N

N

Développement de méthodes analytiques pour ’étude de
la stabilité et de la compatibilité de médicaments sous
forme de solution ou de systémes dispersés. Application
en anesthésie-réanimation

Marine Roche

» To cite this version:

Marine Roche. Développement de méthodes analytiques pour I’étude de la stabilité et de la compat-
ibilité de médicaments sous forme de solution ou de systémes dispersés. Application en anesthésie-
réanimation. Médicaments. Université de Lille, 2024. Francais. NNT: 2024ULILS021 . tel-
04693087

HAL Id: tel-04693087
https://theses.hal.science/tel-04693087

Submitted on 10 Sep 2024

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est

archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04693087
https://hal.archives-ouvertes.fr

GRITA 7

Infusion Teehhologies C
N LILLE

Université
W G ufras .

de pharmacie

UNIVERSITE DE LILLE
ECOLE DOCTORALE BIOLOGIE SANTE

2024

These présentée pour I'obtention du grade de
Docteur de l'université de Lille

Spécialité
Pharmacie en Sciences du Médicament et autres Produits de Santé

par Marine Roche

Développement de méthodes analytiques pour I’étude de la
stabilité et de la compatibilité de médicaments sous forme de
solution ou de systemes dispersés.

Application en anesthésie-réanimation

Soutenue publiquement le 10 Juillet 2024

Directeur de these :

M. le Professeur Nicolas SIMON, Université et CHU de Lille, Directeur de thése

Président du Jury :

M. Le Professeur Gilles LEBUFFE, Université et CHU de Lille

Rapportrices :

Mme le Professeur Sylvie CRAUSTE-MANCIET, Université et CHU d’Angers

Mme le Professeur Valérie SAUTOU, Université et CHU de Clermont-Ferrand

Examinateurs :

Mme le Docteur Cécile DANEL, Université et CHU de Lille

Mme le Professeur Laurence GALANTI, Université catholique de Louvain et CHU Mont-

Godinne
M. le Professeur Yves GUILLAUME, Université et CHU de Besancon
M. le Docteur Damien LANNQY, Université et CHU de Lille, co-encadrant de thése






Le succes vient de la curiosité, de la concentration, de la
persévérance et de 'autocritique

Albert Einstein






Remerciements

Aux membres du jury pour le temps qu’ils ont accepté de consacrer a I’évaluation de ce
travail, et pour leur patience face a mes (trop) nombreux messages pour définir la date de
soutenance.

Professeur Sylvie Crauste-Manciet, merci d’avoir accepté d’étre rapporteuse de ce travail, et
de me faire I’honneur de participer a son évaluation, soyez assurée de ma reconnaissance.

Professeur Laurence Galanti, merci de m’avoir accompagnée tout au long de ce doctorat, pour
votre bienveillance et vos conseils avisés, et pour votre disponibilité lors des comités de suivi
de these. Vous me faites ’"honneur de juger ce travail, soyez assurée de ma reconnaissance.

Professeur Valérie Sautou, merci d’avoir accepté d’étre rapporteuse de ce travail, et de me
faire I’'honneur de participer a son évaluation, soyez assurée de ma reconnaissance.

Professeur Yves Guillaume, vous me faites ’lhonneur de juger ce travail, soyez assuré de ma
reconnaissance.

Professeur Gilles Lebuffe, merci de vous étre rendu disponible pour répondre a mes questions,
de m’avoir permis de bénéficier de votre point de vue de clinicien sur ce travail afin qu’il puisse
étre plus pertinent. Merci également pour votre bienveillance et ’honneur que vous me faites
en acceptant de juger ce travail. Soyez assuré de ma reconnaissance.

Docteur Cécile Danel, merci pour ta gentillesse et ton soutien indéfectible au cours de ce
doctorat. Ton arrivée dans I’équipe du labo de controle a donné un nouvel élan a ma these.
Sans ton soutien pour les manips, nos échanges et tes bonnes idées ce travail ne serait
probablement pas ce qu’il est devenu. Merci également pour tes relectures attentives et tes
commentaires pertinents. Merci d’avoir accepté de participer a I’évaluation de ce travail.

Docteur Damien Lannoy, merci de votre accompagnement tout au long de ces années lilloises
— du Master 2 au Doctorat en passant par le mémoire de DES. Merci pour votre humanité,
votre gentillesse, mais aussi pour nos innombrables discussions, pour vos conseils et
commentaires avisés. Merci d’avoir été un soutien sans faille lors des difficultés rencontrées
au cours de ces presque six années. Je suis heureuse d’avoir eu la chance de passer ces années
a vos cOtés et j'espere que nos chemins continueront de se croiser régulierement.

Professeur Nicolas Simon, merci de m’avoir fait confiance en acceptant d’étre mon directeur
de these, et d’avoir reformé avec Monsieur Lannoy le duo gagnant de I'encadrement de mon
Master 2. Merci pour vos encouragements, votre disponibilité, vos conseils et vos relectures
en un temps record. Merci de m’avoir accompagnée et supportée tout au long de ces années
de these, bien plus nombreuses que nous ne I'avions anticipé !

Aux équipes des services de réanimation du CHU de Lille pour leur aide précieuse, en
particulier :

Docteur Anne Bignon et Monsieur Jonathan Brats, un immense merci pour le temps que vous
m’avez consacré et toutes vos réponses concernant les protocoles et les montages de
perfusion utilisés dans votre service de réanimation chirurgicale.

Professeur Farshid Sadeghipour merci de m’avoir accompagnée tout au long de ce doctorat,
pour votre bienveillance et vos conseils avisés, et pour votre disponibilité lors des comités de
suivi de these.




Aux membres du laboratoire GRITA, pour leur accueil et leurs commentaires lors des
matinées thématiques qui ont permis d’améliorer la qualité de ce travail. Je souhaite
remercier tout particuliéerement :

Professeur Pascal Odou, merci de m’avoir accueillie au sein de votre équipe et de m’avoir
permis de réaliser ce travail. Merci pour vos relectures et commentaires sur les différentes
publications en lien avec le doctorat. Soyez assuré de ma reconnaissance.

Docteur Jean-Francois Goossens, merci de m’avoir accueillie et m’avoir permis d’utiliser le
plateau technique de spectrométrie de masse, et de découvrir cette technique que je ne
connaissais pas.

Docteur Mostafa Kouach, merci pour ton aide inestimable et ta disponibilité lors de
I'utilisation de la spectrométrie de masse. Merci pour ces agréables moments passés en ta
compagnie et ta pédagogie. Tu m’as donné confiance et I'envie de découvrir encore plus la
LC-MS/MS | Sans ton expertise, I’étude de stabilité du cisatracurium n’aurait pas été aussi
aboutie.

A mes collégues du laboratoire de controle du CHU de Lille.

Docteur Christophe Berneron, je n’ai pas de mots assez forts pour vous exprimer ma gratitude
pour ces années passées au laboratoire de contréle. Vous m’avez appris tout ce que je sais
aujourd’hui a ce sujet. Merci d’avoir pris ma part d’activité « de routine » au laboratoire,
parfois pendant plusieurs semaines, pour me permettre d’avancer sur les manips et la
rédaction de la thése. Je n’aurais pas pu y arriver sans vous ! Merci également pour votre
écoute, votre soutien et votre présence bienveillante a mes cotés depuis toutes ces années.

Blandine, merci me m’avoir permis de me dégager du temps pour la rédaction de la these en
t'occupant du labo (et de l'allergo !) aux cotés de Monsieur Berneron ! Merci pour ces
chouettes années partagées au labo ! J’ai gagné une super collégue et une amie !

Laura, merci pour ta douceur et ta gentillesse. C'est un plaisir de te compter dans I'équipe du
labo de controle ! Merci pour tes conseils et tes encouragements, tu m’as montré le chemin
avec ton doctorat.

Loic, merci pour ta bonne humeur et ces années passées a tes cotés au labo. Merci de m’avoir
enseigné les bases des techniques utilisées au labo, et d’avoir égayé nos journées avec tes
blagues et tes citations culte ! (« Tu peux m’appeler Loic »)

A mes collegues et amis du CHU de Lille pour ces presque dix années partagées, vous étes
un peu ma deuxiéme famille.

Merci aux équipes du préparatoire (Amélie, Charlotte, Elisa, Guillaume), de la Nut (Caroline,
Christopher, Estelle, Mathilde, Margaux), cela a été un plaisir de travailler avec vous ! Merci
aux équipes des essais cliniques (Delphine, Isabelle, Nathalie) pour leurs pauses ré-
étiquetage ! Merci aux équipes de I'appro, de la rétrocession et du nominatif pour votre
gentillesse, en particulier a Anaél, Christine, Delphine, Jessica, Lisa, Mélanie, Sixtine, Sophie et
Stéphanie. Merci a Olivier, a Mohamed et a Stéphane d’avoir pris régulierement de mes
nouvelles. Merci a Marjorie pour nos petites discussions quotidiennes. Merci a Mado, Lulu et
Julie de m’avoir accueillie chaque jour a la pharmacie avec vos sourires et les plus adorables
surnoms.

Merci_a Léa et Camille, mes super colocs de bureau, pour nos discussions et vos
encouragements !




Marion, pour notre belle amitié, ton soutien et pour avoir formé notre bindbme « de chic et de
choc » pendant nos années de pharmacien assistant.

Héloise, pour notre amitié, ton soutien et ton écoute, et nos soirées restau avec nos
discussions intarissables.

Damien Rousseleau, merci pour ton enthousiasme, ta bonne humeur et ta gentillesse. Merci
d’avoir dégrossi le travail lors de ton Master 2 sur le propofol, et de tes renseignements sur
les protocoles d’anesthésie-réanimation. Merci pour les chouettes moments partagés en
dehors de la pharmacie !

Félicie, Julie, Justine et Pierre-Alain, pour tous les repas a l'internat, nos soirées et les rires
partagés.

Anne-Francoise et Patric, pour nos soirées belote-tapas.

Agathe, Arthur, Clarisse, Daniela, Elodie, Emilie, Erwin, Fanny, Flore, Justin, Khaoula, Laure,
Laurine, Marie, Marie-Amélie, Mathieu, Me"® Brice, Myriam, Nicolas, Patricia, Stéphanie,
Sayah, Sixtine pour tous les moments partagés.

A tous mes amis, pour leur présence, leur soutien et les joies partagées.

Amaury, merci d’étre mon meilleur ami depuis toutes ces années. Merci de t’étre autant
intéressé a ce travail et de m’avoir écoutée et soutenue. Promis, c’est la derniére these!

Charlotte, merci pour nos week-ends, nos vacances, nos délires, nos appels réconfortants et
toutes tes attentions. Je vais avoir plus de temps pour venir te voir maintenant !

Aurélie et Bertrand, merci pour ces moments privilégiés que nous avons partagés ensemble,
pour vos appels et vos encouragements.

Amélie, Benjamin, Hélene, Terry, pour ces soirées jeux de société qui ont été de réelles
bouffées d’oxygéne !

Latifa et Bassam, merci pour tous les joyeux rassemblements que vous organisez autour de
VOus et pour vos encouragements.

Aline, Basile, Benjamin, Elodie, Marion, Perrine, Yamen, merci pour tous les moments que
nous avons partagés autour d’un verre, d’un repas, au boulot et en dehors !

Amandine, Camille, Edouard, Julien, Juliette, Matthieu, Maxence, Rayane, Sylvie, merci pour
nos retrouvailles qui sont toujours une féte !

Audrey, Bertrand, merci pour vos encouragements et vos appels. J’espere qu’on se reverra
vite !

Marina, merci pour notre amitié précieuse depuis le début de nos études de pharmacie.

Alexandra, Antonio, Boubs, Carine, Elisa, Eric, Fabien, Faiza, Jacob, Junior, Kamikaze, Pauline,
Rémy, Saida, Valérie pour les fétes, les repas et les anniversaires mémorables.

Pierre-Jean, merci pour ton soutien, nos soirées jeux et nos combats de sabre.

Alex, Claire, Elisa, Fabien, Florian, Gaélle, Nicolas, Panthéa, Philibert, Pierre et Xabi, merci pour
ces toujours tres chouettes week-end a Pau.

Marie-Caroline, merci de nos moments partagés au CHU, de m’avoir fait découvrir les
claquettes américaines, et de ton soutien depuis la belle Vendée !




Magali et Léonor, merci pour les week-ends entre Lille et Lyon

Adeline, France et Marion, pour nos moments entre filles, les bons repas, les voyages, nos
discussions, vos encouragements et votre soutien sans faille !

Carole, tu as été mon double et mon bindme depuis notre rencontre au préparatoire du CHU
de Lille, un soutien inconditionnel et une amie en or. Merci pour ta douceur, ton humour, ta
force, et notre belle amitié. Tu me manques terriblement.

Merci a ma famille, mes piliers et mes supporters de la premiére heure

Maman, Papa, merci de m’avoir soutenue dans cette aventure, et dans tous les autres
domaines de ma vie, de m’aimer et m’aider a grandir. J’espére vous le rendre au centuple.

Alice et Clémence, merci d’étre les meilleures sceurs de I’'Univers, et pour cette joie de vous
retrouver a chaque fois.

Merci a Pierre et Gaspard d’avoir rejoint I’équipe (Papa se sent moins seul), de me faire rire
aux réunions de famille avec votre rivalité pour gagner le titre de « beau-fils préféré ».

Merci a mes cousins Pauline, Nicolas, Mathieu, Aurélien et Alexis pour ces vacances, séjours
et jeux partagés. Merci a Florent pour ta gentillesse et le plaisir de te retrouver aux réunions
de famille, et merci a Fanny, j'espére bientot rencontrer celle qui rend mon cousin si heureux.

Merci a mes oncles et tantes, Alain, Christine et Marion, pour leur présence bienveillante.

Merci a mes grands-parents, Mamie, Grand Pere, Bon Papa et Grand Mie, qui m’ont entourée
de leur amour et m’ont transmis tellement de leur savoir et de leur sagesse depuis mon plus
jeune age.

Merci a la nouvelle génération, COme et Simon, de me faire fondre le coeur avec vos sourires
et votre découverte de la vie.

Merci a ma formidable belle-famille, qui m’a accueillie a bras ouverts

Clarisse et Timothée, merci de m’avoir accueillie dans votre famille, pour vos priéres et votre
soutien. J'espére pouvoir bientdt vous rendre visite au Burkina.

Philippe et Ghislain, merci pour tous ces moments partagés, pour vos attentions, vous étes
comme des freres pour moi. Merci a Andrew pour ton soutien depuis la Chine, j'espére qu’on
se croisera bient6t !

Mamou, Jean, Grégoire, Agathe, Natha, Renaud, Esther, Léo, Thibaut, Baptiste, Gauthier,
Jules, merci pour ces réunions de famille animées et la joie de vous retrouver a chaque fois.

Serri, merci pour ta présence, de me faire rire, de m’aider a relativiser, de prendre soin de
moi. Merci pour ta patience et ton amour. De nouveaux projets nous attendent, j’ai hate de
les réaliser a tes cotés.



Table des matieres

REMEICIEBMENTS et e e s e e e e e s 5
Table deS MALIEIES ...ttt e st e s san e s eane e 9
Liste des abr@VIatioNS .......eiveeiieeieeee e 13
LiSTE S FIGUIES ..veieiiiiie ettt et e e e e e s st te e e s st e e e e ssabbaeessaabaeeeenaraeeas 17
Liste deS tabl@aUX . ...eeiieiiiieieee e e 19
R =W [T <To [ 1 1 To ] o RO UURTRRRRRP 21
LiSTE S ANNMEXES. ..eeiiiieiitie ettt ettt ettt e et e st e s bt e st e e ebe e e s e nar e e naneas 23
F VT o) i o] o o Yo 13 RPRPN 25
INEFOTUCTION . ...t ettt e st e s bt e s bt e e sabe e e et e e s ane e s saneeennneas 27

1. Ruptures d’approvisionnement de médicaments dans le contexte de la pandémie de

COVID-19 : causes, conséquences et réponses APPOItEES .....c.vveeerrveeeerriiveeeesriieeeessieeeeenns 27

a. Impact de la pandémie sur la disponibilité des médicaments d’anesthésie-

(LT a0 0 =14 Lo ] o VAT OTrTR PO UTPRR 27

b. Mesures mises en place pour préserver I'accés aux médicaments d’anesthésie-

(=T 011 g T= 14 o] o TSP RO PP 28
c. Risques associés a I'utilisation de médicaments préparés localement par les PUI. 29

d. Mesures de contrble des risques associés a I'utilisation de médicaments préparés

[0calement PAr 185 PUL . ..ottt e s st e e e s sanee s 32

2. Etude de la stabilité de médicaments d’anesthésie-réanimation co-administrés sur une

MEME VOI€ AE PEITUSION .. .uiiiiiiiiiee et s e e s s sbae e e e snabaeeessanees 33

a. Incompatibilités physico-chimiques: une problématique de sécurité pour les

PATIENTS e e e e e e e e e e e e e ns 33

b. Meédicaments d’anesthésie-réanimation : Etat des lieux des pratiques et des

problématiques liées a 1a Co-PerfuSiON........c.ccviieeeei e 38

c.  Stratégies pour limiter les risques liés a la co-perfusion .......ccccccceeevvcieeeiniiiieee e, 41



Premier travail expérimental : Solution de bésylate de cistracurium a 10 mg/mL

préparée dans une pharmacie a usage intérieur pour pallier les pénuries de médicaments:

Etude de stabilité incluant quatre produits de dégradation..........cccceevvviieeiiniiiee e, 45
O [0} o o Yo [V 4T o FO P TP P T PP UPPTRPPPTOUPPRTPON 47
2. Matériel e METhOTES .......ooiiiiieeeee e e 52

a. Préparation des solutions de CiSatracurium .......cccoccveeeiriiiieeeiniieee e 52
B, ANAIYEES @1 FEACKITS . uveiiiii i e 53

c. Instrument et conditions analytiques optimales pour la méthode indicatrice de

] ] o111 < F PR PRPU O PRUPROPRORN 54

d.  Etude de Stabilité........cccooiiiiiiiieeee e 57

3. RESUItats €t diSCUSSION ....eiiiiiiiiiiie et 62
a. Essais de dégradation fOrCEE .......uuuiiiiiiiiiciiiieiiic e 62

b. Validation des méthodes de dOSAge .......cevvviiiiiiriiiiie i 63

C.  Etude de stabilit.........cooiiiiiiii e 67

A, CONCIUSION ettt sttt sae e e s e s an e e neesnneeneens 79
Second travail expérimental : Etude de la stabilité physico-chimique d’associations d’'une

émulsion lipidique de propofol avec des agonistes des récepteurs alpha-2-adrénergiques

utilisées dans des protocoles d’analgésie multimodale ou de sédation aux soins intensifs et en

réanimation 83
O [0} o o To [V 4T o FO TP ST UPPPTRPPPTRUPPTRTPION 85
2. Matériel et MELhOTES ....c..eiiiiiieeee e e e 87
A, ANAlYtes et rEaCtifS. i 87

b. Instrument et conditions analytiques optimales pour les méthodes indicatrices de

STADIIEE. ... s s 88
C.  Essais de dégradation fOrCEE ......ouuiiiiiiiiiiiiiiee e 92
d. Validation de la méthode analytiqQUe......ccccuveeeiiiiiiiiiiiiieeieee e 94
€. Etude de stabilit.........cooiiiiiiii e 95

10



f. ANQIYSE dES ONNEES.......evvveeieeeeiieeciteee et e e e s e e e e e e e s abbeaeeeeeeesennns 100

B RESUIATS . e 101
a. Essais de dégradation fOrCEE ......uuveeiiiiiiiiiiiiiieiee e 101
b. Validation des méthodes analytiques ......ccccccuuieiiriiiiiiiniiiee e 107
C.  Etude de stabilité.........ccooiiiiiiieeeee e 109

4. DisCUSSION = CONCIUSION ...eouviiriiiiiiieieeiee et 113

a. Développement et validation de méthodes analytiques pour le dosage du propofol,

de la clonidine et de |a deXmMEdEtOMIAINEG w.uueeeeiiiiiiiiiiieee ettt eeeteerre e e eeeeeeens 113

b. Etude de stabilité de [I'association du propofol avec la clonidine ou la

Lo L=y 0 aT=Yo [=] oY 101 LT L= PRI 115
DS CUSSION GBNBIAIE «.eeeeeeeeeeee ettt et e ettt e ettt e e et ta e s e e taaeseetaaeseetanneseetannesesannnesesennns 117

1. Stabilité et compatibilité des médicaments d’anesthésie-réanimation : Validation des

pratiques hospitalieres par des études analytiqUes........cccoevvviiiiniiieeiiniiiee e 117

2. Place des méthodes analytiques dans la sécurisation de la prise en charge

MEAICAMENTEUSE ...ttt ettt e st s e e s bt e e sab e e sane e s enneesanneas 119
CONCIUSION <.ttt et e st e e et e e s bt e e s bt e e s bt e e sabeeesabeeesaneesanneeeas 125
Références bibliographiqUES.........ueeeiiiiiiiie e e e 127
ANNEXES ottt e e et e et e s e et e e e e s s rane e e e e s 147
PUDIICAtioNS €1 TraVaUX.....cooveiiiiieiieiie et 162
Y o1 1 T USSP PSPPSR 163
RESUMIG ...ttt ettt e s bt e s bb e e s bb e e sabt e e sabe e e sab e e e eabeesenneeenne 164

11



12



Liste des abréviations

a2A : Dans ce travail expérimental, a2A = Agonistes des récepteurs alpha-2 adrénergiques
ACN : Acétonitrile

AGEPS : Agence Générale des Equipements et des Produits de Santé

ANSM : Agence Nationale de Sécurité des Médicaments et des produits de santé

BPP : Bonnes Pratiques de Préparation

CO : Concentration initiale / de référence

CAD : Charged Aerosol Detector ou Détection d’aérosols chargés

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CIVAS : Centralized Intra Venous Additive Service ou Préparation centralisée de médicaments
intraveineux préts a 'emploi

CLHP : Chromatographie liquide haute performance
COVID-19 : Maladie liée au Coronavirus 2019

CQl : Contréle qualité interne ou standard de validation
DGOS : Direction Générale de |'Offre de Soins

DP : Degradation product ou Produit de dégradation

EDQM : European Directorate for the quality of Medicines and healthcare ou Direction
européenne de la qualité du médicament et des soins de santé

EDTA : Edétate disodique
EIG : Evenements indésirables graves

ENEIS : Enquéte nationale sur les évenements indésirables associés aux soins en
établissements de santé

EPPI : Eau pour préparation injectable

ET : Ecart-type

EVA : Ethylene Vinyle Acétate

FDA : Food and Drug Administration

G5% : Glucose a 5%

GERPAC : Groupe d’Evaluation et de Recherche sur la Protection en Atmosphere Contrélée

GMP : Good Manufacturing Practices
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H,0; : Peroxyde d’hydrogene

H,S04 : Acide sulfurique

HCI : Acide chlorhydrique

H/E : Huile - dans — eau

HLB : Hydrophile / lipophile balance ou Equilibre hydrophile - lipophile
HR : Humidité relative

ICH : International Conference on Harmonization
IGAS : Inspection générale des affaires sociales

IV : Intraveineux

K : Dose seuil d’endotoxines ayant un effet pyrogene
A : Longueur d’onde

J18 : 18%™¢ jour

LDD : Limite de détection

Log P : Coefficient de partage octanol-eau

LDQ : Limite de quantification

M : Dose totale maximale administrée

m/z : Masse apparente

M3 : 3 mois

MCT/LCT : Medium chain triglyceride / long chain triglyceride ou Mélange de chaines de
triglycérides de taille moyenne et longue

MDD : Mean droplet diameter ou Diameétre moyen des globules huileux
MeOH : Méthanol

MS/MS : Spéctrométrie de masse en tandem

NaCl : Chlorure de sodium

NaOH : Hydroxyde de sodium

PDI : Indice de polydispersité

PE : Pharmacopée Européenne

PFATS : Pourcentage de globules graisseux de diamétre supérieura 5 um
PP : Polypropyléne

PUI : Pharmacie a Usage Intérieur
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PVC : PolyChlorure de Vinyle

PZ : Potentiel Zéta

réf. : Référence

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RPLC : Reverse phase liquid chromatography ou Chromatographie liquide de phase inverse
Rpm : Rotation par minute

Rs : Résolution

RSD% : Ecarts-types relatifs

SARS-CoV-2 : Severe acute respiratory syndrome — coronavirus
SCR : Substance chimique de référence

SD : Solution de dilution

SFAR : Société Francaise d’Anesthésie - Réanimation

SFPC : Société Francgaise de Pharmacie Clinique

SFSTP : Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques
S/N : Signal — to — noise ratio ou ratio signal sur bruit

SPF : Santé Publique France

Sl : Soins intensifs

SN : Numéro de série

SRLF : Société de Réanimation de Langue Francaise

TO : Début de I'étude / de I'essai

tr : Temps de rétention

USA : United States of America ou Etats Unis d’Amérique

USP: United States Pharmacopeia ou Pharmacopée Américaine

UV: Ultraviolet
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Avant-propos

Le sujet de recherche de ce travail de Doctorat a porté sur le développement de
méthodes analytiques afin d’évaluer la stabilité ou d’étudier les incompatibilités de
médicaments en solution ou en systemes dispersés. Il s’est focalisé sur des médicaments

utilisés dans les services d’anesthésie et de réanimation.

La premiere partie de ce travail a été menée dans le contexte de rupture
d’approvisionnement de médicaments essentiels d’anesthésie-réanimation rencontrée
durant la pandémie de severe acute respiratory syndrome — coronavirus (SARS-CoV-2),
nommée également COVID-19. Dans ce contexte, pour permettre la continuité des soins des
patients atteints de formes séveres de COVID-19 dans les services de soins intensifs et de
réanimation, il a été décidé de produire localement par la Pharmacie a Usage Intérieur (PUI)
des lots de cisatracurium, un médicament de la famille des curares. Cette production a
nécessité la mise au point et la validation de méthodes analytiques permettant de contréler
les lots fabriqués, ainsi que d’étudier leur stabilité dans I'optique de vérifier que celle-ci était

compatible avec une utilisation en routine dans les services hospitaliers.

