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Résumé

La prise en charge des patients atteints de cafadelintervenir le pharmacien
hospitalier dans la préparation des médicamenisasacgreux injectables. Afin de limiter les
colts de cette prise en charge médicamenteuselasnalternatives consiste a optimiser leur
préparation en prenant en compte la stabilité pgbyshimique des anticancéreux : 1l-en
utilisant les reliquats généreés lors de la prépara- en évaluant la possibilité de fabriquer a
lavance les préparations d’anticancéreux. L'abseme données de stabilité de ces
médicaments nous a conduits a I'évaluer sur le pexed et le methotrexate afin de
répondre a cette double problématique et d’étudigain de colt associé.

Nous avons démontré, au cours de ce travail, llistades reliquats de pemetrexed-
Alimta® pendant 14 jours permettant ainsi leur réutilsatiNous avons également montré la
stabilité de solutions de méthotrexate conditiosr@eseringues pendant 28 jours.

Une des conséquences de ces études est la réalisgconomie pour la sécurité
sociale par l'optimisation de la gestion des raligud’anticancéreux. Cette économie
représente environ 10 % du budget annuel des anéoaux injectables soit 750 k€.

Nous avons montré au cours de ce travail I'appetadthimie analytique et organique
ainsi que l'apport de la pharmacie dans la miseplase et I'exploitation des études de

stabilité sur les médicaments anticancéreux inpesa



Résumé en anglais

Hospital pharmacists are involved in the managenoéntancer patients through
preparation of intravenous anticancer drugs. Tat litme costs of the chemotherapies, an
alternative is to optimize their preparation by sidering the physicochemical stability of
anticancer drugs. This can be done by using thevefs generated during the preparation and
by preparing in advance the devices to be usedarinistration. The lack of data on the
stability of anticancer drugs has led us to evalymmetrexed and methotrexate with the aim
of answering both the above issues. In parallelstudied the associated cost savings.

In this thesis, we have demonstrated the stalfitieftovers of pemetrexed-Alinita
for 14 days allowing their use for subsequent papans. We also showed the stability of
solutions of methotrexate packaged in syringe28days.

One consequence of these studies is its translaticost-savings for our Healthcare
Funding Organization by managing leftover anticandeigs. These cost-savings (about
750 k€) represent about 10 % of the total annupéediture of anticancer drugs.

Our work illustrates the contribution of analytiGld organic chemistry and the role

pharmacists can have in improving costs by perfognstability studies of anticancer drugs.
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La volonté d’améliorer la qualité de la prise earge du patient a I'hépital a entre
autre, contribué a la mise en place du circuit dddicament (Figure 1). Le circuit du
médicament commence par la prescription et se piyrar la dispensation, étape qui
comprend I'analyse pharmaceutique et la délivratesemédicaments. Il s’acheve par leur
administration au patient.

En amont, ce circuit est consolidé par des étapesngent pharmaceutiques telles
que :

- La gestion des médicaments : commandes aux labestgestion des
stocks, des périmeés, des retraits de lots (taat@hérmacie que dans les
armoires des services),

- Le choix des médicaments disponibles a I'h6pitdaetonstitution du livret

du médicament.

Meédecin

wﬁﬁptiﬂn
Diagnostic

Pharmacien

GESTION DES Analyse

Patient MEDIC AMENTS pharmaceutique

Préparateur

Adnunistration
/)imen;ation

Parsonnel infirmier

Schéma 1 :Schéma du circuit du médicament

La préparation des médicaments injectables esgétape parfois nécessaire voire
obligatoire lorsqu’il s’agit de traitements injeblas d’anticancéreux pour des patients
hospitalisés. Cette préparation est sous la regpdité du pharmacien hospitalier de

I'établissement qui doit proposer entre autres desditions de conservation des

13



préparations en fonction des données de stabihtgsigo-chimiques disponibles. Ces
données dépendent de nombreux critéres tels que :

- Les conditions de conservation (température, abladumiéere...),

- Les conditions d’administration (matériaux)

- Les concentrations finales des médicaments dihigsj que des solvants de

dilution (Glucose 5 %, NaCl 0,9 %).

