrations d'albumine chez les patients astediAS| soient différentes de celles
observées chez le sujet sain. Malheureusement, datre étude, les concentrations
d’albumine n'ont pas été déterminées systématigaeme

L'absorption de médicaments pourrait étre affegpde les maladies provoquant des
modifications dans: (1) la circulation sanguinegtinale, (2) la motilité gastro-intestinale, (3)
le délai de vidange gastrique (4), le pH gastrigoer les médicaments pour lesquels la
solubilité est affectée (5), le pH intestinal pan sffet sur I'intensité de l'ionisation (6), la
perméabilité de l'intestin gréle, (8) la sécrétitenzymes digestifs ou (9) la modification de
la flore normale GlI.

Un ou plusieurs de ces changements physiologiqoesaent étre observés chez les patients
ASI, ce qui pourrait provoquer des modifications mhofil d’absorption du riluzole ainsi
gu’une grande variabilité.

Bien que I'analyse compartimentale ait montré dabsbrption d’ordre zéro semble étre le
meilleur modéle d’ajustement des données, dansldes groupes ASI Il et lll, ce type
d’absorption ne peut étre confirmé par les donpégsiologiques recueillies dans cette étude
en raison du faible nombre de points situés daphdse d'absorption. En outre, I'absorption

d’ordre zéro se produit généralement lorsque leicaétent est absorbé selon un processus
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saturable ou lorsque un systeme de libération élgtrest utilisé. Ceci suggéere la mise en jeu
des phénomeénes de transport actif.

Les résultats obtenus par modélisation, ajoutéseax cobtenus dans l'analyse non
compartimentale, plaident en faveur de I'hypothesésante : la raison la plus probable
conduisant a une exposition et une absorptionfplties du riluzole chez les enfants ASI, est
lite a I'étape d’absorption et non aux autres é&ajee la cinétique ; il est probable que la
gravité de la pathologie puisse expliquer la modifon des profils d'absorption chez ces
patients. Cependant, ces conclusions nécessitéhte dconfirmées par des investigations
cliniques et biologiques supplémentaires.

En conclusion, cette étude a montré qu'une doselumle de 50 mg une fois par jour,
permet d’atteindre des expositions totales jouenedi comparables a celles observées chez
'adulte " sujet sain et patient SLA " recevant ulose de 50 mg deux fois par jour.

Cette dose a donc été retenue pour I'étude clinéuaduant I'efficacité du riluzole chez les

patients ASI.
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CONCLUSION
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Ce travail de thése illustre I'intérét d’appliqu@pproche pharmacocinétique sous toutes ses
formes au développement des médicaments, et cels des situations pour lesquelles
I'objectif thérapeutiqgue ne permet de réalisertndé de pharmacodynamie clinique, ni étude
d’efficacité, ni essai clinique au sens comparsiif des grandes populations. Le modele est
également particulierement utile, lorsque I'objettiérapeutique concerne une population
fragile particuliere comme en pédiatrie.

Les études sur l'auto-injecteur de molécules aéssc{études AIBC) avaient pour objectif
d’évaluer la sécurité d'utilisation des antidotesn eas d'intoxication par des
organophosphorés. Elles ont permis de documentphdamacocinétique de libération de
diazépam a partir de l'avizafone, ainsi que la ptaaocinétique de la pralidoxime et cela
apres administration du traitement antidote viaitBainjecteur bi-compartimental par voie
intramusculaire dans des conditions simulant cleegulet sain les conditions d’utilisation
ultérieures. La nécessité de disposer d’'une forahengjue stable et rapidement administrable
a conduit a opter pour la lyophilisation, cetteniergalénique permettant d’inclure les trois
substances actives ensemble sans étre en solatibatoopine présente une grande instabilité
en milieu aqueux.

L’intoxication par neurotoxique est une urgencealeitqui impligue une prise en charge
symptomatique et un traitement spécifigue immédidextréme gravité de cette intoxication
a conduit les armées a doter les combattants dlernegue pour auto-traitement. Par ailleurs,
il existe une menace réelle s’exercant surtout pesirpopulations civiles, par définition
moins préparées et le plus souvent non protégées.

Le traitement par seringue auto-injectable a étéeldgpé dans ce contexte. Elle est
disponible pour les forces armées, mais pourra eégait étre employée dans des
circonstances d’attentat, sur ordre médical, pamiédecins du SAMU, pour leur permettre

de mieux gérer un afflux saturant de victimes.useldans les plans Piratox hospitaliers, elle
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pourrait étre utilisée par du personnel de typecosriste formé aux risques toxiques " chez
les victimes les plus graves en amont de la chdéndécontamination, leur permettant de
survivre jusqu’a la prise en charge médicale sfiéém Le médicament présente également
un intérét dans les intoxications accidentelles grganophosphorés en milieu agricole ou
industriel. Elle présente donc un rapport bénéiggie favorable pour les populations
civiles.

D’autre part, I'étude ASIRI a permis dans sa pgrtiarmacocinétique de déterminer la dose
de riluzole a administrer chez les patients at@iALS dans le cadre de I'étude préliminaire a
I'essai clinique pédiatrique d’efficacité conduipls grande échelle.

Les données récoltées ont été analysées par demwchps différentes : approche non
compartimentale et approche comprtimentale. Poute cderniere deux méthodes de
modélisation ont été appliquées : une analyse ithaille permettant d’ajuster les données
sujet par sujet, et une analyse dite " de popuidtipermettant I'analyse de tous les sujets en
méme temps s’appuyant sur une méthode de régrasmiolinéaire a effets mixtes.

Les résultats des analyses pharmacocinétigues ontrénque les deux approches sont
complémentaires afin de comprendre le processos &juel le médicament est assimilé par
'organisme.

L’'analyse non compartimentale permet d’obtenir gesametres cinétigues concernant
I'exposition totale a un médicament, exprimé pAC, le pic d’absorption, par lax et le
Tmax €XpErimentaux, ainsi que I'élimination par I'estition de la demi-vie d’élimination.
D’autre part I'analyse compartimentale par modébsaindividuelle, permets de définir le
modéele mathématique selon lequel le médicamentdispibsé dans l'organisme, tout en
permettant d’estimer des parametres concernargdiation et la distribution de la molécule,

qui sont par ailleurs indéterminables par une agp@amon compartimentale.
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De plus, I'application de I'approche de modéledfate mixtes permet d’estimer la variabilité

inter-occasion ainsi que d’analyser les donnéda gdepulation en une seule étape.
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