La seconde partie de ce travail s’est portée sur I'étude de la compatibilité de
médicaments injectables administrés sur une méme voie veineuse. Le manque de données de
compatibilité, une problématique fréguemment rencontrée dans les services de soins
intensifs-réanimation et au bloc opératoire, peut avoir des répercussions cliniques pour le
patient en cas d’administration conjointe de médicaments incompatibles. Les protocoles
ciblés dans cette partie étaient ceux utilisés soit pour la prise en charge de patients atteints
de formes sévéres de COVID-19 nécessitant une sédation et une ventilation invasive, soit des
protocoles d’épargne morphinique basés sur I'analgésie multimodale, régulierement utilisés
au bloc opératoire. Ces protocoles avaient en commun la co-perfusion d’agonistes des
récepteurs alpha-2 adrénergiques (clonidine ou dexmédétomidine) avec le propofol, un
sédatif formulé sous la forme d’une émulsion lipidique (huile dans eau), a haut risque de
déstabilisation. L'étude de ces protocoles a nécessité le développement et I'optimisation de
méthodes analytiques permettant I'étude de la stabilité des trois molécules d’intérét d’un
point de vue chimique, et |a stabilité physique de I'émulsion lors du mélange des médicaments

dans des proportions représentatives des utilisations en pratique clinique.
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Introduction

1. Ruptures d’approvisionnement de médicaments dans le contexte de la

pandémie de COVID-19 : causes, conséquences et réponses apportées

a. Impact de la pandémie sur la disponibilité des médicaments

d’anesthésie-réanimation

Entre Janvier 2020 et Novembre 2023, 771 820 937 cas confirmés de COVID-19 (et
6978 175 déces) ont été recensés au niveau mondial par I’Organisation Mondiale de la
Santél!. Parmi eux, de nombreux patients ont nécessité une hospitalisation dans des services
de soins intensifs ou de réanimation. Les cas les plus séveres ont développé une détresse

respiratoire, nécessitant une prise en charge par une ventilation invasive et une sédation!?.

Le fort afflux de patients vers les services de soins critiques, associé au besoin d’utiliser
des doses plus élevées que celles des protocoles de soins habituels pour les soins de support
de ces patients[?! a entrainé une consommation accrue et massive de certains médicaments
d’anesthésie-réanimation, au niveau mondial. Par exemple, une comparaison des données
des mois d’avril 2019 et avril 2020 a décrit une nette augmentation de la consommation d’un
anxiolytique, le midazolam (+ 204%), d’un hypnotique, le propofol (+ 165%), et d’un relaxant
musculaire de la famille des curares, le cisatracurium (+ 302%)341. Cette augmentation de la
consommation mondiale de ces médicaments de soins critiques s’est accompagnée de
multiples complications annexes, affectant leur disponibilité sur le marché. D’une part, la
Chine, qui a été le premier pays touché par la pandémie, est également I'un des principaux
producteurs de principes actifs a I’échelle mondiale et I'un des acteurs principaux de la
distribution des médicamentsl®l. Ces perturbations portant sur la production de médicaments
et leur distribution ont également été retrouvées chez les acteurs des autres pays concernés
par la pandémie. D’autre part, afin de garantir la prise en charge de leurs patients dans un
contexte de disponibilité perturbée des médicaments, de nombreux hopitaux ont augmenté
leurs stocks de médicaments d’anesthésie-réanimation accélérant leur rupture de stock
globalel®l,
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b. Mesures mises en place pour préserver l'accés aux médicaments

d’anesthésie-réanimation

i. Mesures de surveillance et d’épargne

Face au risque de pénurie, plusieurs mesures ont été mises en place en France. D’'une
part, des mesures de surveillance quotidienne par I’Agence Nationale de Sécurité des
Médicaments et des produits de santé (ANSM) des stocks produits et détenus par les
laboratoires pharmaceutiques et par les hopitaux ont été mises en place. Des mesures
d’épargne des médicaments en tension d’approvisionnement ont été proposées, en lien avec
I'instruction du ministére de la santé et de la Direction Générale de I’Offre de Soins (DGOS) du
24 avril 20207 notamment par les sociétés francaises d’anesthésie-réanimation (SFAR) et la
société de réanimation de langue francaise (SRLF) qui ont émis des recommandations et
proposé des protocoles de soins adaptés. Il a par exemple été recommandé de privilégier les
anesthésies loco-régionales aux anesthésies générales lorsque cela était posssible®l. Une
autre recommandation a été de recourir a des médicaments alternatifs (ex: utilisation du
sévoflurane disponible, un halogéné volatile, pour économiser d’autres hypnotiques) et de
favoriser les protocoles de co-analgésie (ex: association de propofol avec du midazolam, de la

clonidine ou de la dexmédétomidine pour réduire les doses utilisées)!.

fi. Mesures de ré-internalisation de la production des médicaments

en tension

En plus de ces mesures de surveillance et d’épargne, I'agence nationale Santé Publique
France (SPF) a pu acquérir pour le compte de I'Etat des stocks de matiéres premiéres et
organiser l'internalisation de la production par des fagonniers et par un réseau de pharmacies
a usage intérieur (PUI)1%1, Ainsi, certains services de pharmacotechnie des PUI se sont
mobilisés pour préparer et/ou controler localement ces médicaments classés sur la « liste des
médicaments essentiels pour la prise en charge des patients admis en soins intensifs avec un

diagnostic confirmé ou suspecté de COVID-19 »Bl,
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C'est le cas par exemple des Hospices Civils de Lyon qui ont produit 5000 ampoules de
bromure de pancuronium(*213] ou de la production par le Centre Hospitalier Universitaire
(CHU) de Lille de 25 000 ampoules de bésylate de cisatracurium. Cette organisation, avec la
réalisation de préparations locales de médicaments sur instruction nationale, dans un
contexte de crise, a conduit a la définition d’'une nouvelle catégorie de préparations : les

préparations hospitaliéres spéciales!41],

C. Risques associés a I'utilisation de médicaments préparés localement par

les PUI

Le recours a des médicaments préparés localement par les PUI est potentiellement
associé a plus de risques pour le patient que celui a des spécialités commerciales. En effet, le
centre de recherche indépendant américain PEW Research Centre a recensé 1562 effets
indésirables et 116 déces survenus entre 2001 et 2019 aux Etats-Unis d’Amérique (USA) en

lien avec des médicaments préparés ou reconditionnés!®l,

Parmi ces événements rapportés, plus de 50% des effets indésirables et plus de 67%
des déces étaient liés a des méningites fongiques survenues en 2012-2013 suite a 'utilisation
de trois lots d’une solution de méthylprednisolone pour administration intra-articulaire ou
épidurale - préparée a partir d’un principe actif non stérile - contaminée par la moisissure
Exserohilum rostratum, un germe opportuniste de I'environnement!1®-18l. Watson et al. ont
recensé les erreurs en lien avec les préparations survenues aux USA entre janvier 1990 et mars
202018, |Is ont identifié 48 erreurs ayant eu des conséquences cliniques sur 1155 patients et

15 erreurs sans conséquences ayant concerné un nombre important de patients (Figure 1).
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*Indépendamment de l'impact clinique "Avec impact clinique avéré

1,59%

4,76%
6,25%
[ Contamination Microbiologique [ Concentrations subthérapeutiques
[ Contamination croisée B Concentrations suprathérapeutiques

Figure 1 : Types d’erreurs liées a des préparations recensées aux USA de Janvier 1990 a Mars

2020 et conséquences clinigues (d’aprés les données de Watson et al.l*8)) Les données sont

exprimées en pourcentage du nombre d’erreurs recensées.

Les erreurs retrouvées étaient soit liées a des contaminations (65,08%) qu’elles soient
microbiologiques ou croisées, soit a des erreurs de concentrations (34,92%) de type sous-
dosage ou sur-dosage (Figure 1). Les erreurs retrouvées étaient donc principalement la

conséquence d’'un mauvais contréle des conditions de préparation.

Concernant le nombre de patients impactés par ces erreurs, une trés large majorité

(95,93%) était liée a une contamination microbiologique (Figure 2).

La proportion d’erreurs médicamenteuses ayant eu des conséquences cliniques,
gu’elles soient liées soit a des contaminations, soit a des erreurs de concentration est présenté

en figure 3.
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0.78%

3 Contamination Microbiologique

1 Contamination croisée

[ Concentrations subthérapeutiques
Bl Concentrations suprathérapeutiques

Figure 2 : Impact clinigue des différents types d’erreurs liées aux préparations. Les résultats

sont exprimés en pourcentage du nombre de patients affectés (d’aprés les données de

Watson et al.l'8l),

Types d'erreur

|Concentration‘ |Contamination

4.55%

34,15%

95,45%

Bl Avec conséquences cliniques [ Avec conséquences cliniques
[J Sans conséquence clinique 1 Sans conséquence clinique

Figure 3 : Proportion d’erreurs médicamenteuses ayant eu des conségquences cliniques en

fonction du type d’erreurs retrouvées (concentration ou contamination).(d’aprés Watson et

al.'8]). Les résultats sont exprimés en pourcentage du nombre d’erreurs recensées.
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Guharoy et al. rapportent également des incidents survenus aux USA en lien avec des
préparations!’l. En 2002, quatre patients avaient développé des méningites aprés
I'administration de solutions d’acétate de méthylprednisolone pour injection épidurale
également contaminées (Exophiala dermatitidis, champignon dimorphique retrouvé
principalement dans les lieux chauds et humides, comme les salles de bain)!*?l. En 2004, 1,4
millions de doses d’une solution pour inhalation contaminée par Burkholderia cepacia (germe
ubiquitaire et pathogéne opportuniste) avaient été distribuées au niveau nationall*”2%, et en
2011 neuf patients sur les 19 ayant recu une préparation injectable contaminée par Serratia
marcescens (bactérie de I'environnement pathogene opportuniste) étaient décédés d’une

bactériémiell7],

En parallele de cette problématique de contamination des préparations, des contrdles
menés aléatoirement par Mahaguna et al. ont retrouvé un taux de non-conformité alarmant :
neuf préparations sur dix d’ovules a la progestérone ne répondaient pas aux critéres de qualité
établis et une préparation était contaminée par la bactérie Comamonas acidovorans
(organisme ubiquitaire et pathogéne opportuniste)?ll. Par ailleurs sur 29 préparations
analysées aléatoirement par la Food and Drug Administration (FDA), pres d’un tiers étaient

non conformes pour au moins un des contrdles de qualité réalisés!??.

d. Mesures de contrdle des risques associés a |'utilisation de médicaments

préparés localement par les PUI

Suite a ces incidents, des mesures visant a renforcer la qualité des produits préparés
ainsi que les controles réalisés sur ces préparations ont été mises en place aux Etats-Unis
d’Amérique. Le durcissement de la législation aux Etats-Unis d’Amérique a été adopté
également dans de nombreux pays du monde. Afin de limiter les risques pour les patients liés
a l'utilisation de ces préparations, il est nécessaire de mener des études pour garantir dans le
temps la qualité pharmaceutique des lots produits, et disposer de données de stabilité en
production, en conservation ou lors de leur utilisation dans les services de soins. Les mesures
de contrdle imposées dans les Good Manufacturing Practices (GMP)?3 ont été intégrées dans
la révision des Bonnes Pratiques de Préparation (BPP) et s’inscrivent dans cet encadrement

des risques liés a la préparation de médicaments en milieu hospitalier24],
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L’International Conference on Harmonization (ICH) définit la stabilité d’une
préparation comme « |'aptitude d’un médicament a conserver ses propriétés chimiques,
physiques, microbiologiques et biopharmaceutiques dans les limites spécifiées, pendant toute
sa durée de validité »?°. D’aprés le Guide du Groupe d’Evaluation et de Recherche sur la
Protection en Atmosphéere Contrbélée et de la Société Francaise de Pharmacie Clinique
(GERPAC-SFPC), la stabilité d’une préparation est définie comme I'absence de variation ou la
variation dans des proportions tolérables des propriétés essentielles de la préparation dans
un laps de temps donné!?®l. Une altération de la stabilité des préparations peut entrainer une
perte d’efficacité et de sécurité d’un traitement. Ces instabilités peuvent étre d’ordre
chimique, physique ou microbiologique. Il est donc nécessaire de mener « des études de
stabilité (...) dans des conditions rigoureuses et selon une méthodologie adaptée a la
pratique » afin de « sécuriser le circuit du médicament en assurant un maintien de l'intégralité

des propriétés de ce dernier, de sa préparation a son administration »[26l,

2. Etude de la stabilité de médicaments d’anesthésie-réanimation co-

administrés sur une méme voie de perfusion

a. Incompatibilités physico-chimiques : une problématique de sécurité pour les

patients

i. Définitions

L'incompatibilité est a distinguer de I'interaction médicamenteuse, qui repose sur des

interactions d’ordre pharmacologique (pharmacocinétiques ou pharmacodynamiques).

L'incompatibilité médicamenteuse est un phénoméne se manifestant par un
phénoméne d’instabilité physique ou chimique lorsque plusieurs médicaments incompatibles

sont mélangés.
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La définition de I'incompatibilité proposée par le Handbook on Injectable Drugs'?”
repose sur la présence d’au moins un des deux critéres suivants : (i) I'incompatibilité visuelle
ou physique (formation de particules, changement de coloration, apparition de gaz, d’un
trouble ou d’un précipité, et (ii) la perte d’au moins 10% d’un ou plusieurs composés dans les
conditions étudiées apres au maximum 24h. Cette définition tient compte de deux possible

types d’incompatibilité : I'incompatibilité physique et I'incompatibilité chimique.

L'incompatibilité physique est décrite comme généralement réversible et avec des
manifestations visibles tandis que l'incompatibilité chimique est considérée comme
irréversible et liée a des réactions d’instabilité chimique indétectables a I'ceil nul?8l. Parmi les
instabilités chimiques pouvant survenir, on note les réactions d’hydrolyse, d’oxydation ou de
réduction, la photolyse ou encore la racémisation de molécules chirales, ces instabilités
pouvant entrainer des changements de pH[?®l. Des exemples d’instabilité physique sont les
réactions de précipitation qui peuvent avoir des origines diverses, des modifications de

solubilité, des dégagements gazeux, ou des déstabilisations d’émulsions(23-32],

Une incompatibilité peut survenir entre plusieurs entités chimiques : entre deux
principes actifs, entre deux excipients, entre un principe actif et un excipient, ou entre un

principe actif ou un excipient et leur contenant.

ii. Facteurs influengant la compatibilité

De multiples facteurs peuvent influer sur la compatibilité des médicaments soit en la

préservant, soit en augmentant les réactions d’incompatibilité.
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(1) Le pH

La solubilité de la plupart des molécules médicamenteuses est dépendante du pH des
solutions dans lesquelles elles se trouvent. Pour les molécules de type acide ou base faible, un
changement de pH - pouvant survenir lors du mélange de plusieurs médicaments sur une
méme voie de perfusion - peut entrainer un changement d’état d’ionisation, une baisse de
solubilité voire une précipitation. Par ailleurs, le pH influence les réactions d’oxydation ainsi
que celles d’hydrolysel?628], Des réactions acide-base peuvent également survenir entre des

principes actifs et excipients au sein d’'un mélangel?8).

(2) La formulation

De nombreux excipients jouent un réle fondamental dans la compatibilité des
médicaments. C'est le cas par exemple des co-solvants qui sont utilisés pour améliorer la
solubilité de principes actifs faiblement solubles. En cas de dilution comme celles rencontrées
lors du mélange de plusieurs thérapeutiques, le rapport de concentrations entre le principe
actif et son co-solvant peut devenir insuffisant, entrainant une perte de solubilité de celui-ci.
Cela est par exemple le cas lorsque I'on effectue une dilution supérieure au quart du diazépam
dans de I'eau, formulé avec 50 % de propyléene glycol et 10 % d’éthanol pour améliorer sa
solubilitél33], Une étude a démontré des différences de compatibilité entre le propofol et la
lidocaine en fonction de la présence ou non de L-Lysine pour stabiliser I'émulsion de
propofol®. Deux formulations différentes de propofol, notamment en termes de
conservateur (édétate disodique (EDTA) ou métabisulfite de sodium) ont démontré des profils
de stabilité différents3>36l, Une autre étude a mis en évidence la déstabilisation de I’émulsion
de propofol en présence de macrogol (polyéthyléne glycol 400) présent dans la formulation
de la nimodipinel7l. Les sels formés a partir d’ions monovalents (Na*, K*) sont généralement
plus solubles que ceux formés avec des ions divalents (Ca%*, Mg?*), un mélange avec une
solution contenant de tels ions peut entrainer la formation de sels insolubles de calcium, c’est

le cas notamment avec la ceftriaxone!33l.
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(3) L’oxygene

La plupart des principes actifs existent sous leur forme réduite et sont ainsi fortement
sensibles a I’'oxydation!2®l. Les réactions d’oxydation surviennent soit au contact de I'oxygéne

de lair, soit en présence de molécules oxydantes.

(4) La lumiere

Les rayonnements lumineux, et en particulier les rayonnements ultraviolets (UV)
peuvent catalyser les réactions d’oxydation et d’hydrolyse. Leur impact va dépendre de la

durée d’exposition ainsi que de l'intensité du rayonnement lumineux!?®,

(5) Le conditionnement

Les conditionnements, et notamment les matériaux qui les constituent, peuvent

impacter la stabilité et la compatibilité des molécules qu’ils contiennent.

D’une part, le type de conditionnement va déterminer sa capacité a limiter I’exposition
de son contenu aux rayonnements UV (présence de dioxyde de Titane, verre ambré) ou a
I’'oxygéne, ou a limiter I'évaporation de I’eau (polypropyléne (PP) ou polyéthyléne (PE))!2¢l. Par

exemple, I'Ethyléne Vinyle Acétate (EVA) est totalement perméable a I’oxygénel?®!,

D’autre part, des interactions contenant-contenu peuvent survenir entre les matériaux
constitutifs des contenants et les éléments du contenu (principe actif, excipient). Ces
interactions peuvent étre de différentes natures et sont dépendantes de la concentration des
médicaments ainsi que du temps de contact avec le conditionnement. Il a été observé des
phénomeénes d’adsorption du propofol dans des contenants en PolyChlorure de Vinyle
(PVC)38401, Un autre phénoméne est le relargage de composés depuis le conditionnement
vers la préparation médicamenteuse. C'est le cas notamment avec la désorption de
plastifiants a partir de contenants en PVC qui peuvent étre a |'origine d’effets indésirables ou
toxiques (#2421, Un relargage d’ions alcalins depuis la surface de conditionnements en verre
peut entrainer une variation du pH et ainsi influer sur la compatibilité de leur contenul®!,
L’impact du conditionnement sur la stabilité des médicaments a été largement étudié!*3l,
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Ainsi, une étude a retrouvé une moindre stabilité d’'une émulsion de propofol diluée
dans du chlorure de sodium (NaCl) a 0,9%, avec une augmentation du pourcentage de globules
huileux de taille supérieure a 5 um (PFATS5) lorsqu’elle était conservée dans un
conditionnement plastique (PVC ou polyoléfine) par rapport a une conservation dans un

conditionnement en verre (type Il sodo-calcique)®3.

(6) Le temps de contact

La probabilité de survenue d’une réaction d’incompatibilité entre deux médicaments
augmente avec le temps de contact entre ceux-cil*¥. Si certaines réactions d’incompatibilité
surviennent instantanément (par exemple, précipitation de la phénytoine immédiatement
aprés dilution dans du glucose a 5%®3), d’autres ont des cinétiques plus lentes!??l. Par
exemple, une perte significative d’activité de I'ampicilline est observée aprés 4h de contact
avec une solution de glucose a 5%[*°1. De méme, un temps de contact plus long (1 mL/h versus
10 mL/h) entre le propofol et les tubulures de perfusion en PVC ont entrainé une baisse
importante de concentration délivréel3%4¢l, D’aprés Nemec et al., le temps de contact maximal
au sein d’'une méme tubulure de plusieurs médicaments est de I'ordre de 4 heures, en fonction
de la longueur des tubulures de perfusion, de leur diamétre, et des débits d’administration(*’].
Les protocoles d’études de compatibilité entre médicaments doivent tenir compte de ces

temps de contact.

(7) La concentration

La concentration des différents médicaments influe sur leur compatibilité. Une
concentration élevée aura tendance a maximiser le risque de réactions, tandis qu’une faible
concentration aura des conséquences plus déléteres dans le cadre d’interactions avec le
contenant de type adsorption ou absorption. Il a également été démontré que I'ordre de
mélange des différents médicaments peut avoir un impact sur leur compatibilité, par exemple
la formation de précipités phospho-calciques lors de la préparation de poches de nutrition

parentéralel*8],
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(8) La température

La température a laquelle sont exposés les médicaments va potentialiser les réactions
d’oxydation ou d’hydrolyse ainsi que des réactions physiques*®°%. Une augmentation de la
température de 10°C peut multiplier par un facteur 2 a 5 la vitesse des réactions de
dégradation!?®l. Par ailleurs, la solubilité des molécules étant dépendante de la température,
une baisse de celle-ci peut entrainer la précipitation d’'une molécule a une concentration

proche de sa limite de solubilité[26!,

b. Médicaments d’anesthésie-réanimation : Etat des lieux des pratiques et des

problématiques liées a la co-perfusion

i. Un nombre important de médicaments intraveineux par patient

Les patients hospitalisés dans les services de soins critiques nécessitent un grand
nombre de traitements. En raison de l'incapacité des patients a prendre ces médicaments par
voie orale ou en lien avec la nécessité d’'une action rapide, la voie intraveineuse (IV) est trés
souvent préférée aux autres voies d’administration(”). Plusieurs études ont rapporté un
nombre élevé de médicaments administrés par voie IV: 7,74 + 2,84 médicaments IV par
patient pour Sriram et al.’!l et 6,5 + 2,4 médicaments dont 4 a 15 médicaments IV par
prescription pour Marsilio et al.[*¥. En raison du nombre de voies veineuses limitées, et du
nombre de traitements nécessitant une administration en continu chez ces patients, il n’est
pas rare que plusieurs médicaments soient administrés simultanément sur une méme voie

veineusel?],
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ii. De nombreuses incompatibilités et manque de données de compatibilité

Il n’est pas toujours possible de décaler I'administration d’'un médicament, ni d’ajouter
une voie IV pour limiter le risque d’incompatibilité physico-chimique. De nombreuses études
se sont intéressées au risque d’incompatibilité entre les médicaments couramment
administrés aux soins intensifs et en réanimation. La prévalence d’administrations en Y
inappropriées dans une étude menée dans des services de soins intensifs canadiens était de
8,5% et augmentait a 18,7% pour les patients qui recevaient au moins 2 traitements en

perfusion IV continuel®3!,

D’aprés Tissot et al., les incompatibilités médicamenteuses représentent 14,3% des
erreurs médicamenteuses aux soins intensifsi®¥. Les données a ce sujet sont assez variables,
puisque des études ont rapporté un taux d’incompatibilités entre 3,4 et 17%[>3>5% Une
étude a rapporté que 21,4% des montages de perfusion d’un service de greffe de moelle
osseuse comportaient au moins une incompatibilité®ll. La proportion de prescriptions
comportant au moins une incompatibilité peut méme s’élever jusqu’a plus de 60% dans des
services de soins intensifs et de réanimation!**° et jusqu’a 78,5% dans certaines études!®2],
Ces différences peuvent s’expliquer par la variété des services et de médicaments étudiés et

des méthodologies des études.