La combinaison de ces critéres, principalementdiésdoses adaptées pour chaque
patient (voire volumes et temps de perfusion) fléncrcice délicat et complexe.

Certaines données de stabilité sont disponibles desm Résumés Caractéristiques du
Produit (RCP), d’autres dans la littérature, maistant parfois inadaptées a la pratique
quotidienne hospitaliére.

De plus, les méthodes d’analyse utilisées telleslg@CLHP-UV (Chromatographie
Liguide Haute Performance couplée a une détectima-Violette) sont peu spécifiques et
les méthodologies décrites sont hétérogenes etxydicites. Il est également important de
constater que la plupart des études se focalispiemient sur le suivi du déficit en principe
actif des solutions reconstituées, conduisant ainsur potentielle perte d’efficacité. Par
ailleurs pour les anticancéreux mis en solutiomn, ggétudes ont envisage la possibilité de
relargage de produits de dégradation qui pourraentévéler actifs ou surtout toxiques.
Les études de stabilité des chimiothérapies arté@anses sont donc essentielles dans la
prise en charge des patients atteints de cancedafgarantir une utilisation non délétere
des médicaments. Ces études sont d’'autant pluspimsables que les produits sont
extrémement couteux (jusqu’a 8 000 € la préparpgbue toute déviation, par rapport au
RCP, de stockage ou de préparation conduiraita@d&ruction d’'une telle préparation.

Un des cinq axes de travail de la Société Frangdes&harmacie Oncologique
(SFPO) concerne « La stabilité des médicamentsaartéreux » dans le but d’harmoniser
et de valider les différentes études de stabilidtdcancéreux injectables publiées dans
des revues internationales. L'objectif visé estdigposer d’'une base de données des
stabilités d’anticancéreux injectables permettangérer au mieux, au quotidien, I'activité
des différentes unités de préparation des médicanaeticancéreux des établissements de
santé en France. A I'heure actuelle, en effetakiste pas de recommandations officielles
de la part des autorités sur l'utilisation des dmmde stabilité physico-chimiques issues
de la littérature scientifique. Ces stabilités séaitées et mentionnées dans les dossiers du

CNHIM et constituent un véritable support fiableupte terrain [1].

14



L’Institut National du Cancer (INCa), de son cétsistait dans son compte-rendu
de réunion du 15 novembre 2005, sur la difficuktécontrée par IAFSSAPS (Agence
Francaise de Sécurité SAnitaire des Produits detépgpour obtenir de lindustrie

pharmaceutique des études de stabilité des méditameticancéreux apres dilution.

« Des études de stabilité des anticancéreux msolkerion doivent étre engagées par |les
industriels du meédicament car les durées de d@biigurant dans le Résumé des
Caractéristigues du Produit sont souvent trés diesit La difficulté est le pouvoir de

contrainte dont peut disposer 'AFSSAPS dans ceaiioen».

Outre les pertes d’efficacité ou l'apparition deitité, ces études ont un impact
économique non négligeable puisqu’elles permetttaibutilisation des reliquats
d’anticancéreux si ces derniers sont conservésdissonditions optimales.

Pour pallier ce manque reconnu d’informations disiples sur la stabilité des
médicaments et assister malgré tout, I'Unité degpBasmacie Clinique et Oncologique du
CHRU de Tours dans sa démarche volontaire veraneibeure gestion des reliquats de
médicaments, notre équipe de recherche s’est $&eakn premier lieu sur deux aspects
complémentaires du probléme:

- D’une patrt, I'étude de stabilité physico-chimigdans les conditions d’utilisation

au sein de I'Unité de Biopharmacie Clinique et Qogmue du CHRU de Tours,

de deux préparations d’anticancéreux, tres largem@ministrés et I'identification
des produits de dégradation apparus au cours teatatle de stabilité.

- D’autre part, I'évaluation de I'impact économiqie telles études dans la pratique

guotidienne de l'unité de reconstitution des amiéaeux au sein du CHRU.