Une des problématiques reste le manque de données disponibles de compatibilité
pour les différents médicaments administrés, ou la présence de données contradictoires3],
Plusieurs études font état d’'une absence de données publiées pour pres de 50% des
associations étudiées (55%>°; 54%[>31; 48%*4 et 42%>8]). Ce manque de données peut

aboutir a une utilisation non sécuritaire des médicaments!®3l.
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iii. Conséquences cliniques

L’administration sur une méme voie de perfusion de médicaments incompatibles peut
avoir de graves répercussions cliniques pour les patients. En effet, une étude rapporte qu’aux
soins intensifs pres de 25% des incompatibilités ont des conséquences cliniques hautement

significatives(®3,

L'une des conséquences d’une incompatibilité est la diminution de la concentration en
principe actif entrainant une perte d’efficacité ou un échec thérapeutiquel*’-°364, Par ailleurs,
cette perte en principe actif peut s’"accompagner de la formation d’un produit de dégradation

toxiquel7.64,

Une autre conséquence possible est la formation de particules par précipitation, ou la
déstabilisation d’émulsions, formes a haut risque de déstabilisation, entrainant
I'augmentation de la taille des globules lipidiques. Ces particules et globules lipidiques
peuvent obstruer les cathéters, entrainer des embolies, une inflammation et des dysfonctions

d’organes parfois fatales!#7:48:52,65-74],

Des études menées sur des rats ont démontré qu’une perfusion d’émulsion ne
répondant pas aux exigences de la Pharmacopée Américaine (USP ; PFATS5 > 0.05%) entrainait
I'apparition de lésions hépatiques et pulmonaires’>72l. Des cas cliniques ont également
rapporté des conséquences dramatiques survenues chez des patients suivant I’'administration
de médicaments incompatibles. En 2007, la Food and Drug Administration (FDA) a publié un
message d’alerte suite aux signalements qui lui avaient été rapportés de 9 patients décédés
suite & I'administration concomitante de ceftriaxone et de solutions contenant du calcium!”3l,
Une autre équipe rapporte les cas de deux patientes précédemment en bonne santé chez qui
un déces par arrét cardio-respiratoire brutal est survenu suite a I'administration de nutrition

parentérale contenant des précipités phospho-calciques invisibles a I'ceil nul®l,
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iv. Exemple de I'analgésie multimodale

Depuis quelques années on observe un recours croissant a I’'analgésie multimodale au
bloc opératoire. Il s’agit d'une méthode d’anesthésie générale développée afin de limiter
I"utilisation des dérivés morphiniques et ainsi réduire les effets indésirables post-opératoires,
facilitant la récupération des patients et le déploiement de la chirurgie ambulatoirel’®l. La
réalisation de ce type d’anesthésie repose sur I'administration simultanée de plusieurs
médicaments tels que des hypnotiques (propofol), des agonistes az-adrénergiques (clonidine
ou dexmédétomidine), du sulfate de magnésium et des analgésiques (kétamine). Par ailleurs,
I’'association de propofol avec un agoniste az-adrénergique fait partie des protocoles de
sédation multimodale qui ont été proposés pour prendre en charge les patients atteints par
la COVID-19 en services de soins intensifs et de réanimation(>®76-81l, Ces associations ont
permis de réduire les quantités de propofol nécessaires au maintien d’une sédation chez les
patients intubés-ventilés en réanimation, et ont ainsi contribué a économiser ces

médicaments en tension d’approvisionnement!379:82-86],

c. Stratégies pour limiter les risques liés a la co-perfusion

L'une des stratégies les plus évidentes pour éviter les incompatibilités est
I’administration de chaque médicament sur une voie dédiée. Une étude comparant deux
services de soins intensifs a fait le lien entre un taux d’incompatibilités médicamenteuses
significativement plus bas (2,16 vs. 6,82%) dans le service dans lequel était retrouvé un
nombre plus important de cathéters par patients (2,41 cathéters par patient vs. 1,88)%,
Cependant, dans les services de soins critiques, les patients nécessitent un nombre important
de traitements par voie IV, et le nombre de médicaments administrés simultanément excede
le nhombre de voies veineuses disponibles®?. De plus, I'ajout de voies d’abord veineux
supplémentaires!®’l n’est pas sans risques puisqu’elle peut exposer a un risque de thrombose
et d’infection plus élevél®338] || est donc nécessaire de recourir a d’autres stratégies pour

limiter les risques d’incompatibilités et garantir la sécurité du patient.
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i. Optimisation des montages de perfusion

Une stratégie pour limiter les incompatibilités repose sur un travail d’optimisation des
protocoles et des montages de perfusion(®®l. ’optimisation des protocoles est une action qui
est menée par le pharmacien clinicien en lien avec le service de soins. Cette optimisation va
consister (i) a prioriser les administrations IV en limitant au strict minimum le nombre de
traitements & administrer par voie parentérale ou en changeant de voie d’abord®”], et (ii) a
définir des plans d’administration comportant la séquence d’administration des différents
traitements, les co-administrations pouvant éventuellement étre envisagées, les durées des
perfusions et les rincages®®%%l, ’optimisation des montages de perfusion de maniére a limiter
la survenue d’incompatibilités physico-chimiques ou leurs conséquences cliniques, par
exemple par 'ajout de filtres en lighe ne doit pas étre négligéel>289°0 Une étude a évalué
I'impact de différentes stratégies pour réduire la charge particulaire d’'un protocole
couramment utilisé aux soins intensifs néonataux comportant une instabilité potentielle entre
la vancomycine et la céfépimel®l. Ce travail a démontré I'importance de la méthode de
reconstitution et de dilution des médicaments ainsi que de la configuration choisie pour la
perfusion (position des différents traitements sur les voies d’un cathéter veineux central 3

voies, ajout de filtres...) sur la réduction de la charge particulaire®%,

ii. Recours a des dispositifs d’administration multi-lumiéres

Lorsque malgré les optimisations de protocoles le nombre de médicaments IV devant
étre administrés simultanément reste supérieur au nombre d’acces veineux disponibles, une
solution peut étre de recourir a des dispositifs d’administration multi-lumiéres[4,5265661 Ce
type de dispositif a été développé ces dernieres années et permet de réduire au maximum le
temps de contact entre des médicaments potentiellement incompatibles, grace a la limitation
du volume commun dans la voie de perfusion. Une étude a démontré que le recours a un
dispositif d’administration multi-lumiéres pour un protocole comportant une association a
risque d’incompatibilité (vancomycine-pipéracilline) réduisait de 68% la charge globale de

particules non visibles par rapport a un dispositif d’administration classiquel®?..
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Deux autres études menées in vitro ont démontré la possibilité d’administrer
simultanément des médicaments incompatibles (furosémide (pH alcalin) et midazolam (pH
acide)) grace a l'utilisation de dispositifs d’administration multi-lumieres dans certaines

configurations(®324],

iii. ~Classification des médicaments en fonction de leur pH

De nombreuses incompatibilités physico-chimiques résultant de réactions acides-
bases ou une perte de solubilité en lien avec une variation de pH, certains auteurs ont proposé
de regrouper les médicaments en fonction de leur pH ou de leur structure chimique. Chaque
groupe de médicament se voit attribuer une couleur, qui permet de visualiser facilement les

médicaments ne devant pas étre co-administrés!47:53l,

iv. Construction de tables de compatibilité personnalisées par service

Les équipes soignantes sont souvent confrontées a la problématique de devoir
administrer un grand nombre de traitements IV sur un nombre d’accés veineux limités. Pour
pouvoir prendre en charge les patients de maniere optimale il est nécessaire qu’elles
disposent d’informations claires et facilement accessibles sur les incompatibilités. De
nombreuses bases de données et outils sont disponibles et recensent les données de
compatibilité disponibles pour des paires de médicaments, on peut par exemple citer le
Trissel’s handbook®>, le King’s guide®®, le tableau croisé des Hopitaux Universitaires de
Genével®”l et la base de données Stabilis!®®. Les protocoles de soins étant trés variables d’un
service a I'autre, la construction de diagrammes d’incompatibilité propres a chaque service et
régulierement mis a jour (actualisation en cas de changement de marché, rupture
d’approvisionnement) et d’arbres décisionnels permet de rapidement et facilement vérifier la

compatibilité d’'une association de médicaments avant leur administration en Y&7),
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v. Etudes de compatibilité simulant les protocoles de soins

Lorsque des données de compatibilité sont disponibles et non contradictoires, il est
possible de construire des tables de compatibilité pour sécuriser la co-administration de
médicaments IV dans un service donné. Cependant, de nombreux travaux soulignent le
mangue de ressources sur la compatibilité, et I'intérét de réaliser des études analytiques de
compatibilité basées sur la pratique cliniquel*4753l, Certains auteurs évoquent méme la

nécessité de réaliser des études de simulation afin de valider les pratiques de soins!®’l.

Comme nous venons de |'aborder dans cette partie introductive, le recours a des
méthodes analytiques fiables est incontournable pour déterminer les meilleures conditions
de conservation et durées de stabilité de médicaments fabriqués par des PUl ou lors de I'étude
d'incompatibilités potentielles entre plusieurs médicaments administrés par voie
intraveineuse.

Ainsi dans le prochain chapitre, nous allons détailler le travail analytique ayant permis
d'étudier la stabilité et les voies de dégradation du cisatracurium, apres fabrication par la PUI

durant la crise de la COVID-19.
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Premier travail experimental :

Solution de bésylate de cistracurium a 10 mg/mL
préparée dans une pharmacie a usage intérieur
pour pallier les pénuries de médicaments: Etude de

stabilité incluant quatre produits de dégradation
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1. Introduction

Le cisatracurium (figure 4) est un agent de blocage neuromusculaire non dépolarisant
de durée d’action intermédiaire appartenant a la famille des benzylisoquinolines dont font
partie les curares!®®1931 e cisatracurium (cis-cis atracurium) est 'un des 10 stéréo-isoméres
de l'atracuriumt%105] et posséde une activité de blocage neuromusculaire 3 a 5 fois

supérieure a celle de I'atracurium(],

H3CO OCH3
4,
,/ 0 0 N
CH30 , /\n/ ~ NN \n/\/ OCH3
CH30 0 (0] OCH3
CH30 OCH3

Figure 4 : Structure chimique du cisatracurium

En Europe, il est commercialisé sous la forme de bésylate de cisatracurium avec des
concentrations variant entre 2 et 5 mg/mL de cisatracurium basel®>103.107] || est utilisé pour
induire la relaxation des muscles striés pendant les anesthésies générales ou lors de la
sédation dans les services de réanimation et soins intensifs[®%101-103,108,109] | o cisatracurium
est le seul curare recommandé pour les perfusions prolongées chez les patients souffrant de
syndromes de détresse respiratoire aigué ou de soins intensif-réanimation car il est associé a
un risque plus faible d’histamino-libération(109106.109,1101 En raison du nombre important de
patients nécessitant une ventilation invasive pendant la pandémie de maladie au coronavirus
2019 (COVID-19), les besoins en agents de blocage neuromusculaire ont considérablement

augmenté au niveau mondial et ont conduit a des ruptures d’approvisionnement!111-1151,
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Afin de pouvoir traiter les cas séveres de COVID-19 pendant toute la durée de la crise
sanitaire, le préparatoire du Centre Hospitalo-Universitaire de Lille a préparé sur site des
ampoules de solution injectable de cisatracurium titrées a 10 mg/mL, dans le cadre d’une
démarche nationale sous I'égide de ’ANSM. La formulation s’est basée sur celles proposées
dans la Pharmacopée américaine (USP)1%®l et dans le Handbook of Pharmaceutical
Manufacturing Formulations™’l. A ce jour, seules quelques données de stabilité sont
disponibles pour des formes commerciales ou diluées de cisatracurium ou d’atracurium(*8-

121] (tableau 1).

Xu et al.[*2% ont étudié des solutions a 2 et 10 mg/mL de cisatracurium dans des flacons
en verre et ont retrouvé une stabilité de 45 jours a 23°C et 90 jours a 4°C. Stockées dans des
seringues en polypropyléne, les solutions de cisatracurium a 2 mg/mL étaient considérées
comme stables 30 jours a 4 et a 23°C, d’aprés Xu et al.'2% ou au moins 7 jours a 5 et 25°C
d’aprés Pignard et al.[*?Y, Les solutions de cisatracurium a 5 mg/mL étaient stables pour au
moins 7 jours a 5 et 25°C'21, Par ailleurs, la solution commerciale de cisatracurium & 10mg/mL
(Nimbex®) est décrite comme stable 24 mois lorsqu’elle est conservée entre 2 et 8°C et a I’abri
de la lumiérel®Il avec une baisse de concentration de I'ordre de 5% par an dans ces mémes
conditions de conservationl10%102104117] || n’y 3 cependant pas de donnée dans la littérature
sur la stabilité de solutions injectables de cisatracurium a 10 mg/mL stockées réfrigérées en

ampoules de verre ambré pendant plus de 90 jours.

L'instabilité du cisatracurium est déja en partie documentée dans la littérature : les
fournisseurs des solutions commerciales de cisatracurium recommandent un stockage entre
2 et 8°Cl101-103,108,116] 3 |3 molécule est décrite comme instable a température ambiantel02],

Il est également recommandé de préserver les ampoules de la lumiére et de ne pas les

congeler[101—103,108,116]
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Tableau | : Comparaison des différentes études de stabilité de I’atracurium et du cisatracurium!118-121l

G5% : Glucose a 5%, CLHP-UV : Chromatographie liquide haute performance couplée a une détection UV, HR : humidité relative, NaCl 0.9% : Chlorure de sodium a 0,9%,

PP : Polypropylene

Russel

Pramar

Xu

Pignard

1990

1996

1998

2014

Atracurium

Atracurium

Cisatracurium

Cisatracurium

m

Non renseignée

10 mg/mL

0,5 mg/mL

2 mg/mL

10 mg/mL

0,1 mg/mL
2 mg/mL
5mg/mL

0,1 mg/mL

2 mg/mL
5mg/mL

Non renseigné

NaCl 0.9%
G5%

NaCl 0.9%
G5%

NaCl 0.9%
G5%

Température

20°C

51C
25iC
40°C
5C
25%C
40°C

4°C
23°C
+lumiére

4°C
23°C
+ lumiére

4°C
23:C
+lumiere

51C
25°C
+60% HR

Conditionnement

Temps d'analyse

Non renseigné 0,1,2, 3 mois

Seringues plastique

0,7,14, 21,28, 35 et 42 jours

Seringues plastique 0, 7 et 14 jours

Flacons non ouverts (5 et 10 mL) 0, 1,7, 14, 21, 30, 45 et 90 jours (flacons)

Seringues de 3 ml 0, 7,14, 30 jours (seringues)

Flacons non ouverts (20 mL) 0,1,7,14,21,30, 45 et 90 jours

Poches PVC 0,7,14, 30 jours
Seringues PP 50 mL
Poches polyoléfine 50 mL

0,1,2,7jours
Seringues PP 50 mL

Parametres étudiés

Dosage atracurium (CLHP-UV) Recherche des
produits de dégradation

Dosage atracurium (CLHP-UV)
Aspect visuel

Stabilité physique :

- Aspect visuel

- Turbidité

- Particules visibles

- Particules non visibles

Stabilité chimigue (CLHP-UV) :

- Dosage cisatracurium
- Recherche des produits de dégradation

Stabilité physique :
Aspect visuel
Turbidité

Coloration

Particules visibles
Particules non visibles

Stabilité chimique :

Dosage cisatracurium (CLHP-UV)
Recherche des produits de dégradation ou
de racémisation (CLHP-UV)

- pH

Osmolalité

'

Conclusions

Stable 93 jours a 20°C (perte de 9,4%)

Stable 42 jours 8 5°C et 8 25°C
Stable 7 jours a 40°c puis perte de stabilité

Dégradé apreés 14 jours a 5°C et 25°C
Dégradé apres 7 jours a 40°C

Stable 90 jours & 4°C (Flacon non ouvert)
Stable 45 jours a 23°C (Flacons non ouverts, perte <6%)
Stable 30 jours a 4°C et 23°C (Seringues, perte <5%)

Stable 90 jours a 4°C
Stable 45 jours a 23°C (perte de 1 a 4%) et a 90 jours protégé de la lumiére (-7%)

0,1 mg/mL : Stable (perte <3%) pendant au moins 30 jours a 4°C
Stable 7 jours (G5%) et 14 jours (NaCl 0,9%) a 23°C, puis perte de stabilité

2mg/mlL : Stable (perte <3%) pendant au moins 30 jours a 4°C
Stable 14 jours (G5%, perte 8%) et 30 jours (NaCl 0,9%, perte 5%) a 23°C

5 mg/mL : Stable 30 jours a 4°C et 23°C

Stable 7 jours a 5°C
Stable 48 heures (NaCl 0,9% et G5%) a 25°C dans seringue et poche
Apparition de produits de dégradation entre 24 et 48 heures a 25°C

Stable 7 jours a 5°C et a 25°C (perte <3%)



La laudanosine (figure 5) est I'un des produits de dégradation finaux identifiés du
cisatracurium a la fois par la voie de I'hydrolyse de I|'ester et celle de I'élimination
d’Hofmannl105106,109,122,123] (figyre 6). Bien que la laudanosine soit décrite comme ayant des
effets neurotoxiques!'?2124-1291  e|le est rarement quantifiée comme marqueur de la

dégradation du cisatracurium dans les études!?1],

CH30

CH30

CH30

CH30

Figure 5: Structure chimigue de la laudanosine
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Figure 6 : Voies de dégradation du cisatracurium et structure des produits de dégradation

(d’apres Blazewicz et al.!*?2])
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De nombreuses méthodes de dosage de I'atracurium ou du cisatracurium avec leurs
produits de dégradation ou leurs métabolites ont été décrites. Certaines techniques non
séparatives avaient recours a la fluorimétrie*30131 ou 3 de I’électrochimiel®3?. D’autres
avaient recours a [I'électrophorése capillaire couplée a wune détection par

électrochimioluminescence!109],

Les autres techniques décrites étaient basées sur une séparation du (cis)atracurium de
ses potentiels produits de dégradation par une chromatographie liquide haute performance

(CLHP) en polarité de phase inverse (C18, C8)[49:50,105,106,116,118-123,133-147]

Les méthodes de détection les plus souvent décrites pour le dosage de I'atracurium et
du cisatracurium en CLHP sont I'UV a 280 nm[4950,116,118-121,123,133-137] |3 flyorescence avec des
longueurs d’onde d’excitation de 230 ou 280 nm et d’émission de 312 ou 320 nm(10>106,138-

1471 ou la spectrométrie de masse en mode positifl104148-154],

D’autres modes de détection plus anecdotiques, comme la Résonance Magnétique
Nucléaire (ou RMN)1>%], I3 radioactivité*>®! ou par détection d’aérosols chargés (CAD)?2l sont

également décrits.

Dans le contexte de rupture d’approvisionnement observée durant la pandémie a la
COVID-19, les objectifs du travail ont été de développer une formulation simple de
cisatracurium en solution et d’étudier sa stabilité quand elle est stockée a température dirigée

entre +2°C et +8°C aprés une production locale par des pharmacies a usage intérieur.

Pour cela, nous avons développé et validé une méthode de dosage a la fois du
cisatracurium et de la laudanosine par CLHP-UV et nous nous sommes assurés de sa capacité
a étre indicatrice de stabilité. Puis, la stabilité de solutions injectables de cisatracurium
pendant 18 mois a été évaluée. Les produits de dégradation formés au cours de cette étude
ont été identifiés grace a une technique de chromatographie liquide couplée a un
spectrometre de masse en tandem (CLHP-MS/MS). Les fractions analysées en CLHP-MS/MS
avaient préalablement été isolées grace a une séparation semi-préparative réalisée en CLHP-
UV sur une solution conservée pendant 18 mois entre 2 et 8°C. Les résultats obtenus nous ont
permis d’identifier une voie de dégradation du cisatracurium dans les solutions préparées et

conservées dans nos conditions opératoires.
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2. Matériel et Méthodes

a. Préparation des solutions de cisatracurium

La formulation s’est basée sur celles proposées dans la Pharmacopée Américainel!1°]

et dans le Handbook of Pharmaceutical Manufacturing Formulations™*7),

Les solutions de cisatracurium ont été préparées sous hotte a flux d’air vertical (ISO
4.8) dans une salle a atmosphére contrdlée (ISO 5). Le bésylate de cisatracurium de qualité
Pharmacopée Européenne (Lianyungang Guike Pharmaceutical Co, Jiangsu, Chine) a été pesé
sur une balance de précision (Quintix224-1CFR ; numéro de série (SN) : 0038103652, précision

: 0,1 mg dans l'intervalle 10 mg - 220 g ; Sartorius, Goettingen, Allemagne).

La poudre a été placée dans une cuve en acier inoxydable de 47 L (Goavec Engineering,
Alencon, France) et solubilisée dans de I'eau pour préparation injectable (Viaflo 1000 mL
Baxter, Guyancourt, France) pour obtenir une concentration finale de 10 mg/mL en agitant a
300 tours/minute (rpm) pendant 20 min avec un agitateur IKA Eurostar 20 (EURO ST 20DS500,
IKA, Staufen, Allemagne) et un bras a hélices IKA 3 (R1382). Une fois une solution homogene
obtenue, le pH a été ajusté a 3,5 en ajoutant une quantité suffisante (environ 1,6 g par 20 L)
d'acide benzéne sulfonique de qualité pharmaceutique (Sigma Aldrich, Buchs, Suisse). Le pH
d'un échantillon a ensuite été vérifié a l'aide d'un pH-metre étalonné (HI5222 ; SN :
02190006991, Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA) et d'une électrode de verre HI1053B
(SN : 05292DBN, Hanna Instruments).

La solution a ensuite été transférée via un filtre a capsule Fluorodyne EX EDF KLEENPAK
de 0,22 um (réf. : NP5LUEDFP1G, PALL, Port Washington, NY, USA) directement dans une
seconde cuve en acier inoxydable de 47 L (Goavec Engineering) avec un tuyau en silicone
catalysé au platine Pumpsil® (8,0 mm de diametre x 1,6 mm d'épaisseur de paroi, référence
(réf.) : 913.A080.016, Watson Marlow, Falmouth, Royaume Uni) et une pompe péristaltique
530S Watson Marlow (SN : 200608-302166, réf. : 050.9131.10E).
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La solution pharmaceutique brute a été filtrée une seconde fois a travers une capsule
KLEENPAK Fluorodyne EX EDF de 0,22 um et conditionnée dans des ampoules en verre ambré
de type 1 (14.75 EP 0.55) de 5 mL (SOTAPHARM, La Ferté Bernard, France), a I'aide d'une
tubulure en silicone catalysé au platine Pumpsil® et d'une pompe de remplissage Watson
Marlow 530S. Les ampoules ont été ouvertes, remplies (5,2-5,6 mL par ampoule) et scellées
avec un remplisseur d'ampoules ROTA R910 (SN : 29588/79, ROTA, Wehr, Allemagne). Chaque

lot était composé d’environ 4 000 ampoules de 5 mL (volume extractible : 5 mL).

b. Analytes et réactifs

Les substances chimiques de référence (SCR) pour le cisatracurium (réf : YO001766) et
la laudanosine (réf. : YO001765) ont été obtenues aupres de la Direction européenne de la

gualité du médicament et des soins de santé (EDQM ; Strasbourg, France).

L'acétonitrile de qualité chromatographique (ACN ; Hipersolv chromanorm, réf. :
83639.320) a été obtenu auprés de VWR BDH Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France), le
méthanol de qualité chromatographique (MeOH ; Lichrosolv supelco, réf. : 1. 06007.1000) a
été obtenu auprés de Sigma Aldrich (Saint-Louis, MI, USA), et I'eau pour préparation injectable
(EPPI; VERSYLENE®, eau stérile réf. : B230531) a été obtenue aupres de Fresenius Kabi France
(Sévres, France). L'acide formique (réf. : 33015M) et le formiate d'ammonium (réf. : 798568)
de qualité réactif Pharmacopée Européenne (PE) (= 98%) ont été obtenus aupres de Sigma

Aldrich (Saint-Louis, MI, USA).
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C. Instrument et conditions analytiques optimales pour la méthode
indicatrice de stabilité

I. Conditions chromatographiques

Les solutions ont été analysées sur un systéme de chromatographie Ultimate 3000®
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) composé d'une pompe quaternaire (LPG
3400SD, série #8188086), d'un passeur automatique d’échantillons (WPS 3000TSL, série
#8188780), d'un four a effet Peltier (TCC 3000, série #06032578) et d'un détecteur a barrettes
de diodes (DAD3000, série #8188520). Chaque analyse durait 20 minutes. Les données ont été
analysées a l'aide du logiciel Chroméléon 7 (version 7.2.2.6394) et des algorithmes Cobra

Wizard et Component Table Wizard (ThermoFisher Scientific).

La méthode chromatographique était basée sur celles décrites dans la
littératurel116:120.121,133] \yne précolonne Hypersil GOLD® C18 (10 x 4 mm ; 5um, SN : 20023867,
ThermoFisher Scientific) et d'une colonne Hypersil GOLD® C18 (150 x 4 mm ; 5 pum, SN :
20058938, ThermoFisher Scientific) ont été utilisées. La colonne était maintenue a 25 °C. La
phase mobile était constituée d'un mélange de 20 % de MeOH, 20 % d'ACN, 60 % d’EPPI, et 1

% d'acide formique a 98 % et 10 g/L de formiate d'ammonium.

Une solution de dilution (SD) a été utilisée pour diluer les échantillons avant I'injection.
Elle consistait en un mélange de 20 % de MeOH, 20 % d'ACN, 60 % d’EPPI et 0,04 % d'acide
formique a 98 %, correspondant a la phase mobile sans sel d’ammonium et avec moins d’acide
formique. La SD a été répartie dans des flacons de 50 mL et conservée a -20°C. Pour chaque
jour d'analyse, les quantités nécessaires de SD ont été décongelées immédiatement avant

utilisation.

La longueur d'onde de détection a été fixée a 280 nm, correspondant a |I'un des maxima
d'absorbance du cisatracurium et de la laudanosine ; l'autre pic a 235 nm étant considéré
comme moins spécifiquel1&133] e débit était réglé a 1,5 mL/min (pression = 180 bars). La
température du passeur automatique d’échantillons était maintenue a 10°C. Un volume de 20

uL d’échantillon était injecté pour I'analyse.
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fi. Etude de dégradation forcée

Une méthode indicatrice de stabilité valide est capable de séparer le composé et ses
produits de dégradation (DP) avec un degré de résolution suffisant (résolution (Rs) >
1,5)[26:156,157] poyr valider les performances de notre méthode en matiére d'indication de la
stabilité, nous avons réalisé des essais de dégradation forcée du cisatracurium SCR
conformément aux directives du groupe de travail commun du Groupe d’Evaluation et de
Recherche sur la Protection en Atmosphere Controlée et de la Société Francaise de Pharmacie
Clinique (GERPAC-SFPC)[%] en mélangeant des volumes égaux d'une solution de cisatracurium
de 400 pg/mL dans la SD et de I'hydroxyde de sodium (NaOH) a 0,005 N a température
ambiante, de I'acide chlorhydrique (HCl) a 0,1 N a température ambiante ou du peroxyde
d’hydrogéne (H2032) a 30 % a 60 °C. Les mélanges ont été neutralisés avant I'analyse a 0, 10,
20 et 30 min et a 1, 2 et 3 h. Le cisatracurium a également été dégradé en exposant une
solution de bésylate de cisatracurium a 400 pg/mL a une température de 60 °C pendant trois
heures, de 105 °C pendant deux heures, ou a une lumiére UV (254 nm) pendant 7 jours au

maximum.

Chaque condition a été maintenue jusqu'a ce que la concentration de cisatracurium ait
diminué d’au moins 20%2¢!. Avant I’analyse, chaque échantillon a été dilué a 100 ug/mL dans
la SD et filtré sur un filtre de 0,22 um en acétate de cellulose régénérée (Chromoptic, réf. :

17162078, Courtaboeuf, France).

fi. Validation de la méthode analytique

Les solutions meres de cisatracurium ont été préparées en dissolvant précisément 10,0
mg de bésylate de cisatracurium SCR (balance Quintix 224-1CFR, SN : 0034905650 ; précision
: 0,1 mg dans l'intervalle 10 mg - 220 g, Sartorius) dans 10 mL de SD dans une fiole jaugée. Les
standards d'étalonnage (100, 120, 140, 160 et 180 pg/mL) et les standards de validation
(controles de qualité internes - CQl) : 110, 130, 150 et 170 pg/mL) pour le bésylate de

cisatracurium ont été préparés a partir de ces solutions meres.
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La gamme de validation de la laudanosine a été choisie de maniére a pouvoir la doser
a partir de sa limite de quantification (LDQ) jusqu'a une concentration correspondant a la
dégradation de 10 % du cisatracurium initialement présent, calculée en se basant sur
I'hypothéese selon laquelle une molécule de cisatracurium peut se dégrader en deux molécules
de laudanosinel'9>1221 En raison de la large gamme de concentrations ciblées (de 0,1 & 75
ug/mL) et afin d'augmenter la précision du dosage a de faibles concentrations de laudanosine,
deux gammes d'étalonnage ont été réalisées : une gamme basse de 0,1 a 2,5 pg/mL et une

gamme haute de 2 a 75 pg/mL.

Les solutions meres de laudanosine ont été préparées en dissolvant précisément 10,0
mg de laudanosine SCR dans 10 mL de SD dans une fiole jaugée. Les solutions meres ont été
diluées dans de la SD a 100 pg/mL (S2), puis a 5 ug/mL (S3). Les gammes d'étalonnage hautes
et basses et les standards de validation correspondants (CQl) ont été préparés a partir de S2

et S3, respectivement.

La validation statistique de la méthode de dosage a été menée conformément aux
directives de la société francaise des sciences et techniques pharmaceutiques (SFSTP)[158-161]
par trois opérateurs différents, pendant trois jours consécutifs, et avec différentes solutions
meéres pour la gamme d'étalonnage (1 étalonnage par jour) et les CQl (3 séries par jour)

préparées quotidiennement et pesées individuellement.

Conformément aux directives de la SFSTP, les critéres d'acceptation pour |'écart-type
relatif (pour les calculs de répétabilité et de fidélité intermédiaire) et le biais relatif ont été

fixés a 15 %[1>8-161],

Les lignes directrices de la SFSTP sont basées sur la "précision" (également appelée
"erreur totale"), qui est la somme de I'erreur systématique (justesse) et de I'erreur aléatoire
(fidélité intermédiaire) obtenues avec les standards de validation. Un profil d'exactitude est
tracé pour chaque méthode analytique ; il représente |'erreur totale en fonction de la
concentration des standards de validation et sert ainsi d'outil d'aide a la décision. L'analyste
prédéfinit I'erreur acceptable (limites d'acceptation) et le risque (l'intervalle de tolérance avec
un risque B). Le profil d’exactitude indique donc la probabilité avec laquelle les mesures sont

incluses dans l'intervalle d'acceptation.
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Conformément aux directives de la SFSTP, nous avons également déterminé la
spécificité, la fonction de réponse, la linéarité, la justesse et la précision (répétabilité et
précision intermédiaire). Le profil d'exactitude a été construit avec des limites d'acceptation
fixées a + 10% pour la quantification (I'erreur maximale tolérable) et un risque de type 1 de

5%.

La limite de détection (LDD) et la LDQ de la méthode analytique ont été calculées selon
la méthode de I'International Conference on Harmonization (ICH)*62], en utilisant I'écart-type
(ET) de I'amplitude du signal d'un blanc analysé 10 fois et la pente de la fonction de réponse

(a), selon les équations 1 et 2, respectivement.

3,3XET
LDD = ————

Equation 1. Formule permettant le calcul de la limite de détection (LDD)

Equation 2. Formule permettant le calcul de la limite de quantification (LDQ)

d. Etude de stabilité

L'étude de stabilité a été réalisée conformément aux recommandations du guide
méthodologique ~ GERPAC-SFPCI?®l,  Quarante-cing ampoules ont été analysées
immédiatement apreés la production (TO) : 12 pour le comptage des particules non visibles, 20
pour I'essai de stérilité, 10 pour la quantification par CLHP-UV et 3 pour les autres analyses
(pH, osmolalité, caractéres organoleptiques, recherche d’endotoxines bactériennes). Les
ampoules restantes du lot ont été réfrigérées (a 2-8 °C) et analysées (teneur, pH et osmolalité)
aprés 3 mois (M3), M5, M7, M9, M12, M15, M16, M17 et M18. La stérilité et la recherche des
endotoxines bactériennes ont été testées a TO, M12, M15 et M18. Le comptage des particules

non visibles dans la solution a été réalisé a TO, M5, M9, M12 et M18.
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I Comptage des particules, mesure de I'osmolalité et du pH

A chaque point de I'étude, un méme opérateur a inspecté les solutions a la recherche
d’un changement de couleur ou de I'apparition d'un trouble, de particules (conformément a

la monographie PE 2.9.20)11%3], de gaz ou de précipités (par rapport a un contrdle EPPI).

Le pH des solutions a été mesuré a l'aide d'un pH-métre HI5222 (SN : 02190006991,
Hanna Instruments) et d'une électrode en verre HI1053B (SN : 05292DBN, Hanna
Instruments). L'osmolalité a été mesurée a I'aide d'un osmometre OSMO1 (SN 191014078,

Advanced Instruments, Norwood, MA, USA). Les mesures étaient répétées sur trois ampoules.

Les particules non visibles dans la préparation ont été dénombrées (selon la méthode
1 (par blocage de la lumiére) de la monographie 2.9.19 de la PE!®4) aux points d’analyse
initiaux (TO) et finaux respectifs (M5, M9, M12 ou M18) de I'étude de stabilité, a I'aide d'un
compteur a particules APSS-2000 (Particle Measuring Systems, Boulder, CO, USA) piloté par le
logiciel SamplerSight Pharma (version 3.0 SP2 3.0.2.15744, Particle Measuring Systems). Pour
répondre aux exigences de volume requis pour I'analyse (minimum 30 mL), six ampoules ont

été regroupées pour chaque mesure. Toutes les analyses ont été dupliquées.

il Essai de stérilité et recherche d’endotoxines bactériennes

Les essais de stérilité ont été réalisés dans un laboratoire de microbiologie
environnementale a TO, M12, M15, et M18. La méthodologie de I'essai combinait les
monographies 2.6.1 et 5.1.9 de la PE 10.816%166] |es échantillons ont été ensemencés en
condition aseptique sous une hotte a flux d’air laminaire vertical. La surface extérieure des
ampoules a été décontaminée avec de I'éthanol 70% v/v et recouverte d'une compresse
stérile de 10 x 10 cm. Puis, un total de 5 mL de la solution pour perfusion (2,5 mL par tube) a
été injecté dans un milieu de culture (bouillon cceur-cervelle), dont la fertilité avait été validée
précédemment. Les tubes ont ensuite été incubés a 22°C et 35°C pendant 14 jours et examinés

apres 4 et 14 jours d’incubation.
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Conformément aux monographies 2.6.14 et 5.1.10 de la PE!67.168] |es endotoxines
bactériennes ont été quantifiées a I'aide d'une méthode cinétique-chromogéne (méthode D)
en utilisant des cartouches EndoSafe® - portable Test System (Charles River, Charleston, NC,
USA) et I'analyseur correspondant (Charles River série 6930). Les échantillons ont été dilués
au 1/800%™M¢ dans de I'eau exempte d'endotoxines bactériennes (LAL reagent water, Lonza,

Walkersville, MD, USA).

fi. Analyse par CLHP-UV des ampoules fabriquées

Les ampoules étaient diluées dans de la SD pour obtenir une concentration de I'ordre
de 100 pg/mL de cisatracurium base (correspondant a 134 pg/mL de bésylate de
cisatracurium), ce qui correspond au milieu de la gamme de concentration validée. Avant
I'analyse des échantillons, des blancs (phase mobile et SD) et des CQl (110, 130, 150 et 170
ug/mL) étaient préparés dans les mémes conditions. Les CQl étaient analysés dans un ordre
aléatoire afin de controler le processus analytique. Avant leur analyse, chaque échantillon a
été filtré au travers d’'une membrane en acétate de cellulose régénérée de 0,22 um

(Chromoptic, réf. : 17162078).

iv. Instrument et conditions analytiques pour l'identification des

produits de dégradation

A la fin de I’étude de stabilité, afin d'identifier les DP du cisatracurium, les échantillons
ont été analysés par CLHP-MS/MS sur une chaine UFLC-XR (Shimadzu, Kyoto, Japon) couplée
a un spectrométre de masse hybride triple quadrip6le/linear ion trap QTRAP® 5500 MS/MS
(AB Sciex, Foster City, CA, USA) équipé d'une source d'ions électrospray Turbo VIM. Le contrdle
des instruments, I'acquisition et I'analyse des données ont été réalisés a l'aide du logiciel

Analyst (version 1.7.2, AB Sciex).
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La séparation a été réalisée en chromatographie liquide de phase inverse (RPLC) sur
une colonne Hypersil GOLD® (150 x4 mm ; 5 um, SN : 20058938) précédée d'une pré-colonne
(méme phase stationnaire ; 10 x 4 mm ; 5 um, SN : 20058938 ; Thermo Fisher Scientific)

maintenue a 25°C. Le volume d'injection était de 2 uL ou de 20 pL.

L'échantillon a été élué a un débit de 1 mL/min en mode isocratique. La phase mobile
était composée d’une solution de formiate d'ammonium 5 mM et d'acide formique 0,1

%/MeOH/ACN-60/20/20 (%v/v/v). Chaque analyse durait 12 minutes.

La détection par spectrométrie de masse a été réalisée en mode d'ionisation positif.
Les parametres de la source d'ionisation ont été optimisés et réglés comme suit : tension de
nébulisation des ions (5500 V), débit du gaz de nébulisation (air, 50 psi), débit du gaz rideau
(azote, 25 psi), température de la source (600°C) avec un débit de gaz auxiliaire (air, 50 psi),
et un potentiel de séparation (DP, 100 V). Le spectrométre de masse a fonctionné a une
résolution unitaire. Les données ont été enregistrées en mode full scan pour des valeurs de
m/z entre 300 et 1000 Da. Dans I'analyse MS/MS, le mode product ion scan a été utilisé, et les
spectres ont été enregistrés pour des valeurs m/z comprises entre 50 et 600 Da. L'énergie de

collision a été optimisée pour chaque composé.

(1) Préparation des fractions pour l'identification des DP du
cisatracurium en CLHP-MS/MS

La phase mobile utilisée pour I'analyse en CLHP-UV n’était pas compatible avec une
analyse en spectrométrie de masse et a donc été remplacée par une phase mobile moins
chargée en sels. Les profils chromatographiques obtenus avec la phase mobile compatible
avec la MS et ceux obtenus avec la phase mobile utilisée pour I'analyse CLHP-UV étaient
globalement similaires mais comportaient quelques différences au regard de certains temps
de rétention. Notre stratégie a donc été d’isoler les DP par une méthode CLHP-UV semi-

préparative avant leur analyse par CLHP-MS/MS.

Chaque fraction correspondant a un produit de dégradation (DP) ou au cisatracurium
a été collectée manuellement avant I'analyse CLHP-MS/MS a I'aide d’'une méthode semi-

préparative en CLHP-UV.
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Dix échantillons de solution de cisatracurium provenant d’'une ampoule ayant été
stockée pendant 18 mois a 2-8°C ont été injectés successivement. Les 10 fractions séparées

ont été regroupées avant I'analyse en CLHP-MS/MS.

V. Analyse des données

La stabilité chimique a été considérée comme acceptable si la concentration résiduelle
de cisatracurium se situait entre 90 et 110 % de la valeur initiale (CO) et en I'absence de DP
toxiques, ou de toute variation significative des autres parameétres étudiés (caractéres
organoleptiques, pH, osmolalité, etc.). Il n'existe pas de donnée spécifique dans la littérature
sur la toxicité des DP du cisatracurium autres que la laudanosine. Etant donné que les DP du
cisatracurium n'ont pas d'activité de blocage neuromusculaire®?!l, un suivi semi-quantitatif
des DP du cisatracurium a été considéré comme suffisant pour les DP autres que la

laudanosine.

Selon la monographie USP pour les solutions injectables de bésylate de cisatracurium,
la limite d'acceptation fixée pour les DP est de 4 % de la surface du pic correspondant au
cisatracurium (base) pour la laudanosine, 4,3 % pour I'acide cis-quaternaire (impureté A de la
PE(33)), 5 % pour l'alcool cis-quaternaire (impureté F de la PEI33]), 2,5 % pour le cis-

monoacrylate (impureté O de la PE!'33]) et 14,4 % pour le total des DP[16],

En ce qui concerne le comptage des particules non visibles dans les solutions
injectables, et selon la méthode employée, la valeur maximale autorisée par la monographie
PE 2.9.19 est de 6000 particules/contenant pour les particules > 10 um et de 60

particules/contenant pour les particules > 25 pm[64,

Le seuil limite d'endotoxines bactériennes a été calculé pour un poids corporel moyen
de 70 kg, selon la formule de la monographie PE (limite d'endotoxine = K /M)[167.168] qvec une
dose seuil d’endotoxines ayant un effet pyrogéne (K) de 5 Ul d'endotoxine par kg de masse
corporelle, et une dose totale maximale administrée (M) de 20 mg/h (basée sur les protocoles
standard de nos unités de soins intensifs et de réanimation(11916%-171]) '| 3 valeur seuil obtenue

était de 17,5 Ul/mg (8,75 Ul/mL).
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3. Résultats et discussion

a. Essais de dégradation forcée

Quatre DP ont été détectés au cours de I'étude de dégradation forcée : I'un a été
identifié comme étant la laudanosine (temps de rétention (tg) = 1,7 min) et les trois autres ont
été désignés comme DP1, DP2, et DP3 (avec des tr de 1,4 ; 2,1 et 8,0 min, respectivement).
Les chromatogrammes des essais de dégradation forcée sont présentés dans les figures S1-S5

de I'annexe.

A T0, 87 % du cisatracurium avaient été dégradés par I'ajout de 0,005 N NaOH (Figure
S1), ce qui a conduit a de fortes augmentations des niveaux des quatre DP. Aprés 10 minutes
d'exposition, le cisatracurium avait été entiérement dégradé, et seuls le DP1 et la laudanosine

étaient détectés.

Le cisatracurium a été légérement dégradé par I'ajout de HCI 1N (figure S2) ; 13,8 % de
la substance étaient dégradés apres 3 heures d'exposition, et les niveaux de DP1 et DP2

étaient augmentés.

Apres une exposition a une température de 105°C pendant deux heures (figure S3), 27
% du cisatracurium avaient été dégradés - principalement en laudanosine et en DP3. Aucune

dégradation n'a été constatée apres 3 heures a 60°C.

Le cisatracurium est assez stable dans un environnement oxydant (Figure S4) ;
seulement 13 % ont été dégradés apres 2 heures d'exposition a du peroxyde d’hydrogene

(H203) titré a 30 % a 60°C, et les niveaux de laudanosine et de DP3 ont augmenté.

Lors de I'exposition a la lumiere UV (254 nm) (Figure S5), environ 5 % du cisatracurium
étaient dégradés toutes les 24 heures. Ainsi, 19 % avaient été dégradés apres 96 heures. Nous

avons identifié quatre nouveaux DP (tg = 4,5 min ; 5,5 min ; 9,5 min et 11 min).

Ces résultats sont cohérents (en partie) avec ceux rapportés par Xu et al.[*?°! et Pignard
et al.'211 qui ont constaté que le cisatracurium se dégradait dans des conditions acides (HCI 1

N), alcalines (NaOH 1 N) et oxydantes (H202 3 %)[12%, et aprés exposition a la chaleur120:121],
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Sur la base des données de la littérature, les chercheurs avaient identifié deux DP : la
laudanosine et I'acrylate monoquaternairel’?ll, Néanmoins, au vu du chromatogramme

présenté dans la publication, deux autres DP (non identifiés) étaient également présents.

Ces résultats indiquent que notre méthode indicatrice de stabilité est valide cariln'y a

pas eu d'interférence entre le pic du cisatracurium et les pics des DP (Rs >1,5)[26:156.157],

Pour évaluer la spécificité de notre méthode, nous avons réalisé des expériences CLHP-

MS/MS (voir ci-dessous).

Nos techniques de préparation et de stockage du cisatracurium étaient appropriées au
regard de la dégradation observée lors des essais de dégradation forcée a pH alcalin et a la
chaleur. En effet, pour assurer la stabilité du cisatracurium, nous avons ajusté le pH a 3,5,
stérilisé la solution par une double filtration stérilisante (plutét que de recourir a une
stérilisation thermique) et I'avons conservée dans des ampoules en verre ambré (pour la

protection contre les UV).

b. Validation des méthodes de dosage

I. Meéthode de dosage du cisatracurium

La précision intra-journaliere (répétabilité), la précision inter-journaliere (fidélité
intermédiaire) et les biais relatifs étaient inférieurs a 2 % (tableau Il). Les paramétres de la
droite de régression pour le cisatracurium sont résumés dans le tableau Ill. Le profil
d'exactitude a 95 % se situait dans les limites d'acceptation prédéfinies pour des

concentrations de bésylate de cisatracurium allant de 110 a 170 pg/mL (figure 7).

63



15+

— 10'
e
e 9 -=- Biais relatif (%)
e 0 — — Limite de tolérance
5 120 14016 180 __ | imite d'acceptabilite
£
W 104
-15-

Concentration (ug/mL)

Figure 7 : Profil d’exactitude a 95% pour le cisatracurium

Tableau Il : Ecarts-types relatifs (RSD%) pour la répétabilité, la fidélité intermédiaire et biais

relatifs (méthode de dosage du cisatracurium)

Composé Concentration , %RSI?' ’ f%RSD fidt'éli'té Biais relatif
(ng/mL) répétabilité intermédiaire (%)
110 0,56% 1,68% 1,01%
Cisatracurium 130 0,71% 1,99% 0,51%
(bésylate) 150 0,82% 1,39% 0,51%
170 0,21% 1,29% -0,02%

Tableau Il : Parameétres de la droite de régression du cisatracurium, incluant les LDD et LDQ

de la méthode

Concentration Ordonnée a LDD LDQ
Composé R? Pente o
(ng/mL) I'origine (ng/mL) (ng/mL)
Cisatracurium
100-180 0,9989 0,117 -0,667 0,78 2,38

(bésylate)
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fi. Meéthode de dosage de la laudanosine

La précision intra-journaliere (répétabilité), la précision inter-journaliere (fidélité
intermédiaire) et le biais relatif étaient inférieurs a 3 % (tableau 1V). Les parameétres de la
droite de régression pour les gammes de concentrations basses et hautes de laudanosine sont
résumés dans le tableau V. Le profil d'exactitude a 95 % se situait dans les limites d'acceptation

prédéfinies pour les gammes de concentrations basses et élevées (Figure 8).
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Figure 8 : Profil d’exactitude a 95% pour la laudanosine. A) Gamme de concentrations basses,

la limite de tolérance inférieure pour une concentration de 0,25 pg/mL est égale a -9,95%.

B) Gamme de concentrations hautes
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Tableau IV : Ecarts-types relatifs (RSD%) pour la répétabilité, la fidélité intermédiaire et biais

relatifs (méthode de dosage de la laudanosine).

Laudanosine Concentration %RSD %RSD fidélité Biais relatif
(ng/mL) répétabilité intermédiaire (%)

0,25 2,64% 2,64% -3,54%

Concentrations 0,5 1,04% 1,85% -2,31%
basses 0,75 0,80% 1,96% -1,05%
1,25 0,89% 2,03% -0,02%

2,20 0,57% 0,89% 1,07%

2,20 0,57% 1,27% -2,82%

3,70 0,45% 0,66% -2,17%

Concentrations 7,50 0,78% 1,58% -0,25%
hautes 17,50 0,76% 1,52% -0,02%
37,50 0,36% 1,77% 0,39%

62,50 0,37% 1,38% 0,20%

Tableau V: Parameétres des droites de régression pour les gammes de concentrations

hautes et basses de la laudanosine, incluant les LDD et LDQ de la méthode.

Composé Concentration R? Pente Ordonnée a LDD LDQ

(ng/mL) I'origine (ng/mL) (ug/mL)

Laudanosine
concentrations 0,1-2,5 0,9996 0,213 0,008 0,290 0,877

basses

Laudanosine
concentrations 2-75 0,99998 0,213 0,006 0,290 0,878

hautes
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C. Etude de stabilité

Sur une période de 18 mois, nous avons étudié la stabilité de solutions de bésylate de
cisatracurium a 10 mg/mL préparées par la PUI de I'hopital de Lille et conservées entre 2 et

8°C dans des ampoules en verre ambré.

I. Comptage particulaire, osmolalité et pH

Tout au long de I'étude de stabilité, aucune modification des caracteres
organoleptiques de la solution de cisatracurium n'a été observée. L'osmolalité moyenne %
écart-type (ET) est restée stable (et dans I'intervalle validé de 10 a 30 mOsm/kg) tout au long
de I'étude : 25,0 + 0,0 mOsm/kg a TO, 24,6 + 0,8 mOsm/kg a M15 et 24,7 + 0,7 mOsm/kg a
M18[116’172].

Le pH de la solution de cisatracurium a légérement diminué, passant de 3,43 + 0,02
(TO) a 3,14 + 0,01 a M15 et a 3,10 + 0,02 a M18, mais il est resté dans l'intervalle de pH

déterminé (de 3,0 a 3,7)1116172],

Bien que le nombre de particules non visibles 2 10 um ait légerement diminué, et que
le nombre de particules non visibles > 25 um ait légerement augmenté, les valeurs sont restées
bien en dessous des seuils de la PE pour les solutions injectables!*®¥. (Figure 9). Les valeurs
obtenues pour chaque essai sont présentées en détail dans les données supplémentaires en

annexe (tableau S1).
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Figure 9 : Evolution du nombre de particules non visibles (en particules par ampoule) dans les

solutions a 10 mg/mL de cisatracurium conservées entre 2 et 8°C.

A) Particules non visibles > 10 um ; B) Particules non visibles > 25 um.

il Essai de stérilité et recherche des endotoxines bactériennes

Aucune croissance bactérienne n’ayant été détectée dans les solutions de
cisatracurium conservées entre 2 et 8°C dans aucune des conditions testées, nous avons

conclu a un maintien de la stérilité des solutions pendant les 18 mois de I’étude de stabilité.

La quantité d’endotoxines bactériennes est restée inférieure a 8 Ul/mL tout au long de I'étude

et était inférieure a la limite calculée de 8,75 Ul/mL[167.168],
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fi. Analyse par CLHP-UV des ampoules fabriquées

Immédiatement aprés la fabrication, la teneur en cisatracurium mesurée dans les
ampoules était de 9,73 + 0,20 mg/mL. La concentration en cisatracurium a diminué au cours
des quinze premiers mois de I'étude de stabilité (figure 10). A partir de M15, et une
concentration en cisatracurium égale a 93,9% de CO, la concentration est rapidement devenue
inférieure a la limite basse de I'intervalle d’acceptation a + 10%, avec une concentration égale

a 88,7% de CO apres 18 mois de conservation entre 2 et 8°C.

115+
110+
105-
S 100-
SIEPYY Limites
d'acceptation
90 __ Cisatracurium
(refrigéré)
854
80 1 T L L 1 1 T

F e E T ORE

Temps depuis la fabrication

Figure 10 : Evolution de la concentration en cisatracurium en fonction du temps sur 18 mois,

exprimée comme pourcentage de la concentration initiale (C0). Les solutions de cisatracurium

étaient conservées en ampoules de verre ambré entre 2 et 8 °C.

Sur la base de ces résultats, nous avons conclu que les ampoules de solution injectable
de cisatracurium restent stables pendant 15 mois entre 2 et 8°C. Le fait que la concentration
initiale en cisatracurium du seul lot pilote produit pour I’étude de stabilité soit égale a 97% de
la concentration cible entraine une réduction de la date de péremption, puisque la limite de
90% de la concentration cible sera atteinte plus rapidement qu’avec une concentration initiale
égale a 100% de la concentration cible.
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Sachant que le taux de perte d’activité est constant!1°%102] ce probléme pourrait étre
résolu en modifiant notre procédé de préparation de maniére a obtenir une solution de
cisatracurium volontairement surdosée, comme cela est mentionné dans le résumé des
caractéristiques du produit Nimbex®73, Bien que cette pratique soit généralement
déconseillée, notamment par I'ICH Q8 R2174, dans notre cas, il s'agit d'une solution
complémentaire intéressante qui doit étre prise en considération, méme s'il faut définir avec
précision le montant potentiel de l'ajustement de concentration pour ce médicament dont la

marge thérapeutique est étroite.

Par ailleurs, une étude de stabilité devra étre réalisée pour évaluer la durée de

conservation des ampoules de cisatracurium avec une surconcentration définie.

Nous avons défini la durée de conservation des ampoules en utilisant soit la
méthodologie du GERPAC-SFPC, soit le modele de I'ICH (Q1E) utilisant une droite de régression
et un intervalle de confiance. La durée de conservation a été définie par I'intersection entre

I'intervalle de confiance bas et la valeur égale 3 90% de la cible!*”>!,

Les résultats obtenus avec les deux méthodes sont concordants puisque la stabilité a
été estimée a 15 mois avec la méthode GERPAC-SFPC, tandis que la méthode de I'ICH Q1E a

estimé une stabilité de 16,3 mois (Annexe figure S6).

A notre connaissance, ce travail est le premier a avoir démontré la stabilité pendant

plus de 90 jours d’une solution de cisatracurium conservée entre 2-8°C[120.121],

La concentration en laudanosine a augmenté de 15,24 + 1,34 ug/mL a TO jusqu’a 61,09
+ 0,85 pg/mL a M15 (durée maximale retenue pour la stabilité des ampoules de
cisatracurium), ce qui correspond a une dégradation d’environ 1,5% de la concentration
initiale en cisatracurium. L’aire du pic de laudanosine a été multipliée par 5 aprés 18 mois de
conservation, et les aires correspondant aux DP1, DP2 et DP3 ont été multipliées par 50, 30 et

6 fois respectivement sur la méme période (Figure 11).

Cela suggere, contrairement a I’hypothése communément admise, que la dégradation
du cisatracurium en deux molécules de laudanosine par la voie d’élimination d’"Hofmann n’est
pas la voie de dégradation majoritaire. En effet, d’autres produits de dégradation, dont le DP1

et le DP2 semblent étre générés en plus grande quantité pendant notre étude de stabilité.
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Ces différences pourraient étre expliquées par des formulations, des modes de

stérilisation ou des conditionnements différents par rapport a notre formulation.