Apres une présentation, du contexte hospitalieon@mique et scientifigue dans
lequel se situe la problématique de stabilité ployshimique des anticancéreux injectables,
nous développerons, la mise au point d’'une méthodé/tiqgue permettant le suivi de stabilité
chimique d’une préparation d’anticancéreux tregdarent administré en pneumologie, le
pemetrexed-Alimtd, ainsi que les méthodes analytiques mises en opourecaractériser les
produits de dégradation apparus au cours de detie.éNous exposerons ensuite les résultats
d’'une deuxieme étude de stabilité répondant a uri@gmatique de notre unité concernant un

anticancéreux de la méme famille que le pemetrédiedta®, le methotrexate, résultats
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obtenus en ajustant les conditions chromatograpbkiqoptimisées pour l'analyse de la
premiére molécule.

Le troisieme chapitre sera dédié a I'étude que nmwsns réalisée sur l'impact
economique de la gestion des reliquats des anécame au quotidien au sein de notre service
hospitalier.

Le manuscrit s’achévera sur une conclusion généatlesur les nombreuses
perspectives de ce travail. En effet, un grand memdbanticancéreux injectables sont
développés a I'heure actuelle et les informatiomscernant leur stabilité physico-chimique
restent toujours parcellaires. De plus, pour lesvaelies thérapies ciblées qui font appel de
plus en plus a des molécules telles que les apscoronoclonaux il sera nécessaire de
développer de nouvelles techniques d’analyse<rdiftes de celles adaptées actuellement a
lanalyse des molécules chimiques classiques, afa caractériser leur structure

tridimensionnelle en solution.
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CHAPITRE |
BESOIN D'UNE MEILLEURE GESTION DE
L'UTILISATION DES ANTICANCEREUX DANS
LES UNITES DE RECONSTITUTION DES PUI
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Depuis une vingtaine d’années, la pharmacie hdeg#aconnait un essor et une
diversification de ses activités sans précédentloLalu 8 décembre 1992 définit pour la
premiere fois la Pharmacie a Usage Intérieur (Rl@H établissements de santé ainsi que les
activités dont elle a la charge [2]. Cette loi 8'@se consolider par la loi dUjjuillet 1998
qui introduit I'obligation pour les établissemerds santé de mettre en place un systeme
permettant d’assurer la qualité de la stérilisatien dispositifs médicaux [3].Dans la suite de
ce premier chapitre, nous allons présenter le gntgglementaire lié au fonctionnement de
la PUI, puis, en nous placant dans le contexteadwdtique de la cancérologie, nous allons
tenter de mettre en évidence les enjeux économigdegs par la gestion des anticancéreux
utilisés au quotidien. En effet, ces traitemenigésentent un budget important au sein des
PUI en France, avec des conséquences directes Buddiet d’'un hdpital mais aussi sur celui

des organismes payeurs (Sécurité Sociale).

|.1 Contextes réglementaires de la pharmacie hospiiere

[.1.1. Les missions de la Pharmacie a Usage Inténre(PUI)

Les missions de la PUI sont de plusieurs natures [4
- D’'une part, les missions légales selon I'Artitle5126-5 du Code de la santé publique
qui réunissent la gestion, l'approvisionnement, paéparation, le controle des
médicaments, des produits et objets du monopolemaweutique, la détention des
dispositifs médicaux stériles, la dispensatiomf@irmation sur ces articles, la promotion
du bon usage, la pharmacovigilance et la matériavige,

- Et d’autre part, une action sur la qualité etdaurité des soins.

Ces missions légales sont complétées par destasti¢iglementaires divisées en 2 parties :
- Les activités obligatoires :

gestion

approvisionnement

contrble

o ©0 o o

détention des médicaments, des produits du mongg@enaceutique et
des dispositifs médicaux stériles

o réalisation des préparations magistrales, dividiesmproduits officinaux
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- Les activités optionnelles soumises a autorisation
o0 réalisation des préparations hospitalieres
o réalisation des préparations pour essais cliniques
o délivrance des aliments diététiques destinés dimemedicales spéciales
o stérilisation des dispositifs médicaux
0 préparation des médicaments radiopharmaceutiques
o dispensation des médicaments aux patients amhbgiatoi

Enfin, la PUI doit remplir des missions pratiqgueslispensation des articles
pharmaceutiques ; suivi thérapeutique ; approvimament des articles pharmaceutiques
(interne (dont pharmacotechnie et stérilisation)eeterne) ; minimisation et analyse des
codts ; prévision et anticipation d'une situatianitire critique ; enseignement des pratiques
pharmaceutiques ou para-pharmaceutiques, formatitrmation ; recherche appliquée en
pharmacie. Toutes ces missions doivent étre réalisélon des principes de respect de la
réglementation, de sécurité sanitaire, de tragabitles articles et des opérations, de
gualification des intervenants et dans un souchpeent de satisfaction du patient.

Afin de définir clairement les conditions de miseceuvre de toutes ces missions, le
décret n°2000-1316 du 26 décembre 2000, paru adw@0 décembre 2000, relatif aux
pharmacies a usage intérieur prévoit que celldsititionnent conformément aux bonnes
pratigues de pharmacie hospitaliere (article R.48A0 du code de la santé publique) [5-6].

,,,,,

pharmacie hospitaliére, la gestion de la qualiépersonnel, des locaux et du matériel [7].

[.1.2.La tarification a l'activité (T2A)

Parallelement a ces regles définissant la pharmiacspitaliere et afin de limiter
'augmentation du déficit de la sécurité sociald,P2milliards d'€ en 2010), I'Etat Francais a
entamé une profonde réforme du financement dedisstaiments de santé en votant la loi du
18 décembre 2003 (art. 22 a 34) [8]. Cette loindefa Tarification a I'Activité (T2A) pour
les établissements de santé titulaires d’'autoosatide médecine, chirurgie et obstétrique
(MCO). Dans le secteur public, cette loi permetsdbstituer le financement par la dotation
globale et ainsi, d’allouer des financements erwtion de la nature et du volume de I'activité

réellement réalisée. Dans le cadre de cette Tatiibic & I’Activité (T2A), le financement des
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médicaments administrés au cours d'un séjour ledspitest assuré selon plusieurs

modalités (Figure 1.1) :

FINAHCEMENT AU TITRE DES
CAS TAFRIFS DES PRESTATIONS q Tous les médicaments

GEHERAL 'HOSPITALISATION adminiztrés durart le
s&jour du patient

FINAHCEMENTS EHN 5US DES

PRESTATIONS Liste limitative de
"HOSPITALISATICON médicaments onéreux
EXCEPTIONS
FINAHNC EMENT AU TITRE DE mMedicaments bénéficiant
L’ENVELCOPPE DEDIEE AU d'une Autorisation
FIHAHCEMENT DES MISSIONS Temporaire o Liilisation
D'INTERET GEHERAL [ATLD

Figure 1.1. : Modalités de financement des médicaments adnmésisdu cours d'un séjour

hospitalier

En régle générale, le financement des médicamenssd’'un séjour de patient a
I'hépital est inclus dans ce que I'on appelle la®Upes Homogenes de Service (GHS). Les
tarifs de ces GHS englobent ainsi 'ensemble destations d’hospitalisation, y compris les
médicaments. Cependant, le traitement de certga#isologies, notamment cancéreuses,
nécessite l'utilisation de molécules tres onéreuwda® le codt n'entre pas dans le GHS
correspondant a la pathologie traitée. Un disga#tiogatoire, décrit a l'article L162-22-7 du
code de la sécurité sociale, a donc été mis em plaar ces médicaments qui sont inscrits sur
la liste dite « liste des médicaments facturabfesies des prestations d’hospitalisation » [9].
Ainsi, chaque utilisation de ces médicaments fabjét d’'une facturation spécifique,

supplémentaire du séjour concerné.