L'aire totale des produits de dégradation correspond a 6,68% et 8,25% de l'aire
correspondant au cisatracurium sous forme base aprés 15 et 18 mois de conservation

respectivement. Ces valeurs sont inférieures a la limite de 14,4% établie par I’'USP[16],
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Figsure 11 : Evolution en fonction du temps des produits de dégradation, exprimés en

pourcentages d’aire du cisatracurium.

Les SCR correspondant aux différents produits de dégradation du cisatracurium n’étant
pas disponibles a I'achat, nous ne pouvions pas les quantifier en raison de potentielles
différences dans I'absorbance molaire entre les DP. Cependant, si nous comparons la perte en
pourcentage d’aire pour le cisatracurium entre TO et M15 ou M18 avec |'augmentation du

pourcentage d’aire pour les DP sur la méme période, la différence est de I'ordre de + 2%.
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Les diastéréoisomeres du cisatracurium auraient été détectés par notre méthode
CLHP-UV ; en effet, nous avons analysé une solution d’atracurium SCR et retrouvé trois temps
de rétention différents pour les diastéréoisomeres trans-trans, cis-trans et cis-cis.
L'identification des DP nous a également conduit a proposer une voie de dégradation pour les

solutions préparées de cisatracurium dans nos conditions de conservation.

iv. Identification des produits de dégradation du cisatracurium par
CLHP-MS/MS

Tout d’abord, les quatre fractions correspondant aux DP du cisatracurium et la fraction
correspondant au cisatracurium ont été collectées, d’aprés le profil chromatographique

(Figure 12), par la méthode CLHP-UV précédement décrite.
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Figure 12 : Chromatogramme d’une solution de cisatracurium aprés 18 mois de stockage entre

2 et 8°C. Les quatre fractions collectées pour les produits de dégradation sont représentées

en gris.
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Par la suite, I'analyse en CLHP-MS nous a permis d’identifier les produits de
dégradation en comparant les masses apparentes (m/z) avec les masses molaires des
impuretés décrites dans la monographie de la Pharmacopée Européenne du cisatracurium!(?33],
Nous avons identifié I'impureté A de la PE (m/z = 430, M*) dans la fraction 1 correspondant au
DP1 (Figure 13A), I'impureté E et/ou son stéréoisomere F (m/z = 516, M*) dans la fraction 3
correspondant au DP2 (Figure 13B), et I'impureté N et/ou son stéréoisomere O (m/z = 570,
M*) dans la fraction 4 correspondant au DP3 (Figure 13C). L'analyse LC-MS a également
confirmé que le composé de la fraction 2 était la laudanosine (m/z = 358, M + H*; Figure 13D),
précédemment identifiée par la concordance des temps de rétention avec celui de la

laudanosine SCR.
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Figure 13 : Analyse LC-MS des fractions collectées . A) Fraction 1 : DP1, correspondant a I'impureté A de la Pharmacopée Européenne (m/z = 430,

M*)[133]: B) Fraction 3 : DP2, correspondant a I'impureté E et/ou son stéréoisomére F de la Pharmacopée Européenne (m/z = 516, M*)1331 ; ()
Fraction 4 : DP3, correspondant a 'impureté N et/ou son stéréoisomére O de la Pharmacopée Européenne (m/z = 570, M*)[133! ; D) Fraction 2 :
Laudanosine, correspondant a I'impureté C de la Pharmacopée Européenne (m/z = 358, M + H*)[133],

Les spectres ont été analysés apres soustraction du spectre correspondant a la phase mobile.



Pour plus de spécificité, nous avons réalisé une analyse CLHP-MS/MS. Les fragments

principaux retrouvés dans chaque fraction sont présentés dans le tableau VI. Ces résultats

confirment la correspondance entre les DP et les impuretés et/ou stéréoisoméres décrits da

la PEI7S),

Table VI : Identification des produits de dégradation du cisatracurium par LC-MS/MS. Les

ions produits sont classés par rapport a leur abondance relative. Les spectres de

fragmentation par MS/MS sont présentés en annexe (figures S7-511)

Composé Impureté lon parent lons produits Energie de collision

(m/z) (m/2) (eV)

Cisatracurium - 464 (M?*) 189; 307; 151; 327; 165; 601; 370; 30
516

DP1 A 430 (M) 116; 189; 151; 165; 327; 370 35
Laudanosine C 358 (M+HY) 260; 206; 189; 327 25
DP2 Eet/ouF 516 (M*) 202; 116; 189; 370; 151, 165 40
DP3 N et/ou O 570 (M*) 256; 189; 370; 151; 516 40

L’analyse CLHP-MS/MS de la fraction correspondant au cisatracurium (tg = 5,0 min) a

confirmé I'absence de co-élution d’un produit de dégradation avec le cisatracurium, et ainsila

spécificité de la méthode CLHP-UV préalablement développée (Figure 14, Table VI).
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Figure 14 : Analyse LC-MS de la fraction correspondant au cisatracurium m/z = 464, M**

(Masse moléculaire = 929 g/mol)*33l, m/z= 570, M* et m/z = 601, M* correspondent a des

fragments générés dans la source. Les spectres ont été analysés aprées soustraction du spectre

correspondant a la phase mobile.

Ces résultats ont permis de confirmer la stabilité des solutions de cisatracurium
pendant 15 mois. En effet, les aires des pics correspondants aux impuretés A de la
Pharmacopée Européenne (DP1), a la laudanosine, a I'impureté E et/ou son stéréoisomere F
de la Pharmacopée Européenne (DP2) et a l'impureté N et/ ou O de la Pharmacopée
Européenne (DP3) correspondaient respectivement a 2,7% ; 0,8% ; 2,7% et 0,6% de I'aire du
pic correspondant au cisatracurium base au temps d’analyse correspondant. Les valeurs

obtenues étaient de fait bien inférieures aux limites définies par 'USP (Table VII)[1],
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Tableau VII : Aire des pics pour les produits de dégradation du cisatracurium. Les aires sont

exprimées en pourcentage de l'aire du pic de cisatracurium base au temps d’analyse

correspondant apres 15 et 18 mois de conservation entre 2 et 8°C.

Impureté E Impureté N Total
Produit de Impureté A
Laudanosine (ouF) (ou O) Produits de
dégradation!'33! de la PE

de la PE de la PE dégradation

M15 2,7% 0,8% 2,7% 0,6% 6,7%

M18 3,3% 0,9% 3,3% 0,7% 8,2%

Limite d’acceptation
4,3% 4% 5% 2,5% 14,4%

usplLel

Notre méthode CLHP-MS/MS ne permet pas la détection de I'acide acrylique, qui

pourrait potentiellement étre généré par la dégradation du DP3.

La laudanosine formée pendant les 18 mois de I'étude de stabilité correspond a moins
d’un cinquiéme du cisatracurium dégradé, indiquant qu’un autre mécanisme de dégradation
est en jeu. Au regard des produits de dégradation formés, et de I’évolution des aires
correspondantes au cours de I'étude de stabilité (figure 11), il semble que le cisatracurium ait
principalement été dégradé par la voie de I’hydrolyse de I'ester (générant les impuretés A et
E et/ou F de la Pharmacopée Européenne), qui se produit aussi bien en milieu acide qu’en
milieu alcalin?2, La dégradation du cisatracurium par la voie de Hofmann, favorisée par
I’exposition a la chaleur, s’est produite a un moindre niveau et a conduit a la formation de
laudanosine et impureté N et/ou O de la Pharmacopée Européenne. Les voies de dégradation
supposées du cisatracurium sont représentées en figure 15. Nos résultats ne sont pas
concordants avec ceux de Blazewicz et al'??l qui avaient observé une dégradation
uniguement par la voie d’Hofmann. Cette discordance pourrait étre expliquée par des
différences entre les protocoles expérimentaux dans les deux études : Blazewicz et al. ont
étudié des formes commerciales de cisatracurium (donc stérilisées par la chaleur humide)
diluées a 100 pg/mL dans de I'acide formique a 0,1% dans I'eau (pH = 3) ou du méthanol a

20%.
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Figure 15 : Identification des produits de dégradation générés lors de I'étude de stabilité et

des voies de dégradation impliquées (adapté de [122]). Les impuretés A, E, F, N et O ont été

nommeées pour correspondre a celles décrites dans la Pharmacopée Européenne (E et F sont

des stéréoisomeres, tout comme N et O).
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4. Conclusion

Au regard de [I'évolution des caractéristiques physico-chimiques, du pH, de
I'osmolalité, de la stérilité et du taux d’endotoxines bactériennes, nous avons établi que les
solutions injectables de cisatracurium a 10 mg/mL sont stables 15 mois lorsqu’elles sont
conservées dans des ampoules en verre ambré entre 2 et 8°C apres fabrication en milieu
aseptigue et sans conservateur. Ces résultats suggérent que les solutions de cisatracurium
peuvent étre préparées en toute sécurité dans les PUl en cas de rupture d’approvisionnement,
comme ceux survenus pendant la pandémie liée a la COVID-19. Nos résultats ont confirmé de
précédents travaux sur la dégradation du cisatracurium. Cependant, contrairement a ce qui a
été observé lors des essais de dégradation forcée, nous avons observé que la dégradation par
la voie de I'hydrolyse de I'ester est plus active que celle par I’élimination d’"Hofmann entre 2
et 8°C; cela questionne quant a l'utilisation de la laudanosine comme seul marqueur de la
dégradation du cisatracurium dans les études de stabilité. Une étude de stabilité des solutions
de cisatracurium a température ambiante pourrait compléter de maniere utile ce travail,
puisque les voies de dégradation impliquées pourraient différer de celles observées entre 2 et

8°C.

Ce travail a fait I'objet d’une publication internationale: Roche M., Danel C., Simon N., Kouach

M., Bouchfaa M., Berneron C., Odou P., Lannoy D. Cisatracurium besylate 10 mg/mL solution
compounded in a hospital pharmacy to prevent drug shortages: a stability study involving four
degradation products. Pharmaceutics. 2023 May 4 ; 15(5):1404;

DOI: 10.3390/pharmaceutics15051404.
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Ce travail a permis la mise a disposition aux services de soins critiques d’'ampoules de
bésylate de cisatracurium injectable titrées a 10 mg/mL, préparées localement par une
pharmacie a usage intérieur. Bien que réalisée dans une situation d’urgence, cette préparation
garantissait la prise en charge sécuritaire des patients grace a la réalisation de contrdles
analytiques de la qualité des lots produits, et a I'’étude menée pour évaluer leur stabilité dans
les conditions de préparation et de conservation en vie réelle. Cette production a permis de
subvenir aux besoins des patients hospitalisés dans les services de soins intensifs et
réanimation de notre établissement pendant toute la durée des tensions
d’approvisionnement de ces médicaments essentiels, survenues dans le contexte de la
pandémie de COVID-19. Cela a ainsi permis une redistribution des doses disponibles aux

autres établissements hospitaliers francais.

Ces initiatives ont été également réalisées par d’autres établissements hospitaliers,
avec par exemple la production d’ampoules de bromure de pancuronium par les Hospices
Civils de Lyon?, I’étude de la faisabilité d’'une production locale de propofol sous la forme
d’une nano-émulsion a Bordeaux’” ou en Malaisiel'’8], d’une production extemporanée de
propofol & 4% dans une émulsion commerciale (SMOFLipid® 20%) aux Pays Bas!'’?], ou d’une

solution en recourant a des cyclodextrines!180-184,

Si les données de stabilité en production et lors du stockage des médicaments sont
essentielles pour leur bon usage et la sécurité des patients, il est de plus en plus recommandé
de disposer de données de stabilité en conditions réelles d’utilisation!®3l. En effet, les
protocoles rencontrés dans les services de soins intensifs et de réanimation sont souvent
complexes, nécessitant 'administration simultanée de plusieurs médicaments injectables et
le recours a de nombreux dispositifs de perfusion. Ces études permettent ainsi de prendre en
compte I'impact potentiel des matériaux des dispositifs de perfusion et des médicaments co-

administrés sur la stabilité, I’efficacité et I'innocuité des médicaments.

Le propofol se présente sous la forme d’une émulsion lipidique de type huile - dans -
eau (H/E), a haut risque de déstabilisation. Le propofol est un hypnotique trés régulierement

utilisé en anesthésie et dans les services de soins intensifs et de réanimation.
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Le cisatracurium et le propofol sont régulierement co-administrés dans les protocoles
d’anesthésie et de sédation aux soins intensifs!’38l, Des travaux ont déja été menés pour
évaluer la compatibilité de ces deux médicaments et ont démontré une incompatibilité se
manifestant par une déstabilisation de I"émulsion lipidique du propofol®l, Par ailleurs, de
nombreuses sources recommandent de ne pas les mélanger afin d’éviter ce phénoméne

d’incompatibilité physiquel27-103,185],

En raison de la gravité de I'état de santé des patients hospitalisés aux soins intensifs,
et de la complexité des protocoles d’anesthésie au bloc opératoire, le propofol est
fréqguemment administré sur la méme voie de perfusion que d’autres médicaments. Dans ce
contexte, il est nécessaire de disposer de données de compatibilité pour le propofol avec les

médicaments couramment utilisés dans les services d’anesthésie et de réanimation.

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons étudié la compatibilité physique et
chimique d’une émulsion lipidique de propofol en association avec des agonistes des
récepteurs alpha-2 adrénergiques (a2A ; clonidine ou dexmédétomidine) dans des conditions
représentatives des protocoles utilisés pour la prise en charge de patients aux soins intensifs

ou pour 'analgésie multimodale au bloc opératoire.
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Second travail expérimental :

Etude de la  stabilité  physico-chimique
d’associations d’une emulsion lipidigue de propofol
avec des agonistes des récepteurs alpha-2-
adrénergiques utilisées dans des protocoles
d’analgésie multimodale ou de sédation aux soins

intensifs et en réanimation
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1. Introduction

Ces derniéres années, il a été observé une augmentation du recours a des protocoles
d’analgésie multimodale au bloc opératoire. Ce protocole d’anesthésie générale a été
développé afin de limiter le recours aux morphiniques, de réduire les effets indésirables au
réveil de I'anesthésie, d’accélérer la récupération et de favoriser le développement de la
chirurgie ambulatoire!'®%186l |’analgésie multimodale repose sur I'administration de plusieurs
médicaments aux modes d’action complémentaires, tels que les agonistes des récepteurs
alpha-2 adrénergiques (a2A ; ex : clonidine ou dexmédétomidine ; Figure 16), les hypnotiques
(ex : propofol, Figure 17), les antalgiques (ex : kétamine) et du sulfate de magnésium (utilisé
comme agent anti-nociceptif)[*®], L’association du propofol avec les a2A a été régulierement
employée dans les services de soins intensifs (SI) pour la prise en charge des patients atteints
de formes sévéres de COVID-19 nécessitant une assistance respiratoire invasivel?77:808L187] ot
elle est fréquemment utilisée lors du sevrage de la sédation pour accompagner le passage des

patients d’'un état de coma profond a un état d’éveil calme.

A B CHs  CHs
Cl
Py
N N
N
cl H

Figure 16: Structures chimigques des a2A

A) Structure chimique de la clonidine ; B) structure chimique de la dexmédétomidine.
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CH, OH CH,

Figure 17: Structure chimique du propofol

La stabilité et la compatibilité du propofol avec différents médicaments ont été
décrites dans une revue systématiquel'88. La co-administration de ces médicaments sur une
méme voie de perfusion peut entrainer I'apparition d’incompatibilités physiques
(déstabilisation de I’émulsion) et/ou chimique (perte de substance active)*4¢%. Par exemple,
Masaki et al.l'®] ont observé une augmentation du diamétre moyen des globules huileux
accompagnée d’une perte en principe actif lorsqu’une émulsion de propofol était associée
avec 40 mg de chlorhydrate de lidocaine. Un seul travail a étudié la stabilité du propofol avec
la clonidine et la dexmédétomidine dans des seringues en polypropylene. Il n’avait pas
retrouvé d’incompatibilités aprés 7 jours pour des ratios (v: v) de 1:10; 1:1 et 10:1[199],
Cependant, les proportions et les concentrations rencontrées dans cette étude ne sont pas
représentatives des protocoles standards de soin de nos services de soins intensifs et de
réanimation, ni de ceux utilisés pour des procédures d’anesthésie générale. De plus, la
méthode analytique utilisée dans cette étude pour le dosage du propofol, de la clonidine et
de la dexmédétomidine n’a pas été validée pour son caractére indicateur de stabilité, c’est-a-

dire sa capacité a détecter les produits de dégradation qui pourraient se former.

L’objectif de ce travail a été d’évaluer la stabilité physico-chimique d’une émulsion de
propofol associée avec soit la clonidine, soit la dexmédétomidine, dans des conditions
représentatives des protocoles standards. Pour chaque association, huit conditions ont été
évaluées, en faisant varier le poids du patient simulé ainsi que les débits d’administration

simulés de chaque principe actif.
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Dans ce but nous avons, dans un premier temps, développé et validé trois méthodes
CLHP-UV pour le dosage du propofol, de la clonidine et de la dexmédétomidine et nous avons
évalué sa capacité a étre indicatrice de stabilité. Ces méthodes ont ensuite été mises en ceuvre
pour étudier la stabilité des molécules mélangées ; des méthodes analytiques
complémentaires ont été employées afin de rechercher une éventuelle instabilité de

I’émulsion.

2. Matériel et méthodes

a. Analytes et réactifs

Les substances chimiques de référence (SCR) du propofol (réf.: YO000016), de son
impureté J (Figure 18) (réf. : YO000018) et de la clonidine (réf. : C2400000) ont été obtenues
aupres de la Direction européenne de la qualité du médicament et des soins de santé
(Strasbourg, France). Le SCR pour la dexmédétomidine (réf. 83639.320) a été obtenu auprés
de Sigma Aldrich (Saint Louis, MI, USA). L'acétonitrile de qualité chromatographique (ACN ;
Hipersolv chromanorm, réf. : 83639.320) a été obtenu auprés de VWR BDH Chemicals
(Fontenay-sous-Bois, France). L'eau pour préparation injectable (EPPI ; VERSYLENE®, eau
stérile réf. : B230531) a été obtenue aupres de Fresenius Kabi France (Sevres, France). Le
chlorure d'ammonium de qualité pharmaceutique (réf. : 11209) et la solution d'ammoniac a

25% de qualité analytique (réf. : 133.1000) ont été obtenus auprés de VWR BDH Chemicals.

CHj 0O CH;

H;C CHj;

Figure 18 : Structure chimique de I'impureté J du propofol1°1]
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b. Instrument et conditions analytiques optimales pour les méthodes

indicatrices de stabilité

I. Conditions chromatographiques

Les solutions ont été analysées sur un systéme de chromatographie Ultimate 3000®
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) composé d'une pompe quaternaire (LPG
3400SD, série #8188086), d'un passeur automatique d’échantillons maintenu a 10°C (WPS
3000TSL série #8188780), d'un four a effet Peltier réglé a 25°C (TCC 3000 série #06032578), et
d'un détecteur a barrettes de diodes (DAD3000 série #8188520). Les données ont été
analysées a l'aide du logiciel Chroméléon 7 (version 7.2.2.6394) et des algorithmes Cobra
Wizard et Component Table Wizard (ThermoFisher Scientific). Les conditions analytiques pour

chaque principe actif sont synthétisées dans le tableau VIII.
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Tableau VIII : Conditions analytiques optimales pour le dosage en CLHP-UV du propofol, de la clonidine et de la dexmédétomidine

Propofol

Clonidine

Dexmédétomidine

Phase stationnaire

Précolonne Hypersil GOLD ® C18 (10 x 4 mm; 5 um, SN: 20485401, Thermo Scientific)
Colonne Hypersil GOLD® C18 (150 x 4 mm; 5 um, SN: 20504947, Thermo Scientific)

Température de la

25°C

colonne
Température du
passeur

. 10°C
automatique
d’échantillons
Débit 1 mL/min

Phase mobile

A : Tampon NH4CI/NH40OH 25 mM a pH 9,2
B : Acétonitrile

Isocratique :

52% A et 48% B

Gradient d’élution :
0-10min:73% Aet27%B
11-20 min :40% A et 60% B
20-30min:73% Aet27%B

Gradient d’élution :

0—-14 min:70% A et 30% B
15-22 min : 40% A et 60% B
22-32min:70% Aet30% B

Volume injecté

10 40 50
(uL)
210 nm : dosage du propofol
Longueurs d’onde : dé i i
g’ . 2710 nm ..detectlon des produits de 210 nm 210 nm
de détection dégradation
258 nm : détection de I'impureté J
T d’anal
emps d’analyse 17 30 2

total (min)




fi. Préparation des échantillons

Tous les échantillons étaient filtrés avant leur analyse par CLHP-UV sur une membrane

0,22um en acétate de cellulose régénérée (Chromoptic, réf. : 17162078, Courtaboeuf, France).

(1) Préparation des échantillons pour le dosage du propofol

Les échantillons pour le dosage du propofol ont été dilués de la sorte, en deux temps :
Les échantillons ont été dilués une premiere fois dans de I'ACN afin d’obtenir une
concentration de I'ordre de 400 pg/mL. Puis, une seconde dilution dans un mélange proche
de la phase mobile (A/B 50/50 v/v) a été réalisée pour obtenir une concentration proche de

16 pg/mL.

(2) Préparation des échantillons pour le dosage des agonistes
des récepteurs a2 adrénergiques

En raison de la faible absorbance de la clonidine et de la dexmédétomidine a 210 nm
aux concentrations rencontrées lors de I'étude de stabilité, il serait nécessaire d’injecter un
plus grand volume d’échantillon afin d’abaisser les limites de quantification des méthodes de
dosage. Cependant, 'augmentation de ce volume entrainerait également I'augmentation de
I'intensité du signal du propofol et ainsi risquerait de saturer le détecteur UV. Face a ce

constat, il a été nécessaire d’optimiser le traitement des échantillons avant leur analyse.

Concernant le dosage de la clonidine et de la dexmédétomidine, une étape de
purification de I’échantillon par double centrifugation permettait d’éliminer la majorité du
propofol. L’échantillon était ensuite dilué dans la phase mobile puis injecté pour analyse.
Cependant, cette méthode de préparation des échantillons s’est révélée inadaptée,
notamment en raison de I'affinité de la clonidine et de la dexmédétomidine pour la phase
lipophile (Log P = 1,6 pour la clonidine!™?! et 2,8 pour la dexmédétomidinel*?3!) qui entrainait
une perte de plus de 50% de la dexmédétomidine en solution. Cette perte était associée a une
baisse d’intensité du signal correspondant aux a2A et a une mauvaise sensibilité de la

méthode de dosage.

90



La seconde approche pour améliorer le signal des a2A a été d’acidifier I'échantillon
avant la double centrifugation décrite précédemment, afin de se placer a un pH < 5 soit deux
unités en dessous des pKa de la clonidine (pKa = 8,05[1°2]) et de la dexmédétomidine (pKa =
7,1(1931), Dans ces conditions, les a2A se retrouvent majoritairement sous leur forme ionisée
et ont ainsi une meilleure affinité pour la phase aqueuse.

Plusieurs conditions ont été testées pour la préparation des échantillons de
dexmédétomidine, et ont permi d’augmenter la quantité de dexmédétomidine retrouvée
dans I'échantillon a l'issue des deux centrifugations. Les résultats sont décrits dans les

tableaux IX et X .

Tableau IX : Conditions d’acidification testées et résultats obtenus pour une solution a 0,5

pug/mL de dexmédétomidine. Les conditions sont décrites pour un échantillon de 1 mL et sont

suivies de la double centrifugation (deux fois 15 min a 13200 rpm). S/N : ratio signal sur bruit.

Conditions de préparation d’échantillon Deer;dde:%rg)ldme Ratio S/N
Dexmédétomidine sans propofol (CO) 100 66
Dexmédétomidine + propofol 46 30
Dexmédétomidine + propofol + 10 pL HCI 0,1N 74 50
Dexmédétomidine + propofol + 20 pL HCI 0,1N 79 50
Dexmédétomidine + propofol + 50 pL HCI 0,1N 84 56
Dexmédétomidine + propofol + 10 uL HCI 0,5N 84 46
Dexmédétomidine + propofol + 50 uL HCI 0,5N 91 64
Dexmédétomidine + propofol + 10 uL HCI 1N 90 64
Dexmédétomidine + propofol + 25 puL HCI 1N 92 67
Dexmédétomidine + propofol + 50 uL HCl 1N 94 62

Les résultats obtenus lors de cette analyse nous ont permis de constater que le volume
d’acide chlorhydrique ajouté était moins impactant que le pH de la solution obtenue pour
I’extraction des a2A. En effet, on retrouve des résultats similaires en termes de rendement
d’extraction pour I'échantillon de dexmédétomidine a 0,5 pg/mL traité par 50 pL d’HCI a
0,1 N et celui traité par 10 pL d’HCl a 0,5 N. Les conditions de préparation de I’échantillon
présentant les meilleurs résultats, c’est-a-dire celles permettant d’obtenir le meilleur
rendement et un ratio S/N équivalent a celui de la dexmédétomidine sans propofol (en
orange), ont été testées sur une concentration plus faible de dexmédétomidine (0,1 pg/mL)
afin de définir les conditions retenues.
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Tableau X : Conditions d’acidification testées et résultats obtenus pour une solution a 0,1
pug/mL de dexmédétomidine. Les conditions sont décrites pour un échantillon de 1 mL et sont
suivies de la double centrifugation (deux fois 15 min a 13200 rpm). S/N : ratio signal sur bruit.