Cette liste n’est pas définitive et chaque ajouteitait de spécialités pharmaceutiques
est évalué afin de s’assurer d’'un accés continypatsnts aux médicaments concernés. Toute
modification de cette liste est publiée au Joufficiel par un arrété du Ministre en charge
de la Santé et de la Sécurité Sociale pris enagih de I'article L.162-22-7 du code de la
sécurité sociale. Ceci est réalisé apres recomrtianddu Conseil de I'Hospitalisation, et
aprés consultation des fédérations représentatiess établissements de santé publics et

prives.
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L’arrété du 4 avril 2005 publié au Journal Officad 10 mai 2005 fixe la liste des
spécialités pharmaceutiques prises en charge etesysrestations d’hospitalisation [10]. Par
la suite, I'ensemble des modifications est appparepublication d’arrétés au Journal Officiel,
modifiant I'arrété du 4 avril 2005. Ces prix pullieprésentent la base de remboursement des
médicaments par la sécurité sociale aux établissismde santé: c'est le tarif de

responsabilité.

[.1.3. Le contrat de Bon Usage (CBU)

Afin de rendre les établissements de santé resplassanotamment sur les dépenses
de médicaments en sus des GHS, I'Etat a mis ee placle décret du 25 aodt 2005 le contrat
de bon usage (CBU) des médicaments, des produiestations [11]. Ce contrat est établi
entre les établissements, le Directeur de I'AgeRégionale de Santé (ARS) et I'assurance
maladie. |l permet, par un engagement formalisg,&ablissements de s’engager a améliorer
et sécuriser le circuit du médicament et des ptedet prestations. Ce contrat permet
egalement de favoriser les pratiques pluridiscgies ou en réseau et le respect des
référentiels, notamment dans le domaine de la calogge. Enfin, il permet de formaliser des
engagements spécifiques aux spécialités pharmguoestiet aux produits et prestations
mentionnés au premier alinéa de l'article L. 162722].

Il est important de considérer les deux premierngaifs (améliorer le circuit du
médicament et favoriser les pratiques pluridisngilies) de ce contrat par rapport a la
pratigue de la cancérologie afin de comprendreefgsux économiques de la gestion de ces
médicaments utilisés au quotidien.

Au titre du contrat de bon usage, I'établissemenissrit & des engagements relatifs

aux médicaments, produits et prestations poganinimasur les cing points suivants :

1. L'informatisation du circuit du médicament et durccit des produits et
prestations ;

2. Le développement de la prescription et de la dispgon a délivrance

nominative ;

3. La tracabilité de la prescription, soit a 'admtrégion pour les médicaments, soit
a l'utilisation pour les produits et prestations ;
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4. Le développement d’'un systéme d’assurance-qualité

5. La centralisation de la préparation sous la resgfuli® d'un pharmacien des

traitements anticancéreux, pour autant que I'é&abinent de santé soit concerné.

Ce dernier et cinquiéme point est tres importamingaux responsabilités engagées sur
I'utilisation de tel ou tel anticancéreux dans a@esditions non décrites par TAMM mais
nécessaires a la pratique hospitaliere, notamnaaTs ldh gestion des restes d’anticancéreux.

Sur le versant des pratiques pluridisciplinaireggtamment en cancérologie,
I'établissement s’engage sur I'organisation etrégdbilité de celles-ci afin de proposer aux
patients une stratégie thérapeutique concertéepwyapt sur des protocoles validés et
actualisés. Il s’engage également sur la particpad un réseau régional de cancérologie
permettant le partage, I'actualisation et la vdiag voire I'’évaluation des référentiels de
pratiques en chimiothérapie. A ce titre, les rézatricanceérologie et les sociétés savantes de
pharmacie oncologique ont un role primordial a jodans la mise en place de référentiels
validés de stabilités physico-chimiques de médicamanticancéreux afin d’offrir au patient
une prise en charge de qualité.