Condition de préparation d’échantillon Dexmédétomidine s/N
(% de CO)

Dexmédétomidine sans propofol (CO) 100 12,5

Dexmédétomidine + propofol + 10 uL HCI 1N 95 12,6

Dexmédétomidine + propofol + 25 puL HCI 1N 98 13,5

Dexmédétomidine + propofol + 50 uL HCl 1N 95 13

Au vu des résultats obtenus pour la dexmédétomidine, et en raison de la similarité des
propriétés chimiques de la clonidine avec la dexmédétomidine, la méthodologie optimisée
retenue afin d’extraire les a2A de la phase lipophile du propofol, consistait en I’ajout de 25 uL
d’HCI 1N a 1,5 mL du mélange propofol - a2A, suivie par une double centrifugation a 15°C
(pendant 30 minutes puis 15 minutes) a 13200 rpm (Eppendorf AG 22331, SN 542608150,
Hambourg, Allemagne). Le surnageant était éliminé apres chaque centrifugation. Le volume
initial de mélange a été augmenté afin de permettre I'obtention d’'un volume de solution
purifiée d’a2A suffisant pour I'analyse et la validation de méthode. Les échantillons étaient
ensuite dilués dans la phase mobile en fonction de leur concentration initiale de maniere a

obtenir une concentration d’environ 0,5 pg/mL.

C. Essais de dégradation forcée

La sélectivité des méthodes analytiques ainsi que leur caractéere indicateur de stabilité
ont été évalués selon les recommandations formulées par le groupe de travail commun du
GERPAC et de la SFPC par des essais de dégradation forcée des SCR de propofol, de clonidine
et de dexmédétomidinel?®!, Chaque condition de dégradation a été maintenue jusqu’a ce que

la concentration en substance active ait diminué de 20%!2¢!,
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I Essai de dégradation forcée du propofol

La dégradation forcée du propofol SCR a été effectuée en réalisant un mélange
équivolumétrique d’une solution de propofol SCR a 280 pug/mL dans de I’ACN avec de I’'HCI 5N
a60°Coudel’H20,15% a 60°C. En raison de |la séparation de phases avec I’ACN, la dégradation
forcée en milieu alcalin a été réalisée en mélangeant des volumes égaux d’une solution de
propofol a 280 pug/mL dans du méthanol et du NaOH 5N a 60°C. Les milieux ont été neutralisés
avant leur analyse a 0, 10, 20 et 30 minutes et 1, 2, 3 et 24 heures. Le propofol a également
été dégradé en exposant la solution de propofol SCR a 280 pg/mL dans I’ACN a une
température de 100°C jusqu’a évaporation complete, ou a une lumiéere UV (254 nm) jusqu’a

48 heures a température ambiante.

Pour la dégradation a la chaleur et apres évaporation totale de la solution de propofol,
les échantillons ont été refroidis avant I'ajout de 2 mL d’ACN. Les échantillons ont ensuite été

dilués a 24,8 pug/mL dans la phase mobile.

fi. Essai de dégradation forcée de la clonidine

La dégradation forcée du chlorhydrate de clonidine SCR a été réalisée en mélangeant des
volumes équivalents d’une solution de clonidine a 280 pug/mL dans I'EPPI et d’"HCI 5N a 60°C,
de NaOH 5N a 60°C ou d’'H20;2 a 3% a 60°C. Les milieux ont été neutralisés avant leur analyse
a0, 10, 20 et 30 minutes et 1, 2, 3 et 24 heures. La clonidine a également été dégradée en
exposant la solution de clonidine SCR a 280 pg/mL a une température de 90°C ou a des
rayonnements UV (254 nm) jusqu’a 48 heures a température ambiante. Les échantillons ont

ensuite été dilués a 14 ug/mL dans la phase mobile.
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fi. Essai de dégradation forcée de la dexmédétomidine

La dégradation forcée de la dexmédétomidine SCR a été réalisée en mélangeant des
volumes équivalents d’une solution de dexmédétomidine a 220 pug/mL dans I’EPPI et d’HCI 5N
a 60°C, de NaOH 5N a 60°C ou d’H20a 3% a 60°C. Les milieux ont été neutralisés avant leur
analyse a 0, 10, 20 et 30 minutes et 1, 2, 3, 24 et 48 heures. La dexmédétomidine a également
été dégradée en exposant la solution de dexmédétomidine SCR a 220 pg/mL a une
température de 90°C ou a des rayonnements UV (254 nm) jusqu’a 48 heures a température

ambiante. Les échantillons ont ensuite été dilués a 11 pg/mL dans la phase mobile.

d. Validation de la méthode analytique

Les solutions meres de clonidine et de dexmédétomidine ont été préparées en
dissolvant précisément 10,0 mg de SCR (balance Quintix224-1CFR, SN : 0034905650 ; précision
: 0,1 mg dans l'intervalle 10 mg - 220 g, Sartorius) dans 10 mL d’EPPI dans une fiole jaugée
(S1). Puis, 100 pL de S1 ont été dilués dans une fiole jaugée avec 3 mL de Propofol Lipuro® a
2% et le volume était complété a 10 mL avec de I’'EPPI (S2). La solution S2 a ensuite été traitée
de la méme maniere que les échantillons selon la méthode optimisée décrite précédemment.
Les standards d'étalonnage et de validation (controles de qualité internes (CQl)) ont été

préparés a partir de ces solutions meres.

Les solutions meres de propofol ont été préparées en dissolvant 10,5 plL de propofol
SCR dans 10 mL d’ACN dans une fiole jaugée (S1’). Puis, cette solution a été diluée au 1/10™me
dans de I’ACN et utilisée pour préparer les standards de calibration et les CQl dans la phase

mobile.

La validation statistique des trois méthodes de dosage a été menée conformément aux
recommandations de la SFSTP!1>3-161 har au moins deux opérateurs différents et pendant trois
jours consécutifs. Des solutions meres différentes étaient utilisées pour la gamme
d'étalonnage (1 étalonnage par jour) et les CQl (3 séries par jour) et étaient préparées

guotidiennement a partir de pesées distinctes.
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Conformément aux recommandations de la SFSTP, nous avons déterminé la spécificité,
la fonction de réponse, la linéarité, la justesse et la précision (répétabilité et précision
intermédiaire). Le profil d'exactitude a été construit avec des limites d'acceptation fixées a
+ 10% pour la quantification (I'erreur maximale tolérable) et un risque de type 1 de 5% pour

la clonidine et la dexmédétomidine, et de 10% pour le propofol.

Les LDD et les LDQ des méthodes analytiques ont été calculées selon la méthode de
I'International Conference on Harmonization (ICH)[*62, en utilisant les équation 1 et 2 décrites

précédemment.

e. Etude de stabilité

i. Meédicaments et conditions étudiées

Notre étude a été menée afin d’évaluer la stabilité du propofol lorsqu’il est mélangé
avec la clonidine ou la dexmédétomidine dans des proportions et des concentrations
représentatives de leur utilisation dans les services de soins intensifs et au bloc opératoire

pour des patients de faible poids corporel (45 kg) ou de poids élevé (150 kg).

Du Propofol Lipuro® 2% pur, formulé avec un mélange 1 : 1 de chaines de triglycérides
de taille moyenne et longue (MCT/LCT ; lot: 221068071, exp: 02/2024, BBraun, Saint-Cloud,
France) a été mélangé avec de la dexmédétomidine 100 pg/mL (lot : D6AM1B exp: 01/2026,
Ever Pharma, Lyon, France) ou de la clonidine 150 pg/mL (lot: C42709 exp: 07/2023,
Boehringer Ingelheim France, Paris, France) dans des flacons en verre blanc de type 3 de
30 mL (réf.: 2506500, COOPER, Melun, France) munis de bouchons inviolables en polyéthyléne
haute densité avec un joint en polyéthylene expansé (réf.: 2502770, COOPER).

Les ampoules de dexmédétomidine étaient diluées dans du NaCl 0,9% (Viaflo®, réf. :
DKE1323, Baxter, Guyancourt, France) pour atteindre une concentration de 9 ug/mL (patient

de 45 kg) ou de 30 pg/mL (patient de 150 kg).

Les ampoules de clonidine étaient diluées dans du NaCl 0,9% pour atteindre une
concentration de 22,5 ug/mL (patient de 45 kg) ou de 75 pg/mL (patient de 150kg).
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D’apreés les protocoles standards utilisés dans nos services de soins intensif, nous avons
défini des débits minimaux et maximaux pour chaque médicament : Le propofol a été étudié
a des débits de 1 et 4 mg.kgl.h'l, la clonidine a été étudiée a des débits de 1 et 3 pg.kgt.h?,
et la dexmédétomidine a des débits de 0,4 et 1,4 pg.kg1.h"1881%4 Quatre conditions ont été
évaluées en triplicat pour chaque association propofol-a2A et chaque poids de patient
théorique, de maniere a évaluer la stabilité de mélanges statiques dans des proportions

simulant leur administration (Tableau XI).
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Tableau Xl : Conditions étudiées pour I’association du propofol avec la clonidine ou la dexmédétomidine
Seize conditions expérimentales ont été étudiées. Chaque condition a été préparée en mélangeant un volume d’'une émulsion de propofol et d’'une solution
d’a2 agoniste dans des proportions représentatives des protocoles standards de soins intensifs. Chaque condition a été réalisée en triplicat.

L6

Concentration initiale : Débit : Concentration finale
i idi i
Condition Poids théorique Propofol (mg/mL) Clonidine (ug/mL) : (r::kz?jﬁl-l) (Lcl;o;glil?]i) : Propofol (mg/mL) Clonidine (ug/mL)

i i

1 i 1 1 i 10,59 10,59

2 ; 4 1 ; 16,36 4,09
45 kg 22,5 i i

3 ; 1 3 i 5,45 16,36
I T

4 i 4 3 i 12,00 9,00
20 ; i

5 i 1 1 i 15,79 15,79
i i

6 i 4 1 i 18,75 4,69
150 kg 75 ; |

7 : 1 3 : 11,11 33,33

8 : 4 3 i 16,67 12,50

oncentration initiale I ébit l oncentration finale
C ion initial Débi C final
| |
i i
" . . Dexmédétomidine | Propofol Dexmédétomidine | Dexmédétomidine
Condition Poids théorique Propofol (mg/mL) (1g/mL) : (mg.kgL.h) (ug.kgLh1) : Propofol (mg/mL) (1g/mL)

| |

9 I 1 0,4 | 10,59 4,24

10 I 4 0,4 i 16,36 1,64
45 kg 9 : ;

11 | 1 1,4 i 4,86 6,81
i i

12 I 4 1,4 | 11,25 3,94
20 '

13 : 1 0,4 : 15,79 6,32

14 : 4 0,4 i 18,75 1,88
150 kg 30 ; :

15 I 1 1,4 I 10,34 14,48
. .

16 : 4 1,4 : 16,22 5,68




ii. Plan de I’étude de stabilité

Chaque association propofol-a2A a été analysée immédiatement apres le mélange (T0)
et apres 24, 48, 72, et 96 heures de stockage a température ambiante et non protégé de la
lumiere. Le point final de I'étude de stabilité a 96 heures a été choisi car il correspond a
I'intervalle de temps maximal autorisé entre deux changements de ligne de perfusion dans
notre hopitall!®>1%€l |es études de stabilité ont été menées en accord avec les

recommandations GERPAC-SFPC!26],

iii. Compatibilité chimique

(1)  Analyse par CLHP-UV

A chaque point d’analyse, les concentrations en propofol et en a2A ont été
déterminées en utilisant les méthodes de dosage validées. Pour le dosage du propofol, les
échantillons étaient dilués en fonction de leur concentration initiale, une premiere fois dans
de I’ACN puis dans une solution proche de la phase mobile (A/B, 50/50 v/v) pour obtenir une
concentration d’environ 16 pg/mL. Pour le dosage des a2A, les échantillons étaient préparés

selon la méthodologie optimisée décrite précédemment.

(2)  Mesures du pH et de I'osmolalité

A chaque point de I'étude de stabilité, le pH du mélange a été mesuré a I'aide d’un pH-
metre FiveEasy® F20 (SN : C128157124, Mettler Toledo, Greifensee, Suisse) et d'une électrode
en verre (InLab® Ultra Micro ISM, SN : 1473876, Mettler Toledo). L'osmolalité du mélange a
été mesurée par un osmomeéetre OSMO®1 (SN : 19101407B, Advanced Instruments, Norwood,

MA, USA).
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iv. Compatibilité physique

(1)  Aspect visuel

A chaque point d’analyse, un méme opérateur a analysé les mélanges a la recherche
d’un changement de couleur, ou de la présence d’un dégagement gazeux, d’un précipité, d'un
crémage, d’une floculation ou d’une sédimentation de I’émulsion, par rapport a un contrdle

constitué d’'une émulsion de propofol Lipuro® 2%.

(2)  Mesure du potentiel Zeta et du Z-average

Le Z-average (un indicateur de granulométrie, permettant d’estimer le diamétre
moyen des globules huileux ou mean droplet diameter (MDD)) a été mesuré a l'aide d'une
technique de rétrodiffusion dynamique de la lumiére. Le potentiel Zéta (PZ) a été mesuré par
électrophorese en utilisant le Zetasizer Nano ZSP® (SN : MAL1179738, Malvern Instruments,
Malvern, UK). L'indice de polydispersité (PDI, représentant la dispersion de la distribution) a
également été calculé. Avant I'analyse, chaque mélange a été dilué au 1/100%™¢ dans de I'EPPI
et transféré dans des cellules zéta a capillaire replié dédiées, a usage unique (DTS1070,
Malvern Instruments). La méthode de préparation des échantillons était basée sur les
résultats de travaux antérieurs sur la dilution optimale des émulsions menés au sein de notre

équipe de recherche.

Le Z-average a été mesuré a 20°C, en utilisant la procédure du logiciel Zetasizer®
(version 7.12, Malvern Instruments). Chaque analyse a consisté en trois mesures, et chaque
mesure comportait 11 passages individuels. Le PZ a été mesuré a 25°C en utilisant la procédure

du logiciel Zetasizer® ; chaque détermination a consisté en quatre mesures.
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Afin de vérifier la capacité de notre méthode a détecter une déstabilisation de
I’émulsion, nous avons préparé deux controles positifs d’instabilité. Le premier a été obtenu
en mélangeant 10 mL de Propofol Lipuro® 2% avec 2,5 mL de lidocaine 2% (lot : 18Y0607
exp : 01/2026, Fresenius Kabi France) ; Masaki et al.['® ayant observé une augmentation du
MDD dans ces conditions. Le second controle positif consistait en une émulsion-maison avec
une valeur d’équilibre hydrophile-lipophile (HLB) égale a 11, instable, que nous avons
préparée en mélangeant 20 g d’huile de paraffine (réf. : 700381, Fagron, Thiais, France) avec
75 g d’eau distillée et un mélange d'émulsifiants a base d'alcools gras éthoxylés (0,93 g de

Brij 02LQ® (HLB = 4,9) et 4,07 g de Brij 010SS® (HLB = 12,4), CRODA, Barcelone, Espagne).

Du Propofol Lipuro® a 2% (BBraun) a été utilisé comme témoin positif de la stabilité

des émulsions.

f. Analyse des données

La stabilité chimique des mélanges était considérée comme acceptable si (i) les
concentrations résiduelles de propofol et des a2A (exprimée sous la forme moyenne * écart-
type) étaient comprises entre 90% et 110% de la concentration initiale (CO), (ii) que
I’association était dépourvue de produits de dégradation toxiques, et (iii) qu’il n’y avait de
variation significative du pH et de I'osmolalité. La stabilité physique était définie par I'absence
de variation des caractéres organoleptiques, un MDD inférieur a 500 nm (Z-average)*¥’], et un
PZ > +30 mV!1?8l, D’aprés Gersonde et al.l**%, une valeur de PDI entre 0,0 et 0,1 indique une
monodispersité et une étroitesse de la distribution des tailles de globules ; une valeur entre
0,1 et 0,4 indique une large distribution des tailles et une polydispersité ; tandis qu’une valeur
supérieure a 0,4 est associée a une trés large distribution des tailles et une grande

polydispersité.
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3. Résultats

a. Essais de dégradation forcée

i.  Dégradation forcée du propofol

Le propofol a été dégradé par I'ajout d’"HCI 5N. Aprés 2 heures d’exposition, 13,4 % avaient
été dégradés mais aucun produit de dégradation n’a pu étre détecté. L'oxydation du propofol
par de I'H20; a 15% a entrainé une dégradation du propofol de 25,7% en 3 heures et huit
produits de dégradation ont été détectés (temps de rétention (tg): 2,5 min ; 2,7 min ;

2,9 min ; 3,3 min; 3,8 min ; 4,1 min ; 10,1 min et 11,6 min) (Figure 19A).

2 1- -propofol SCR + H202 15% T0 60°C UV_VIS_3 WVL:270 nm
2 2- [manually integrated] -propofol SCR + H202 15% T3h 60°C UV_VIS_3 WVL:270 nm

mAU

S5

7,004

= AZ202-1,500

6,00

ACN/H20 50/50:(0,0 %
5,004

— Propofal

4.280.

4,004
H20:0,0 %

3,00

2,004

ACN: 48,0 %,

— Impureté J de la PE - 11,653

1,004

0,00

Figure 19A : Chromatogrammes obtenus apres la dégradation du propofol par de I'H,0; a

15 % (A = 270 nm). TO : immédiatement apres I'ajout de H,O, ; T3h : Aprés 3 heures

d’exposition.
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Apres 24 heures d’exposition a du NaOH 5N, 12,5 % du propofol avait été dégradés et
un produit de dégradation était détecté (tg = 11,8 min) (Figure 19B). En se basant sur la
similitude du temps de rétention et sur le spectre UV, le produit de dégradation mis en
évidence suite a I'exposition au NaOH a été identifié comme l'impureté J décrite par la

Pharmacopée Européennel® (Figure 18).

7 1- [manipulated] -propofol SCR NaOH 5N t24h UV_VIS_1 WVL:270 nm
120 ‘ﬁ 2 - [manipulated] -Propofol SCR 24.8pg/mL UV_VIS_1 WVL:270 nm

10,04

8,0

fol - 12,957

~
N
“
-

6,0

4,04

2,04

— Impureté J de la PE - 11,833

—1,133
»— 3,580

0,0

2,0

0,00 125 250 375 5,00 625 750 875 1000 125 1250 1375 1500 1625 17.0

Figure 19B : Chromatogrammes obtenus apres la dégradation du propofol par du NaOH 5N

(A=270 nm), par rapport a du propofol SCR a 24,8 ug/mL. T24h : Aprés 24 heures d’exposition.
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Aprés une exposition a une température de 100°C pendant 3 heures, le propofol était
dégradé (61,9 % de dégradation) et un produit de dégradation était détecté (tr = 14,4 min,
figure 19C). Aucun produit de dégradation n’a été mis en évidence aprés 48 heures

d’exposition aux rayonnements UV.

31- -propofol SCR 100°C TO UV_VIS_3 VWVL:270 nm
700 @ 2- [manually integrated] -Propofol SCR 100°C jusqu'a évaporation + 2 mL ACN UV_VIS_3 WVL:270 nm
' mAU

6,00

ACN/H20 50/50: 0,0 %
5,00

4,00
H20: 0,0 %

3,00

— Propofol - 12,737

2,004
ACN: 48,0 %

1,00

,257
~ 1,677

0,00

min
-1,004

0,0 20 40 6.0 8.0 10,0 12,0 14,0 160 17,0

Figure 19C: Chromatogrammes obtenus aprés la dégradation du propofol par la chaleur

(A=270 nm). TO : immédiatement apres le début de I'exposition a la chaleur
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ii. ~ Dégradation forcée de la clonidine

La clonidine était dégradée en présence d’H,02 a 3% (19,2% de dégradation aprés
3 heures), avec la formation de six produits de dégradation (tr = 2,14 min ; 2,31 min ;

2,46 min ; 2,94 min ; 6,08 min et 7,15 min) (Figure 20). Aucune dégradation n’a été observée

dans les autres conditions testées.

3 1- Clonidine H202 3% TP/ACN 73/27 T= 0 mn UV_VIS_1TWVL210 nm
160 ﬁ 2 - [manipulated] - Clonidine H202 3% TP/ACN 73/27 T= 3h UV_VIS_1WVL:210 nm
mAU ak g
b 3
140 R 4
= ;
120
100
804
604
404
=3
0
8
20 5 2
3 g5y E g g g
~ ! o 5 3 :
] i J LA gk N i N )
. — S R I e T T T it
0,0 1,0 20 3.0 40 50 6,0 7.0 8.0 9.0 10,0

Figure 20 : Chromatogrammes obtenus apreés la dégradation de la clonidine par de I'H>0> a

3% (A=210nm). TO : immédiatement aprés |'ajout de H,0; ; T3h : Apres 3 heures d’exposition.
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iii. ~ Dégradation forcée de la dexmédétomidine

Une perte de 5,5% de dexmédétomidine a été observée apres 24 heures d’exposition a de
I'HCI 5N a 60°C, mais aucun produit de dégradation n’a été détecté (Figure 21A). lLa
dexmédétomidine était dégradée par I'ajout de NaOH 5N (24,5% de dégradation apres
48 heures), avec la détection d’un produit de dégradation (tg = 5,1 minutes, Figure 21B).
La dexmédétomidine était fortement dégradée en conditions oxydantes avec 74,2% de
dégradation apres 1 heure d’exposition a de I’'H,02 3% a 60°C, et six produits de dégradation
étaient détectés (tg= 3,1 min ; 4,4 min ; 4,7 min ; 5,3 min ; 9,0 min et 13,3 min ; Figure 21C).
Aucune dégradation n’a été observée apres I'exposition de la dexmédétomidine a la chaleur

et aux rayonnements UV.

3 1- Dexmedetomidine HCI 5N T° 60°c TP/ACN 73/27 T=24h UV_VIS_1 WVL:210 nm
3 2- Dexmédétomidine HCI 5N T° 60°c TP/ACN 73/27 T=0 UV_VIS_1 WVL:210 nm

80,0 -

70,0 -

60,0 -
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0,0 il

T T
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——=Di

-39
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0.0 20 40 6.0 80 10,0 " T 120 14,0 16,0 ' 18,0 " 20,0

Figure 21A : Chromatogrammes obtenus apres la dégradation de la dexmédétomidine par de

I'HCI 5N (A = 210nm). TO : immédiatement apres I'ajout de HCl; T24h : Aprés 24 heures

d’exposition.
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% 1- [manipulated]

@ 2-

Dexmédétomidine NaOH SN T° 60°C TP/ACN 73/27 T=48h
Dexmédétomidine NaOH SN T° 60°C TP/ACN 73/27 T=0

UV_VIS_1 WVL:210 nm
UV_VIS_1WVL:210 nm
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Figure 21B : Chromatogrammes obtenus aprés la dégradation de la dexmédétomidine par du

NaOH 5N (A = 210nm). TO : immédiatement aprés I'ajout de NaOH ; T48h : Aprés 48 heures

d’exposition.

E 1- [manipulated] -Dexmédetomidine SCR H202 3% T° 60°c Isocratique T=0 UV_VIS_1WVL:210 nm
800 ‘j 2 - [manipulated] -Dexmédetomidine SCR H202 3% T° 60°c Isocratique T=1h UV_VIS_1 WVL:210 nm
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Figure 21C : Chromatogrammes obtenus apreés la dégradation de la dexmédétomidine par de

I'H202 2 3% (A =210 nm). TO : immédiatement apres 'ajout de H,0; ; T1h : Aprés 1 heure

d’exposition.
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Les résultats des essais de dégradation forcée indiquent que les méthodes de dosage
développées sont indicatrices de stabilité car aucune interférence n’a été observée entre les
pics du propofol, des a2A, et de leurs produits de dégradation. De plus, la sélectivité de la
méthode a été confirmée par une vérification de I'absence de modification des spectres

d’absorbance aux temps de rétention du propofol, de la clonidine et de la dexmédétomidine.

b. Validation des méthodes analytiques

La précision intra-journaliere (répétabilité), la précision inter-journaliere (fidélité
intermédiaire) et les biais relatifs étaient inférieurs a 4 % pour les trois méthodes de dosage
(tableau XII). Le profil d'exactitude a 90 % (propofol) et a 95 % (a2A) se situait dans les limites
d'acceptation prédéfinies pour le propofol (pour des concentrations comprises entre 7,56 et

22,68 ug/mlL) et les a2A (entre 0,17 et 0,87 pug/mL) (Figure 22).
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Tableau XIl : Parameétres des droites de régression, écarts-types relatifs (RSD%) pour la répétabilité, la fidélité intermédiaire (QCI) et les biais

relatifs pour les méthodes de dosage du propofol, de la clonidine et de la dexmédétomidine.

LDD : limite de détection, LDQ : limite de quantification

. %RSD o Gamme de i
i Concentration %RSD o, Biais . Ordonnée LDD LDQ
Composeé L, Fidélité . concentration R? Pente | =
(ug/mL) Répétabilité | o relatif (%) al'origine | (ug/mL) | (ng/mL)
intermédiaire (ug/mL)
7,56 0,97 1,78 1,45
12,60 0,85 1,99 1,81
Propofol 5,04 - 25,2 0,9990 | 0,552 0,057 0,10 0,30
17,64 0,90 2,88 2,23
22,68 0,27 2,68 2,27
0,17 1,34 1,64 2,96
o 0,37 2,09 3,12 0,85
Clonidine 0,10-1,00 0,9969 | 4,836 0,008 0,03 0,10
0,62 0,99 1,60 1,96
0,87 2,23 2,71 2,43
0,17 2,27 2,39 -3,89
L o 0,37 0,22 0,22 -3,07
Dexmédétomidine 0,10-1,00 0,9992 | 3,448 -0,002 0,02 0,07
0,62 0,33 0,33 -3,31
0,87 0,79 1,52 -2,24
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Figure 22: Profils d’exactitude.

A) Profil d’exactitude a 90% du propofol, B) Profil d’exactitude a 95% de la clonidine, et C)
Profil d’exactitude a 95% de la dexmédétomidine. La limite de tolérance supérieure du
propofol pour les concentrations 17,64 ug/mL et 22,68 ug/mL étaient égales a 9,98% et 9,55%
respectivement. La limite de tolérance supérieur de la clonidine pour une concentration égale
a 0,87 ug/mL est égale a 10%. La limite de tolérance inférieure de la dexmédétomidine a la
concentration de 0,17 pug/mL est de -9,92%.

C. Etude de stabilité

Les résultats détaillés sont fournis en annexe (tableaux S2-S5).

i.  Stabilité chimique

Pendant toute la durée de I’étude, les concentrations en propofol et en a2A ne sont
pas descendues sous la limite prédéfinie de 90 % de CO (93,0 — 105,7 %C0) (Figures 23 et 24).
Cependant, nous avons observé une légere diminution de la concentration en propofol aprés
72 heures (condition 7) et une baisse de la concentration en dexmédétomidine aprés
48 heures (conditions 13 a 16) ou 72 heures (conditions 9 a 12). A chaque point d’analyse, le
pH mesuré n’a pas varié de plus de 0,16 unités par rapport au TO pour chacune des conditions
testées. L'osmolalité n’a pas varié de plus de 6 mOsm/kg (par rapport a la valeur a TO) pour
chacune des conditions testées. Pour toutes les associations propofol-a2A évaluées, le pH est

resté compris entre 6,72 et 7,32 ; et l'osmolalité est restée comprise entre 299 et

340 mOsm/kg.
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Figure 23 : Evolution des concentrations en propofol et en clonidine en fonction du temps, exprimées en pourcentage de la concentration initiale
(%C0). A) Conditions 1 et 3 ; B) Conditions 2 et 4 ; C) Conditions 5 et 7 ; D) Conditions 6 et 8

Les concentrations en propofol sont représentées en noir, et celles de la clonidine en bleu. Les limites d’acceptation (£ 10%) sont représentées
en orange. Les lignes en pointillés représentent les concentrations retrouvées dans les conditions avec un débit minimal de clonidine, tandis que
les lignes pleines représentent les résultats obtenus dans les conditions avec un débit maximal de clonidine.




TTT

Propofol débit minimal

Propofol débit maximal

(@) 120+ 1201
- 8 g
'-‘q_" = 110 = 110
= $ S I S ST
o & 100 ® 100 i
=] < < e
© 8 3
90 90
~ .
(2]
S 80 . : . s 80 T . T .
(o) 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
o Temps depuis le mélange (jours) Temps depuis le mélange (jours)
@)] 120+ 120+
X g g
8 = 110 2 110
N 5 - 5
€ £ 100- i === & i % 100
= 8 3
g g 90 g 90
(%] o
) 80 . . . . 80 ; . . .
S 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
ﬂo. Temps depuis le mélange (jours) Temps depuis le mélange (jours)

Figure 24 : Evolution des concentrations en propofol et en dexmédétomidine en fonction du temps, exprimées en pourcentage de la
concentration initiale (%C0). A) Conditions 9 et 11 ; B) Conditions 10 et 12 ; C) Conditions 13 et 15 ; D) Conditions 14 et 16

Les concentrations en propofol sont représentées en noir, et celles de la dexmédétomidine en bleu. Les limites d’acceptation (+ 10%) sont
représentées en orange. Les lignes en pointillés représentent les concentrations retrouvées dans les conditions avec un débit minimal de

dexmédétomidine, tandis que les lignes pleines représentent les résultats obtenus dans les conditions avec un débit maximal de
dexmédétomidine.




ii.  Stabilité physique

Tout au long de I'étude de stabilité, aucun changement n’a été observé dans les
caracteres organoleptiques des mélanges propofol-a2A (par rapport a un controle positif de

stabilité de I’émulsion, consistant en du propofol Lipuro® 2%).

Pour le premier témoin positif de I'instabilité des émulsions (propofol + lidocaine), le
MDD a augmenté de 166,9 + 1,0nm (T0) a 183,1 + 1,9 nm (24 h) puis a 854,2 + 71,6 nm (J 18),
tandis que le PZ est resté > + 30mV. Pour le second contréle d’instabilité de I’'émulsion
(émulsion-maison instable de HLB 11), le MDD mesuré était de 419,3 + 50,8 nm, le PDI était

calculé 3 0,525, et le PZ égal a —8.2 mV.

Concernant le contréle positif de la stabilité de I’émulsion (Propofol Lipuro® 2% seul),

le Z-average était de 171,6 £ 1,2 nm, le PDI de 0,07 £ 0,017 et le PZ était égal a -34,6 + 0,78mV.

Le Z-average est resté inférieur a la limite de 500 nm tout au long de I'étude, avec un diameétre
moyen de globule compris entre 165 et 195 nm pour toutes les conditions évaluées. Toutes
les valeurs de PDI étaient inférieures a 0,4 ; 78,7 % étaient inférieures a 0,1 ; et 21,3 % étaient
comprises entre 0,1 et 0,4. Ce dernier groupe concernait les conditions 4 et 7 de I'association
propofol-clonidine (soit 30 % des PDI de I'association propofol — clonidine) ainsi que les
conditions 11 et 15 de I'association propofol-dexmédétomidine (soit 12,5% des PDI de

I’association propofol-dexmédétomidine).

Les valeurs de PZ n’ont pas varié de plus de 8 mV (par rapport a TO) pour I'ensemble des
conditions et étaient comprises entre -31,3 et -42,9 mV pendant I'étude (a I’exception d’une

valeur de -29,7 + 1,1 mV pour la condition 11 a 48 h).
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4. Discussion - Conclusion

a. Développement et validation de méthodes analytiques pour le dosage

du propofol, de la clonidine et de la dexmédétomidine

Les résultats obtenus pour la dégradation forcée du propofol sont concordants avec
ceux de Cébe et al.l'77l qui avaient observé une dégradation du propofol en conditions
alcalines (NaOH 1N pendant 1 heure a 80°C) et oxydantes (H.02 30% pendant 2 heures a 80°C),
avec des pertes en profofol de 25,7% et 29,4% respectivement et |'apparition de
respectivement deux et trois produits de dégradation. Nos résultats sont également
partiellement concordants avec ceux de Peng et al.l'! qui avaient utilisé la spectrométrie de
masse et détecté 11 produits de dégradation dans des échantillons exposés a de I’'HCI 0,1N ;
NaOH 0,1 N, H,0230% a 60°C, UV 254 nm et a 105°C. Les différences observées peuvent étre

expliquées par des divergences dans le protocole de I'essai et la méthode de détection utilisée.

Concernant la dégradation forcée de la clonidine, nos résultats étaient partiellement
concordants avec ceux de Potier et al.2%), qui mettaient en évidence (i) une perte d’intensité
du pic correspondant a la clonidine sans apparition de produits de dégradation apres une
exposition a de I'HCI 0,1 N ou a de I'H202 3% a 60°C, et (ii) aucune dégradation aprés une
exposition a du NaOH 0,1N a 60°C ou une exposition a une température de 60°C. Nos résultats
différent de ceux de Lu et al.?°!l qui ont observé une dégradation de la clonidine suite a une
exposition a de I'acide sulfurique (H2S04) 1N a 90°C ou a une température de 90°C pendant
10 jours. Cependant, les conditions étudiées par Lu et al. ont conduit a une dégradation de la
clonidine supérieure aux 20% recommandés par le guide GERPAC-SFPC. De fait, certains des
produits de dégradation détectés pourraient avoir été formés suite a la dégradation

secondaire des produits de dégradation primaires.
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Nos résultats difféerent également de ceux de Verlhac et al.[29? qui avaient observé une
dégradation de la clonidine apres une exposition a de I’'HCI 5N, du NaOH 5N ou de H;0; 30%
a 100°C pendant 3 jours. Ces différences peuvent étre expliquées par des différences de
protocole utilisé pour l'essai de dégradation forcée, ainsi que par les plus faibles
concentrations de clonidine utilisées dans notre étude (choisies pour mimer les
concentrations retrouvées dans les protocoles de soin standards); les concentrations des
produits de dégradation potentiellement générés pourraient étre inférieures a la limite de

détection de notre méthode.

Preslaski et al.l?%3) gvaient également observé une dégradation de la dexmédétomidine
apres une exposition pendant 48 heures a des conditions alcalines (NaOH de 0,25 a 6N et a
70°C) ou oxydantes (H,02 de 10 a 30% et a 70°C), ainsi qu’une faible dégradation aprés une
exposition a des conditions acides (HCl de 0,25 a 6N et a 70°C), a des rayonnements UV
(270 nm a 38°C) ou a la chaleur (70°C). Ces résultats étaient obtenus grace a une méthode de
CLHP-MS/MS et une méthode de chromatographie gazeuse couplée a une détection en
spectrométrie de masse. Nos résultats sont concordants avec ceux d’Anderson et al.?° pour
la dégradation de la dexmédétomidine par du NaOH 0,1N, et avec ceux de Krisna et al.[29]
pour la dégradation de la dexmédétomidine apres 3 heures d’exposition a de I’'H,0, 50% a
70°C. Les différences observées dans les résultats de ces études sont probablement liées a des

différences de protocole opératoire.

Nous avons développé et validé trois méthodes CLHP-UV robustes et indicatrices de
stabilité pour le dosage de trois molécules dans un milieu complexe composé d’une émulsion
lipidique. L'utilisation d’une méthode de dosage par CLHP-MS/MS permettrait de confirmer
la sélectivité des méthodes analytiques validées. Ces méthodes utilisaient la méme phase
stationnaire et les mémes solvants (bien qu’en différentes proportions), ce qui nous a permis
de réaliser les dosages de ces différentes molécules sur un méme jour d’analyse pendant les

études de stabilité.

114



b. Etude de stabilité de I"association du propofol avec la clonidine ou la

dexmédétomidine

Nous avons également étudié la stabilité physico-chimique d’émulsions comportant
différentes proportions de propofol et d’a2A afin de couvrir les différents débits,
concentrations et proportions rencontrées lors des procédures chirurgicales ou dans les
services de soins intensifs. L’étude de stabilité a été menée sur 96 heures pour représenter le
scénario le plus défavorable, c’est-a-dire I'intervalle de temps maximal autorisé entre deux

remplacements des voies de perfusion d’aprés les protocoles de notre hopital*%>1%],

Au vu des résultats obtenus lors du dosage par CLHP-UV, ainsi que des mesures de pH
et d’osmolalité, nous avons conclu que tous les mélanges étudiés étaient chimiquement
stables pendant au moins 96 heures. Nos résultats obtenus sur une période de 96 heures
concordent avec ceux rapportés par Gersonde et al.l*®° sur une période de 24 heures. Il est
important de souligner que, contrairement aux résultats de Gersonde et al., nos données
correspondent parfaitement aux gammes de concentrations et aux proportions de
médicaments utilisées dans les protocoles standard de soins intensifs et de chirurgie.
Les gammes de concentration étudiées par Gersonde et al. et celles de notre étude étaient
respectivement: 2,00 — 18,00 mg/mL et 5,45 — 18,75 mg/mL pour le propofol;
0,002 - 0,014 mg/mL et 0,004 — 0,033 mg/mL pour la clonidine ; et 0,002 — 0,018 mg/mL et
0,002 — 0,015 mg/mL pour la dexmédétomidine.

De plus, nos résultats ont confirmé que tous les mélanges propofol-a2A étudiés étaient
physiquement stables. Une légére augmentation du MDD a été observée a 96 heures dans les
conditions 4, 7, 11 et 15, accompagnées de valeurs légerement plus élevées du PDI indiquant
une distribution des tailles élargie. Cela pourrait étre un signe de déstabilisation précoce de
I’émulsion. Cependant, les valeurs de MDD étant restées inférieures a 500 nm, I'usage de ces

émulsions est resté compatible avec une administration par voie intraveineuse*%’],
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Nos résultats pour le PZ (supérieur a £ 30 mV dans toutes les conditions) different de
ceux de Gersonde et al.[*°% ; ces derniers avaient retrouvé un PZ entre =10 et —15 mV pour les
ratios 1: 1 propofol-a2A, et un PZ égal a —4 mV pour le ratio 1: 10 propofol-a2A. Ces
différences pourraient étre expliquées par la différence de contenant, de concentrations et
de ratios étudiés. Cependant ces valeurs de PZ retrouvées par Gersonde et al.l'® confirment
notre suspicion de déstabilisation précoce de I'’émulsion dans les conditions 4, 11 et 15 (avec
un ratio de concentration proche du ratio 1 : 1 v/vde I'étude de Gersonde et al.) et la condition

7 (proche du ratio 1 : 10 v/v de I’étude de Gersonde et al.).

Nos résultats ont donc démontré la stabilité physico-chimique de mélanges propofol-
o 2A représentatifs de ceux utilisés en pratique courante. Cependant, nous n’avons pas évalué
les potentielles interactions contenant-contenu qui pourraient survenir avec les éléments des
lignes de perfusion. Une confirmation de la stabilité des mélanges d’un point de vue physico-

chimique et microbiologique pourrait compléter notre travail de maniere intéressante.

Dans les services de soins intensifs et au bloc opératoire, les patients sont amenés a
recevoir plusieurs médicaments intraveineux sur une méme voie de perfusion. Il a été
démontré précédemment que la co-perfusion de plusieurs médicaments pouvait entrainer
des incompatibilités et donc une perte d’efficacité ou une augmentation de Ila
toxicitél4400.64206] | o5 dmulsions sont des formulations qui peuvent étre déstabilisées par de
nombreux facteurs, comme un changement de pH ou dans la concentration en ions. Ces
changements sont susceptibles de survenir lors de la co-perfusion de plusieurs
traitements?%7l. Nos résultats soulignent la nécessité d’étudier la stabilité et la compatibilité
des médicaments fréquemment administrés aux soins intensifs, avec une attention toute
particuliére pour ceux formulés comme des émulsions intraveineuses (ex : le propofol et les

produits de nutrition parentérale)88190,207-209]

Ce travail a fait I'objet d’une publication internationale: Roche M., Rousseleau D., Danel C,,

Henry H., Lebuffe G., Odou P., Lannoy D., Simon N. Combination of a propofol emulsion with
alpha-2 adrenergic receptor agonist used for multimodal analgesia or sedation in intensive
care units: a physicochemical stability study. Eur J Hosp Pharm. 2024 Jan 30: ejhpharm-2023-
004027. DOI: 10.1136/ejhpharm-2023-004027. Epub ahead of print
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Discussion Générale

1. Stabilité et compatibilité des médicaments d’anesthésie-réanimation :
Validation des pratiques hospitalieres par des études analytiques

Ce travail avait pour objectif I'étude de la stabilité et/ou de la compatibilité de
médicaments d’anesthésie-réanimation dans des conditions représentatives de leur
fabrication, conservation ou de leur administration dans les services de soins. Afin de
répondre aux questions posées, il a été nécessaire de développer et valider des méthodes

analytiques fiables et adaptées aux molécules étudiées.

Dans un premier temps, nous avons mis au point et validé une méthode de dosage par
CLHP-UV pour le cisatracurium et la laudanosine, un de ses marqueurs de dégradation décrit.
La méthode analytique permettait également de détecter les autres produits de dégradation
du cisatracurium, comme cela a été validé lors d’essais de dégradation forcée, et deux
stéréoisomeres, le cis-trans atracurium et le trans-trans atracurium. Les résultats des essais
de dégradation forcée étaient concordants avec les données disponibles dans la littérature
(120121 Cependant, a notre connaissance, ce travail est le premier a avoir décrit une
dégradation du cisatracurium lors d’'une exposition a un rayonnement UV. Les résultats d’une
étude de stabilité menée sur un lot d’ampoules de bésylate de cisatracurium a 10 mg/mL
produites localement en réponse aux ruptures d’approvisionnement ont permis de définir une
stabilité de 15 mois. Il s’agit de la stabilité la plus longue décrite pour des solutions non
commerciales de cisatracurium a 10 mg/mL conservées entre 2 et 8°C. En I'absence de
substance chimique de référence commerciale disponible pour les autres produits de
dégradation du cisatracurium, une seconde méthode par CLHP-MS/MS a été développée pour
leur identification. Ce travail a ainsi permis de proposer une voie de dégradation du
cisatracurium pour la formulation choisie et dans nos conditions de conservation.
Contrairement a ce qui avait été décrit précédemment, la voie de dégradation majoritaire du
cisatracurium dans nos conditions de conservation était la voie de I’hydrolyse de I'ester, qui
aboutit a la formation d’alcool monoquaternaire (impuretés E/F de la PE*33]) et d’un acide

monoquaternaire (impureté A de la PE133)),

117



La voie de dégradation la plus décrite dans la littérature était celle de la dégradation
d’Hofmann qui génére de I'acrylate monoquaternaire (impuretés N/O de la PE!33]) et de la
laudanosinel10>106.122]  Ces travaux avaient étudié la stabilité de formes commerciales de
cisatracurium dont la stérilisation terminale par la chaleur humide - qui difféere de la filtration
stérilisante utilisée avec notre préparation - pourrait influencer la dégradation en favorisant
la voie d’Hofmann. Cette différence de résultats souligne la nécessité d’étre en mesure de
détecter et d’identifier tous les produits de dégradation du cisatracurium plutét que de se
baser sur la laudanosine comme seul marqueur de la dégradation du cisatracurium comme

cela a parfois été le cas dans les études de stabilité[121],

Dans un second temps, pour répondre a une problématique récurrente des services de
soins critiques, nous avons souhaité valider la compatibilité de plusieurs médicaments co-
perfusés lors de protocoles de sédation en réanimation277.801871 oy lors de procédures
d’analgésie multimodale au bloc opératoirel138169.170186] Noys nous sommes intéressés a
I’association du propofol - un hypnotique formulé sous la forme d’une émulsion lipidique H/E,
dont la forme galénique complexe présente un haut potentiel de déstabilisation en mélange
— avec des agonistes des récepteurs alpha-2 adrénergiques tels que la clonidine ou la
dexmédétomidine. Afin d’étudier la stabilité chimique de ces médicaments en mélange, il a
été nécessaire de développer et valider trois méthodes analytiques CLHP-UV indicatrices de
stabilité permettant le dosage des composés d’intérét dans une matrice complexe d’émulsion
lipidique. Par ailleurs, afin de valider la stabilité physique de I’émulsion de propofol en
présence de la clonidine ou de la dexmédétomidine, et en I'absence de témoins décrits pour
I'instabilité des émulsions, nous avons préparé des témoins positifs d’instabilité pour valider
les résultats obtenus par analyse par le Zétasizer. Les méthodes analytiques développées ont
permis de valider la compatibilité des mélanges propofol-a2A dans des proportions et des
concentrations représentatives des protocoles d’anesthésie-réanimation. Bien que la
compatibilité de I'association du propofol avec la clonidine et la dexmédétomidine ait déja été
étudiéel®, ce travail est le premier a avoir utilisé les concentrations et les proportions des
deux médicaments identiques a celles rencontrées dans les services de soins intensifs et

d’anesthésie pour construire le protocole de I’étude de compatibilité.
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De plus, cette étude a été menée sur une durée de 96 heures, supérieure également
aux autres études réalisées précédemment*®?, Elle permet donc de disposer dorénavant de
données rassurantes sur la compatibilité de cette association fréquemment rencontrée en

anesthésie-réanimation.

Les résultats de ces travaux expérimentaux ont ainsi permis une validation scientifique
des pratiques hospitaliéres de la pharmacie et des services de soins. En effet, il est nécessaire
de connaitre la stabilité des médicaments lors de leur conservation et/ou leur compatibilité
lors de leur utilisation ainsi que les voies de dégradation impliquées afin de garantir leur bon

usage.

2. Place des méthodes analytiques dans la sécurisation de la prise en charge
meédicamenteuse

L'assurance de la qualité et de la sécurité de la prise en charge médicamenteuse est un
point critique de la certification des établissements de santél?’, La prise en charge
médicamenteuse repose sur un processus complexe comprenant de nombreuses étapes et
acteurs, avec des risques d’erreurs associés a chaque niveau. D’apreés les résultats de I'enquéte
nationale sur les évenements indésirables associés aux soins en établissements de santé
(ENEIS) menée en 2009211 les erreurs liées a la prise en charge médicamenteuse sont la
troisieme cause d’évenements indésirables graves (EIG) avec 60 000 a 130 000 évenements
recensés par an dont 51,2% étaient considérés comme évitables et pres de 54,5% ont conduit
a une hospitalisation. En 2019, I’étude ENEIS 3 a montré entre 55 000 et 130 000 EIG évitables
par an au cours d’une hospitalisation[?12, D’aprés les études ENEIS 1 et 2, prés d’un tiers des
EIG associés aux soins étaient d’origine médicamenteusel?!3l, De ce fait, nous pouvons estimer
a partir des résultats de I’étude ENEIS 3, qu’entre 18 000 et 43 000 EIG par an pourraient étre
évités. Parmi les causes identifiées d’erreurs, les pratiques de soins notamment lors de la
reconstitution, de la préparation ou de I'administration des médicaments injectables ont été

identifiées[213-215],
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On observe une forte proportion de ces erreurs dans les services de soins intensifs et de
réanimation, qui accueillent les patients les plus séveres et recevant une forte proportion de

traitements par voie intraveineusel#4>1-59,61,62,65],

Dans notre hdpital, nous avons par exemple mis en évidence une grande variabilité de la
concentration en vancomycine dans des seringues préparées par les infirmieres d’un service
de soins intensifs néonataux ayant entrainé une variabilité des concentrations plasmatiques
mesurées chez le patient!?’®], Une autre étude menée sur des seringues de kétamine,
rémifentanil et sufentanil préparées au sein d’un bloc opératoire pédiatrique avait retrouvé
des concentrations non conformes (hors de I'intervalle d’acceptation a + 10%) dans 15,3% des

seringues étudiées?17],

Dans ce contexte, le pharmacien joue un rdle fondamental en mettant ses
compétences en chimie analytigue au service de la qualité de la prise en charge

médicamenteuse du patient.

Suite aux études menées dans notre établissement, les protocoles de préparation ont
été révisés et standardisés et les équipes de soin ont été formées, permettant de prévenir les

erreurs de concentration pour les médicaments IV préparés dans les services!?16:217,

Ses compétences pourront par exemple étre utilisées pour sécuriser |'étape
d’administration des médicaments injectables, grace a I’évaluation des données de
compatibilité et de stabilité. De fait, un des probléemes majeurs rapportés par les équipes
médicales est I'absence de données de stabilité ou de compatibilité disponibles
représentatives des situations rencontrées dans leurs services de soins!*4%3859] En effet, les
données disponibles ne correspondent parfois pas aux solvants, aux concentrations et aux
mélanges de thérapeutiques des protocoles du service. De plus, lorsqu’elles sont disponibles,
ces données sont parfois contradictoires®3, En "absence de données disponibles adaptées
aux problématiques rencontrées dans les services de soins, il est alors possible de mener des

essais en laboratoire en reproduisant les conditions rencontrées dans la pratique clinique[?8-

221]
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Cette expertise est d’autant plus précieuse lorsque ces études concernent des
médicaments a marge thérapeutique étroite pour lesquels une incompatibilité entrainant une
perte en principe actif peut conduire a une perte d’efficacité qui aurait de graves
conséquences cliniques(4/6364 C’est le cas par exemple avec la perte d’activité biologique de
I'aldesleukine (une forme d’interleukine-2 recombinante utilisée comme immunostimulant
dans le traitement de cancers rénaux) observée lorsqu’elle est associée avec du ganciclovir
(un agent antiviral utilisé en prévention ou traitement des infections a cytomégalovirus chez
les patients immunodéprimés)i22], Cette perte d’activité est survenue sans étre associée ni a
un signe visible d’instabilité (trouble ou précipitation) ni a une modification de I'analyse par
spectrophotométrie, ce qui souligne la nécessité de disposer de données de stabilité chimique
ou d’activité en plus des données de stabilité physique le plus souvent retrouvées dans les
études. Ces études d’incompatibilités sont par ailleurs plus complexes a élaborer pour les

médicaments a structure protéique, ou la perte d’activité doit &tre 8 mesurer(220.222],

Lorsqu’une incompatibilité est détectée ou suspectée, |'efficacité de mesures de
prévention telles que I'optimisation des montages de perfusion!®>218219 gy |e recours a des
dispositifs d’administration multi-lumiéres peut également étre évaluée par des essais en

laboratoirel®294],

Le pharmacien pourra également contribuer a sécuriser I'étape de reconstitution ou
de préparation des médicaments, notamment par le biais de la préparation centralisée de
médicaments intraveineux préts a I'emploi (Centralized Intra Venous Additive Service ou
CIVAS)[223-225] | e choix des médicaments concernés par les CIVAS repose sur plusieurs critéres,
le principal étant d’assurer la sécurité du patient et du personnel en limitant les erreurs de
dilution des médicaments et en garantissant que celle-ci a été réalisée en conditions
aseptiques, ou en limitant I’exposition des soignants liée a la manipulation d’une molécule
toxiquel??4. En plus de réduire le nombre d’erreurs médicamenteuses, le recours a des CIVAS
permet également de limiter le gaspillage en préparant plusieurs doses a partir d'un méme
flacon, et un gain de temps pour les soignants en mettant a leur disposition des traitements

préts a 'emploi et en leur permettant de recentrer leur activité autour du soin du patient!?23-

225]

121



Avant la mise en place de chaque préparation standardisée préte a I'emploi, il est
également nécessaire de disposer de données de stabilité du médicament a la concentration
souhaitée et dans les conditions de conservation souhaitées (solvant de dilution,

conditionnement, température et lieu de stockage...)!226-228],

Enfin, le pharmacien participe aux démarches mises en place pour garantir la
continuité des soins en cas de tension d’approvisionnement sur des médicaments essentiels.
Ces dernieres années, les ruptures d’approvisionnement sont en constante augmentation. Ces
ruptures sont causées par une combinaison complexe de plusieurs facteurs, parmi lesquels on
retrouve par exemple une production par un nombre limité de fabricants (le plus souvent
situés en dehors du territoire national), un fonctionnement en flux-tendu avec une limitation
des quantités de produits finis stockées par les établissements pharmaceutiques, et un
manque de capacité a adapter la production pour répondre aux augmentations des
demandes[?2230], Cette organisation fragile est d’autant plus impactée par des événements
de grande ampleur, tels que la crise liée a la pandémie de COVID-19 qui a conduit a un pic
dans le nombre de ruptures recensées au niveau mondial. Cela peut étre expliqué d’une part
par I'augmentation des consommations de médicaments d’urgence, et d’autre part par une
diminution des exportations et de la production des substances actives et des produits finis
suite a la fermeture d’usines de production!?3!, Parmi les mesures proposées pour limiter
I'impact clinique des ruptures d’approvisionnement, on retrouve l|'‘autorisation de la
production par des faconniers ou par les pharmacies hospitalieres des médicaments classés
sur la liste des médicaments en rupturel?2%231-236 En France, la définition des « préparations
hospitalieres spéciales » par I’article L5121-1 du Code de la Santé Publique encadre le nouveau
role des pharmaciens hospitaliers dans la production des médicaments en tension
d’approvisionnement[*®], Ces préparations font |'objet d'une autorisation temporaire délivrée
par le directeur général de ’ANSM en cas de rupture de stock ou d’arrét de commercialisation
d’'un médicament d’intérét thérapeutique majeur, ou par le ministre chargé de la santé en cas
de menace ou crise sanitaire grave. De la méme maniere que pour la mise en place de CIVAS,
la mise en ceuvre de préparations hospitalieres spéciales repose sur la capacité des
pharmacies a contrdler la qualité des médicaments produits, en ayant recours a des méthodes

analytiques appropriées.
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Le rapport de l'inspection générale des affaires sociales (IGAS) publié en 2021 sur les
vulnérabilités d’approvisionnement des produits de santé évoque comme levier pour lutter
contre les ruptures la mise en ceuvre de productions en partenariat public-privé comme cela
a été réalisé pour la production de lots de cisatracurium injectable par le faconnier DELPHARM
pour le compte de I’Agence générale des equipements et produits de santé (AGEPS ; quatre
lots de 200 000 ampoules en 2021 et 4 lots de 200 000 ampoules en 2022[232237.238] ot pour
lequel les contrdles libératoires avaient été réalisés par plusieurs centres hospitaliers frangais
(réseau de 6 PUI) et par I’ANSM (Dosage CLHP-UV par le laboratoire de contréle du CHU de

Lille)[4237],

Au CHU de Lille, I'expérience de la crise sanitaire a notamment permis I'acquisition
d’un semi-automate de remplissage aseptique permettant un conditionnement de solutions
médicamenteuse injectables sous atmospheére protectrice (ASEPTIC technologies), utilisé pour
améliorer la stabilité de préparations sensibles a I'oxydation. Cela a également accéléré le
développement de I'automatisation des productions dans I'optique de pouvoir répondre a
une demande urgente de production de médicaments pour pallier les ruptures
d’approvisionnement, avec par exemple |I'étude de la faisabilité de solutions injectables de
propofol formulées avec des cyclodextrines. De méme, un grand nombre de molécules
pouvant étre éligibles a des CIVAS sont actuellement a I’étude selon les mémes principes de
contrdle de la qualité et de la stabilité que ceux mis en ceuvre dans ce travail : notamment,

des solutions prétes a I’emploi de noradrénaline pour les blocs opératoires.