Pour garantir aux patients un acces aux médicametitancéreux dans des nouvelles
indications reconnues non précisées dans TAMMCRU stipule que, des sa signature,
I'utilisation des spécialitées pharmaceutiques (es des GHS), doit étre conforme soit a
'AMM, soit aux protocoles définis par TAFFSAPSHIAS ou I'InCa. Dans le cas ou
exceptionnellement, le prescripteur ne respectdgsadispositions précédentes, celui-ci doit
porter au dossier médical 'argumentation nécesshasée sur les recommandations de
sociétés savantes ou sur les publications dansedass internationales a comité de lecture et
doit le faire valider en Réunion de Consultatiouriisciplinaire. A noter qu’a aucun
moment ne sont précisées des recommandations qubatilisation pharmaceutique des
médicaments non reconnues par I'AMM, 'AFFSAPS, A8l ou I'InCa. Pour empécher les
dérives d'utilisation et de prescription et pouswaer le respect des engagements du CBU, le
taux de remboursement de ces médicaments est @s&0 % par les régimes obligatoires
d’assurance maladie si le contrat est respectés bataux de remboursement peut étre fixé
pour I'année suivante dans une fourchette compenge 70 % et 100 % si au moins un des
engagements du CBU n’est pas respecté. Dans teusae la différence entre le montant

remboursable et le montant remboursé ne peutdtterée aux patients.
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Enfin, pour limiter la consommation des médicamemsus des GHS, l'article 47 de
la loi n° 2008-1330 du 17 décembre 2008 de finamecende la sécurité sociale pour 2009
stipule que I'Etat fixe un taux prévisionnel d’éwion des dépenses d’assurance maladie
lites a ces meédicaments [12f. Lorsqu'elle estime, compte tenu des référentetls
recommandations €élaborés par la Haute Autorité deté, I'Institut national du cancer et
I'Agence francaise de sécurité sanitaire des prisddé santé, que le dépassement de ce taux
par un établissement de santé n'est pas justifagehce régionale de I'hospitalisation
conclut, pour une durée d'un an, avec les autrgaataires du contrat de bon usage des
médicaments et des produits et prestations merdicnn'article L. 162-22-7, un plan
d'actions visant a maitriser I'évolution des démmnpar I'amélioration des pratiques de cet
établissement ». «En cas de refus de I'établissedeesigner ce plan ou si I'établissement ne
respecte pas le plan auquel il a souscrit, le reambement de la part prise en charge par
l'assurance maladie est réduit a concurrence dé/d (Qour une durée d'un an, en fonction
des manquements observés, aprés que |'établissendgt mis en mesure de présenter ses
observations. Le cas écheéant, cette réduction seuliavec celle résultant de l'article L.
162-22-7, dans la limite maximale de 30 %. La d#ff€ée entre le montant remboursable et le
montant remboursé ne peut étre facturée aux patientPour I'année 2011, l'arrété du 14
mars 2011 pris pour I'application de l'article L62:22-7 fixe a 3 % le taux d’évolution, par
rapport a 2010, des dépenses pharmaceutiques dispiesitifs médicaux en sus des GHS
apres avoir été a 8 % (en 2010) et 10 % (en 2aA) |

Toutes ces mesures ont pur but de limiter les digsede santé en agissant sur la
prescription des traitements, notamment anticangérmais aucune mesure réglementaire
n'est prise quant a l'optimisation de I'utilisatiotles anticancéreux dans les unités de
reconstitution des PUIL Afin de préciser commens lenités de reconstitution de
chimiothérapies peuvent intervenir sur le plan éooigque et sur la maitrise des dépenses de
santé de I'hdpital, nous allons prendre I'exempéel'tUnité de Biopharmacie Clinique et
Oncologique (UBCO) du CHRU de Tours a I'hépital ®reeau en présentant son mode de
fonctionnement et montrer dans ce contexte, tanterét de minimiser les codts, et donc de
faire une étude approfondie de la stabilité desicaétents anticancéreux reconstituées en

solution .
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|.2. L'unité de Biopharmacie Clinique et Oncologiqle (UBCO) du
CHRU de Tours — Hopital Bretonneau

Une des activités principales des PUI est la redatien des anticancéreux dans des
unités dédiées sous la responsabilité d'un phaenatie CBU prévoit cette organisation et
oblige les établissements signataires a constitoetelle unité.