Enfin, le rapport de I'lGAS recommande également d’envisager la constitution par les
établissements hospitaliers concernés par les ruptures d’un groupement de coopération
sanitaire basé sur le modéle américain CIVICA Rx[?32, || s’agit d’un service public de santé a but
non lucratif et autosuffisant fondé en 2018 aux Etats-Unis par des systemes de santé
américains (représentant prés de 1500 hoépitaux) et trois organisations philanthropiques pour
sécuriser I'acces aux médicaments inscrits sur la liste des médicaments en rupture de la FDA

au prix le plus bas soutenablel?39],
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Cette initiative a démontré sa supériorité par rapport aux circuits classiques de
distribution de médicaments sur les critéres de fiabilité de I'approvisionnement (notamment
grace a la constitution d’un stock correspondant a environ 6 mois de consommation), de
capacité a répondre a une augmentation des besoins, et avec un moindre co(t financier!?3],

Afin de sécuriser I'approvisionnement des médicaments, cet établissement
pharmaceutique a établi une collaboration a long terme avec des fabricants de médicaments
auxquels il sous-traite la production, puis il s’assure de la qualité des lots produits et les
distribue aux hopitaux avec lesquels il a établi un contrat représentant environ 50% des
besoins estimés pour une durée de 5 ans. Afin de renforcer la sécurité de I'approvisionnement,
CIVICA Rx a construit son propre site de production équipé d’un laboratoire de contréle

qualitél?39],
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Conclusion

Les médicaments de [|'anesthésie réanimation sont a haut risque d’erreurs
médicamenteuses. En effet, ces médicaments disposent le plus souvent d’'une marge
thérapeutique étroite, et sont administrés par voie intraveineuse au cours de protocoles
complexes impliquant de nombreuses co-administrations. Ce travail a permis de confirmer la
place essentielle du pharmacien dans I'assurance de la qualité de la prise en charge
médicamenteuse dont I'objectif est de fournir le bon traitement au bon patient, a la bonne
dose, par la bonne voie et au bon moment. Le recours a des méthodes analytiques fiables et

adaptées permet de répondre aux questions posées en lien avec cette prise en charge.

Ce travail a été mené en partie dans un contexte de pandémie a la COVID 19, mais ses
résultats sont transposables a de nombreuses autres situations. Les méthodes et protocoles
mis en ceuvre dans ce travail pourront par exemple étre déclinés pour valider la sécurité et
I’efficacité de protocoles complexes impliquant la co-administration de médicaments a marge
thérapeutique étroite, ou étant formulés sous une forme galénique complexe. Les protocoles
mis en ceuvre dans ce travail pour le contréle de la qualité, I'étude des voies de dégradation,
ainsi que les études de stabilité ont quant a eux une place prépondérante dans la mise en
ceuvre de la production de CIVAS, ou la production temporaire de médicaments pour limiter

I'impact des ruptures de médicaments sur la qualité des soins dispensés aux patients.
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Figure S1. Chromatogrammes obtenus apres la dégradation du cisatracurium par NaOH a

0,005 N (A =280 nm).

TO : immédiatement apreés I'ajout du NaOH ; T10 : Apres 10 minutes d’exposition a

température ambiante.
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Figure S3. Chromatogrammes obtenus aprés I’exposition a la chaleur du cisatracurium

(A =280 nm).

TO : immédiatement aprés le début de I'exposition a la chaleur, T2h : Apres 2 heures

d’exposition a 105°C, T3h : Apres 3 heures d’exposition at 60°C.
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Tableau S1. Données détaillées de I’étude de stabilité a chaque temps d’analyse

Les données sont présentées sous la forme moyenne * écart-type.

Point d’analyse de

0 M3 M5 M7 M9 M12 M15 M16 M17 M18
I'étude de stabilité
Cisatracurium (%CO0) 100 + 2,06 96,46 +2,34 95,62 +1,17 94,41 + 3,07 93,99 +1,10 95,76 +1,85 94,21 +0,99 91,69 +1,25 89,77 +2,07 88,73 +2,35
Laudanosine (%Aire) * 0,21 +0,01 0,32 +0,02 0,37 +0,01 0,53 +0,02 0,75+0,03 0,65 + 0,01 0,76 +0,01 0,82 +0,01 0,90 +0,03 0,95+ 0,03
DP1 (%Aire) * 0,06 +0,00 0,47 +0,01 0,89 +0,02 1,16 + 0,04 1,54 +0,02 2,02 +0,04 2,68 +0,03 2,99 +0,05 3,16 £ 0,06 3,30+ 0,09
DP2 (%Aire) * 0,10 +0,00 0,52 +0,01 0,93 +0,02 1,20 £ 0,05 1,59 0,02 2,05+0,04 2,66 +0,03 2,95+ 0,04 3,14 +0,06 3,29+0,09
DP3 (%Aire) * 0,11+0,01 0,20 +0,01 0,29 +0,01 0,35+0,02 0,43 +0,01 0,50 + 0,01 0,60 +0,02 0,65 +0,02 0,69 +0,01 0,71+0,03
pH 3,43 +0,02 3,38 0,08 3,24+0,03 - 3,27 £ 0,01 3,22+0,03 3,14 +0,01 3,05+0,02 3,10+0,04 3,10+0,02
Osmolalité (mOsm/kg) 25+0 25+0 26,33 £1,53 - 28,5+0,71 23 +0,47 24,6 £0,84 24,5+0,71 23,9+0,32 24,7 £ 0,67
Particules > 10 um
200,70 + 49,65 - 122,00 £ 12,59 - 201,67 +7,51 68,67 +£19,70 - - - 119,33 + 5,65
(nombre/ampoule)
Particules > 25 ym
3,60 +3,45 - 7,00 £2,35 - 2,00+ 1,00 2,83 +1,47 - - - 4+1,55
(nombre/ampoule)
Endotoxines (IU/mL) 2,23 +0,40 - - - - 4+0 8+0 - - 8+0

* Le pourcentage d’aire des pics pour les DP du cisatracurium est exprimé en pourcentage de I'aire du pic de cisatracurium (base) au temps d’analyse correspondant
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Figure S6. Ajustement linéaire d’aprés I'ICH Q1E.

La ligne rouge continue représente |'ajustement linéaire applicable a nos données. La ligne
rouge en pointillés représente les limites de l'intervalle de confiance calculé a 95%. La ligne

bleue en pointillé représente l'intervalle de prédiction a 95%.
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Figure S7. Spectre de fragmentation MS/MS du cisatracurium (m/z = 464 (M2+)), énergie de

collision =30 eV.
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Figure S8. Spectre de fragmentation MS/MS du DP1, I'impureté A de la PE (m/z= 430 (M+)),

énergie de collision = 35 eV.
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Figure S9. Spectre de fragmentation MS/MS de la laudanosine, I'impureté C de la PE
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Tableau S2. Résultats détaillés de I’étude de stabilité du propofol et de la clonidine pour un patient de 45 kg (n=3)

PZ = potentiel Zéta, PDI = Index de Polydispersité, Z-average = MDD

Condition | Point d’analyse pH Osmolalité PZ (mV) Z-average (d.nm) PDI
(jour) (mOsm/kg)
0 6,93 +0,10 316,3%3,2 -37,8+0,8 168,4+0,3 0,082 + 0,017
1 6,97 £ 0,06 315,7+0,6 -38,0+0,6 169,1+2,9 0,041 +0,012
1 2 6,98 £ 0,02 313,3+3,1 -34,8+0,3 172,1+0,8 0,067 £ 0,019
3 6,94 + 0,02 314,0+1,0 -33,6+0,8 171,2+1,9 0,072 +£0,012
4 6,93+0,03 314,7+2,1 -33,0£0,7 173,7+0,3 0,075+ 0,030
0 7,15+ 0,03 332,0+£2,0 -37,7%£0,9 179,4+1,2 0,144 £ 0,023
1 7,09 £ 0,05 333,3+2,9 -41,5+1,0 173,2+1,1 0,055+ 0,013
2 2 7,10+0,03 332,3+2,1 -39,0+0,6 171,7£1,7 0,059 + 0,002
3 7,09 +£0,02 331,7+0,6 -35,7+0,8 170,4 £ 0,6 0,074 £ 0,010
4 7,11 10,03 332,3+0,6 -36,6 £ 0,7 173,2+2,1 0,066 = 0,006
0 6,86 + 0,03 300,3+1,2 -34,7+1,1 171,7£0,7 0,097 £ 0,024
1 6,82 £ 0,05 300,7+1,5 -38,2+0,2 171,2+0,4 0,085+ 0,013
3 2 6,78 £ 0,07 302,3+1,5 -34,1+0,6 174,1+1,2 0,080 + 0,009
3 6,79 £ 0,02 300,7+1,5 -31,3+0,7 175,8+1,5 0,081 +0,013
4 6,80 = 0,02 302,7+0,6 -31,7+0,4 178,5+0,8 0,108 + 0,007
0 7,03 £ 0,04 319,3+2,5 -34,6+1,0 165,2+1,7 0,084 + 0,026
1 6,93 £ 0,04 318,7+1,5 -42,6+1,0 172,1+0,6 0,154 £ 0,010
4 2 6,96 £ 0,06 320,0+1,7 -36,9+0,8 168,1+1,7 0,109 +£ 0,007
3 6,87 £ 0,04 318,7+0,6 -35,2+0,6 178,3+1,2 0,172 £ 0,017
4 6,90 £ 0,09 319,0+£1,0 -37,3+1,5 190,7+1,0 0,210+ 0,014

La composition des conditions 1 a 4 est décrite dans le Tableau XI.
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Tableau S3. Résultats détaillés de I’étude de stabilité du propofol et de la clonidine pour un patient de 150 kg (n=3)

PZ = potentiel Zéta, PDI = Index de Polydispersité, Z-average = MDD

Condition | Point d’analyse pH Osmolalité PZ (mV) Z-average (d.nm) PDI
(jour) (mOsm/kg)
0 7,10+0,02 327,3+0,6 -38,8+2,6 168,1+0,5 0,067 £ 0,024
1 7,05+ 0,05 329,0+1,0 -429+0,4 171,9+1,0 0,115+ 0,020
5 2 7,05+ 0,03 328,7+1,5 -39,0+1,2 170,1+1,3 0,068 + 0,027
3 6,99 + 0,02 327,0+1,0 -38,8+1,3 168,4+0,3 0,066 + 0,029
4 7,04 £ 0,02 328,7+1,2 -36,8+0,3 169,3+0,8 0,069 + 0,025
0 7,21+£0,02 337,7+0,6 -38,2+0,3 173,3+0,9 0,065 + 0,018
1 7,27 £ 0,03 338,0+1,0 -42,8+1,0 171,8+0,6 0,060 + 0,027
6 2 7,26 £ 0,02 336,3%1,2 -41,1+0,3 172,6 £1,2 0,056 + 0,003
3 7,22 +0,03 337,0+1,0 -38,4+0,8 171,0+0,6 0,098 + 0,011
4 7,18 £ 0,07 337,3%+1,5 -369+1,1 172,9+2,6 0,075+ 0,018
0 7,03 +£0,04 313,0+1,7 -34,8+0,6 170,4+1,8 0,088 + 0,005
1 6,88 £ 0,04 312,7+1,5 -42,4+0,5 190,8 £ 0,5 0,195 +£ 0,005
7 2 6,95+ 0,03 312,7+0,6 -36,9+1,1 179,0+1,7 0,130 +£ 0,009
3 6,95 + 0,02 313,3+1,5 -36,0+0,8 178,8+0,2 0,150 = 0,007
4 6,88 £ 0,01 313,3+1,5 -35,0+0,2 194,9+1,8 0,179 +£0,015
0 7,09 10,01 331,7+0,6 -38,1+2,1 170,9+1,4 0,106 = 0,006
1 7,08 £0,01 331,3+£0,6 -39,6£1,2 169,2+0,6 0,072 £ 0,012
8 2 7,10 £ 0,03 330,7+1,5 -37,9%£0,8 167,7£0,6 0,097 £ 0,016
3 7,06 £ 0,03 331,0+1,0 -38,4+1,0 168,4+1,3 0,085 + 0,025
4 7,04 £0,04 331,3+2,1 -37,4+1,2 168,4+1,6 0,087 £ 0,031

La composition des conditions 5 a 8 est décrite dans le Tableau XI.
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Tableau S4. Résultats détaillés de I’étude de stabilité du propofol et de la dexmédétomidine pour un patient de 45 kg (n=3)

PZ = potentiel Zéta, PDI = Index de Polydispersité, Z-average = MDD

Condition | Point d’analyse pH Osmolalité PZ (mV) Z-average (d.nm) PDI
(jour) (mOsm/kg)
0 6,90 + 0,04 317,3+1,2 -36,2+0,2 166,5+0,8 0,063 +0,018
1 6,94 £ 0,01 315,7+0,6 -34,6+0,9 168,8+1,6 0,061 + 0,020
9 2 6,90 + 0,07 316,01 2,7 -34,8+1,2 169,3+2,6 0,069 + 0,003
3 6,93 + 0,08 317,7+3,1 -349+1,7 178,1+1,6 0,096 + 0,015
4 6,92 + 0,02 316,0+£0,0 -33,5+0,4 177,6 £ 2,3 0,088 + 0,006
0 7,17 £ 0,05 334,0+£2,7 -41,4+1,2 170,0+1,8 0,099 £ 0,024
1 7,12+0,02 333,0+0,0 -36,6 £1,6 171,9+1,2 0,076 £ 0,003
10 2 7,13 +0,08 335,3+0,6 -37,0+£0,6 171,2+2,5 0,068 + 0,011
3 7,10+0,02 334,7+2,1 -37,8+0,6 171,6 £0,4 0,060 + 0,019
4 7,09 £ 0,04 335,7+3,8 -37,0+0,5 175,8 £ 3,2 0,074 £ 0,019
0 6,73 10,01 300,0+1,0 -32,5+0,5 167,5+1,8 0,080 + 0,009
1 6,72 +£0,02 299,7+0,6 -31,0£0,1 174,7£1,8 0,125+ 0,009
11 2 6,73 £ 0,06 299,0+£1,0 -29,7+1,1 172,0+1,0 0,069 £ 0,023
3 6,79 £ 0,06 300,7+1,5 -31,4+1,3 170,1+2,2 0,077 £ 0,009
4 6,74 £ 0,02 300,0+1,0 -32,0+1,0 188,2+2,7 0,158 + 0,018
0 6,93 + 0,04 316,7+0,6 -37,6+1,4 167,6 £2,0 0,063 +0,017
1 6,92 £ 0,01 318,3+1,2 -34,6 0,4 170,5+0,9 0,072 £ 0,022
12 2 6,99 £ 0,01 317,0+£1,0 -33,2+1,0 173,1+2,6 0,076 £ 0,024
3 6,92 £ 0,04 317,3+£1,2 -35,1+1,0 175,4+0,6 0,061 £ 0,002
4 6,99 £ 0,02 319,0+1,7 -34,6 £0,5 182,2+2,3 0,087 £ 0,016

La composition des conditions 9 a 12 est décrite dans le Tableau XI.
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Tableau S5. Résultats détaillés de I’étude de stabilité du propofol et de la dexmédétomidine pour un patient de 150 kg (n=3)

PZ = potentiel Zéta, PDI = Index de Polydispersité, Z-average = MDD

Condition | Point d’analyse pH Osmolalité PZ (mV) Z-average (d.nm) PDI
(jour) (mOsm/kg)
0 7,05+0,01 326,7+4,9 -39,3+0,8 176,8 £0,5 0,116 £ 0,020
1 7,07 £0,01 330,3%+0,6 -39,1+0,2 170,3+1,9 0,074 £ 0,019
13 2 7,04 £ 0,05 331,0+1,0 -36,8+0,8 169,8+1,9 0,085 + 0,009
3 7,02 +0,03 332,3+1,5 -39,0+0,8 170,6 £1,0 0,045 + 0,025
4 7,03+0,04 330,3+0,6 -38,1+0,7 175,2+2,4 0,069 £ 0,014
0 7,30£0,01 339,0+£2,0 -39,4+1,2 169,4+£0,6 0,064 £ 0,034
1 7,25+0,03 339,3+1,2 -40,5+0,2 169,7 £ 0,6 0,063 + 0,030
14 2 7,26 £ 0,04 338,7+3,1 -39,5+0,9 171,2+1,0 0,092 + 0,022
3 7,32+0,01 339,0+4,6 -39,9+0,3 173,3+2,0 0,080 + 0,026
4 7,22+ 0,04 339,0+1,0 -38,9+0,5 176,5+ 2,6 0,063 + 0,005
0 6,90 £ 0,07 315,3+0,6 -35,9+1,6 168,4 + 1,5 0,088 £ 0,018
1 6,94 + 0,03 316,0+£1,0 -33,7+0,3 168,3+1,0 0,087 £ 0,015
15 2 6,95+ 0,01 315,3+2,1 -33,8+1,2 177,2+0,8 0,103 £ 0,010
3 6,99 £ 0,01 314,0+ 3,0 -33,4+0,8 176,6 £1,4 0,108 + 0,004
4 7,01+0,05 317,0+1,0 -35,5+0,9 181,3+3,4 0,086 + 0,030
0 7,13+0,01 334,0+1,0 -41,3+0,7 173,2+0,6 0,089 + 0,012
1 7,13+£0,02 332,0+1,7 -40,0£0,5 169,9+1,9 0,078 £ 0,008
16 2 7,11 £0,02 332,0+£1,0 -38,5+0,9 169,6 £1,5 0,082 £ 0,016
3 7,19+0,01 333,3+0,6 -39,5+0,7 171,9+0,8 0,056 + 0,009
4 7,15+0,01 332,3+3,1 -38,2+1,1 175,6 £ 3,2 0,048 + 0,007

La composition des conditions 13 a 16 est décrite dans le Tableau XI.
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Abstract

The research subject of this PhD focused on the development of analytical methods to
assess the stability or incompatibilities of injectable anaesthetic drugs in solution or in
dispersed systems.

The first part of this work involved a study of the stability of cisatracurium besylate
ampoules produced by the pharmacy of Lille University Hospital to ensure continuity of care
for intensive care patients in the context of supply disruptions caused by the COVID-19
pandemic. The stability study was conducted on a batch of 4,000 ampoules stored at 2-8°C for
18 months. This study required the validation of a stability-indicating HPLC-UV method for the
determination of cisatracurium and laudanosine, one of its degradation products described as
a marker of its instability. In addition, the use of an HPLC-mass spectrometry method enabled
the identification of degradation products and the study of degradation pathways. Our results
showed that cisatracurium solutions at 10mg/mL were stable for 15 months under our
preparation and storage conditions. The main degradation pathway observed under our study
conditions (ester hydrolysis) differed from that previously described (Hofmann pathway). This
highlights the imponderability of conducting stability studies under conditions representative
of the actual use of drugs.

The second part of this thesis led us to study the incompatibility between different
drugs used in anaesthesia and intensive care units. The models studied were the simultaneous
administration of propofol and alpha-2 adrenergic receptor agonists (a2A; clonidine or
dexmedetomidine) used in multimodal analgesia. The data available in the literature refers to
concentrations and ratios that are not representative of those encountered in hospital wards,
potentially exposing patients to drug hazards. We assessed the compatibility of propofol-a2A
combinations under conditions mimicking those encountered in critical care units. Eight
conditions per combination were evaluated over 96 hours, in triplicate, varying the simulated
mass flow rates for each drug and for patient weights of 45 and 150 kg. To assess the chemical
compatibility of these combinations, we developed and validated 3 stability-indicating HPLC-
UV assay methods to study the stability of propofol, clonidine and dexmedetomidine in
combination for 96 hours. The physical compatibility of the emulsion in combination was
assessed using a granulometer coupled to a zeta potential measurement (with positive and
negative controls). Our results demonstrated the physico-chemical stability of propofol-a2A
mixtures representative of those used in current practice.

In conclusion, the results of this work have provided scientific validation of hospital
pharmacy and care service practices. They also highlighted the fundamental role of
pharmacists in guaranteeing the quality of patient drug management, by using their skills in
analytical chemistry to assess compatibility and stability data.

Key words: Injectable; drug compounding; drug stability; anaesthesia and Intensive care;
emulsion; drug physico-chemical compatibility
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Résumé

Le sujet de recherche de ce Doctorat a porté sur le développement de méthodes
analytiques afin d’évaluer la stabilité ou les incompatibilités de médicaments injectables
d’anesthésie-réanimation en solution ou en systémes dispersés.

La premiere partie de ce travail a porté sur I'’étude de la stabilité d’ampoules de
bésylate de cisatracurium produites par la pharmacie du CHU de Lille pour permettre la
continuité de la prise en charge des patients de réanimation dans le contexte des ruptures
d’approvisionnement occasionnées par la pandémie a la COVID-19. L’étude de stabilité a été
menée sur un lot de 4000 ampoules conservées entre 2 et 8 °C pendant 18 mois. Ce travail a
nécessité la validation d’'une méthode CLHP-UV indicatrice de stabilité pour le dosage du
cisatracurium et de la laudanosine, un produit de dégradation décrit comme marqueur de son
instabilité. Par ailleurs le recours a une méthode CLHP couplée a la spectrométrie de masse a
permis une identification des produits de dégradation et I'étude des voies de dégradation.
Nos résultats ont permis de conclure a la stabilité durant 15 mois des solutions de
cisatracurium a 10mg/mL dans nos conditions de préparation et de conservation. La voie de
dégradation principale observée dans nos conditions d’étude (I’hydrolyse de I'ester) différait
de celle précédemment décrite (voie d’"Hofmann). Cela souligne I'impondérabilité de mener
des études de stabilité dans les conditions représentatives de ['utilisation réelle des
médicaments.

La seconde partie de cette thése nous a conduit a étudier I'incompatibilité entre
différents médicaments utilisés dans les services d’anesthésie et de réanimation. Les modeles
étudiés étaient I'administration simultanée de propofol et d’agonistes des récepteurs alpha-2
adrénergiques (a2A ; clonidine ou dexmédétomidine) utilisés dans le cadre de I'analgésie
multimodale. Les données disponibles dans la littérature concernent des concentrations et
des ratios non représentatifs de ceux rencontrés dans les services de soins, exposant
potentiellement les patients a un risque médicamenteux. Nous avons évalué la compatibilité
d’associations propofol - a2A dans des conditions mimant celles des services de soins
critiques. Huit conditions par association ont été évaluées pendant 96 heures, en triplicat, et
en faisant varier les débits massiques simulés pour chague médicament et pour des poids de
patients de 45 et 150 kg. Afin d’évaluer la compatibilité chimique de ces associations, nous
avons développé et validé 3 méthodes de dosage indicatrices de stabilité par CLHP-UV pour
I’étude de la stabilité en association du propofol, de la clonidine et de la dexmédétomidine
pendant 96 heures. La compatibilité physique de I’émulsion en association a été évaluée a
I'aide d’un granulométre couplé a une mesure du potentiel zeta (avec contrdles positifs et
négatifs). Nos résultats ont permis de démontrer la stabilité physico-chimique de mélanges
propofol-a2A représentatifs de ceux utilisés en pratique courante.

En conclusion, les résultats de ce travail ont ainsi permis une validation scientifique des
pratiques hospitalieres de la pharmacie et des services de soins. lls ont également permis de
souligner le réle fondamental du pharmacien pour garantir la qualité de la prise en charge
médicamenteuse du patient, au travers de I'utilisation de ses compétences en chimie
analytique pour I'évaluation des données de compatibilité et de stabilité.

Mots-clés : injectable ; préparation de médicaments ; stabilité de médicaments ; anesthésie-
réanimation ; émulsion ; compatibilité physico chimique de médicaments
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