Au sein du CHRU de Tours, a I'hdpital Bretonnedunité de Biopharmacie Clinique
et Oncologique (UBCO) a été créée en 2005 dansnr&erégional de cancérologie Henry
Kaplan. L'unité est ainsi détachée physiquemenkadeUl de I'hdpital Bretonneau mais se
retrouve au cceur de l'activité de cancérologie ddRO afin de mieux répondre aux
exigences d'un tel centre en termes de nombre tienpa suivis et capacité d’accueil. Le
centre régional de cancérologie dispose de 1@'Hépital de jour en onco-hématologie, 55
lits d’hospitalisation en onco-hématologie et rddéwapie, et accueille de ce fait, un grand
nombre de patients, environ 5600 patients par hiffies 2009). L'UBCO posséde quant a
elle, 3 isolateurs (2 postes par isolateur) et utoraate de contrble pour les préparations
d’'anticancéreux. Son personnel inclut 1,6 équivaemps plein (ETP) de pharmacien
praticien hospitalier, 0,8 ETP de pharmacien aasis® internes en pharmacie hospitaliére, 5
préparateurs hospitaliers, un ouvrier professioneelun livreur pour transporter les

chimiothérapies dans I'hopital.

Figure 1.2. : Photo de I'Unité de Biopharmacie Clinique et Ongmae du CHRU de Tours
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Comme toutes les activités pharmaceutiques, la apgépn de meédicaments
anticancéreux est soumise a des obligations régkaines : Les Bonnes Pratiques de
Préparation (° édition Décembre 2007) et validées par linspectigégionale de la
pharmacie afin d’obtenir I'arrété préfectoral d’extee. Les unités telles que 'UBCO sont,
notamment, concernées par le chapitre 6 « Prépasatie médicaments stériles » et le
chapitre 7 « Préparations de médicaments contetesitsubstances dangereuses pour le
personnel et 'environnement » de ces bonnes piegigCe texte rappelle les obligations en
termes de préparation aseptique, environnememadail protection du personnel et contréle
qualite.

Chaque année, environ 23 000 préparations anticausxs sont fabriquées a 'UBCO
avec, pour chacune d’entre elles, une tracabigté&adrescription jusqu’a I'administration au
patient. En effet, la démarche de certificationcdée unité a permis une qualification ISO
9001, depuis 2007, permettant ainsi de garantirprise en charge identique pour chaque
patient quelque soit le lieu d’activité (3 PUI airsdu CHRU de Tours).

Pour mieux comprendre les conséquences de la régtation sur I'activité
journaliere de 'UBCO et le circuit d’'une prépaaatiselon la qualification ISO 9001 il nous
faut décrire le circuit d’'une préparation anticaecse.

Le circuit de fabrication débute dans les servidescologie par la prescription
effectuée par les médecins a partir de référentég®naux et nationaux, et d'une base, le
thésaurus de chimiothérapie du CHRU. Au sein d8CQ (Figure 1.2.), un double circuit
s’organise autour d’'une part, des prescriptiongdgak (dite en “OK chimio”), d’autre part
des préparations en attente. A noter que toutespEations se déroulent dans un local classé
en zone d'atmosphére contrélée (ZAC) ISO 8 avecemgpérature et une humidité maitrisée.
L’envoi de la prescription déclenche les opératipingrmaceutiques suivantes :

- Validation de la prescription au regard de l'indica, du thésaurus des protocoles,
du respect de l'intercycle et de 'adéquation desed, mais aussi du médicament
en prenant en compte la stabilité dans le solvardildition, la concentration et la
durée de cette stabilité en fonction des conditiemgonservation, et d’autre part,
la rédaction des fiches de fabrication des prémamnominatives,

- Rédaction et signature par le pharmacien des fidadabrication,

- Préparation d’'un plateau par un premier opérateur,
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Contréle et conditionnement en panier par un dpearadifférent. Ce plateau
comporte le produit de chimiothérapie, le solvadattinistration, les matériels de
transferts et autres consommables,

Chargement et stérilisation : les paniers étartspii& sont disposés sur un chariot
d’accostage en vue d’étre stérilisés. Chaque chesgeonstituée de 1 a 12 paniers,
elle est accostée dans le SAS de bio-décontammagices ouverture de la porte.
L’originalité de l'installation réside égalementrdal’informatisation de chaque
opération concernant les isolateurs alliant a les fiiberté et sécurité par
I'intermédiaire d’'une supervision. Quinze minutessiérilisation et la charge peut
étre transférée dans I'enceinte de travalil,

Réalisation des préparations une par une par cdiopeel qualifié et expérimenté
ayant recu une formation interne adéquate. Apréshafje de la fiche de
fabrication, le second contrble est réalisé paréparateur qui s’appréte a opérer.
La préparation peut commencer avec ses opératmnscdnstitution et dilution. Il
faut en moyenne 12 minutes pour réaliser la prépareSuivant la complexité, les
temps de dissolution et le nombre de flacons, uépagpation peut prendre de 5 a
60 minutes. Les déchets sont éliminés dans un mentespécifique original, muni
d'une double porte étanche et garantissant laligéédes enceintes lors de la
connexion mais surtout évitant une exposition dgsqnel lors de la déconnexion,
Réalisation du dernier contrdle visuel par unecéiepersonne (numéros de lot,
numeéro d’ordonnancier, patient, service). Une faigpréparation contrblée, un
systéme de sortie dynamique permet la récupérakiofa préparation dans son
panier,

Réalisation d’'un contréle analytique effectué saréghantillon de la préparation
par un automate de contréle permettant de vétdienolécule, la concentration et
le solvant de dilution. Ce contr6le terminal estesdiel dans la libération des
préparations,

Libération par un pharmacien,

Envoi dans le service et administration: le joue Hadministration, les
préparations sont acheminées dans le service plwraar de la pharmacie. Une
fois dans le service, l'infirmiére signe la réceptiet I'administration peut

commencer.

26



Il faut entre 10 minutes et 1 heure entre le “Okneb” et 'administration pour les
préparations planifiées des services d’h6pitaujyode 1 heure 30 sont nécessaires pour les
services d’hospitalisation complete. Il est impottde préciser que la méthode de préparation
dans ces unités (isolateur, hotte a flux d’air tzaire) permet de s’affranchir de la stabilité
microbiologique et donc de toutes contaminationsromiologiques des préparations
médicamenteuses.

Certains protocoles nécessitent une administratjoatidienne d’'un médicament
anticancéreux pendant 3, 4 voire 5 jours consécutiest donc essentiel pour une unité de
reconstitution de chimiothérapies de pouvoir apécila préparation de ces médicaments afin
d’éviter des pics d’activité et un retard dommadeabotamment pour I'hdpital de jour, et
afin de respecter le délai de livraison imposé darige démarche de certification. Pour toutes
ces raisons, étudier de facon plus approfondi¢akiléé des molécules dans les conditions
d’administration des anticancéreux injectablesagtsde conditionnement d’origine est apparu
pour 'UBCO comme un élément clé pour assurer upilenre gestion de la production des
anticancéreux au quotidien.

La suite de ce chapitre va donc étre consacréériardés notions de stabilité physico-
chimique des anticancéreux injectables et a réperties différents facteurs intervenant sur

cette stabilité.

|.3. Stabilité physico-chimique des médicaments aichncéreux

injectables

Les médicaments anticancéreux préts a I'emploi econstitués subissent des
contraintes de fabrication, livraison et administra

La réalisation de préparations injectables de naédkénts anticancéreux nécessite de
disposer de données de stabilité permettant dentiyala qualité des médicaments prépareés.
De nombreux parameétres influencent la stabilité pdoduit intermédiaire ou final : la
composition de la spécialité (excipients), la foramemique du principe actif, le solvant de
dilution ou de reconstitution, la concentrationafen du principe actif, les conditions de
conservation (température, exposition a la lumjéle$ matériaux en contact avec les
solutions [14].

Les durées de stabilité fournies par les labomdégitharmaceutiques dans les RCP des

médicaments anticancéreux sont minimales, en dérdiéniées a 24h, afin d'éviter
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principalement tout risque de contamination baclégique. La préparation de ces
traitements dans des conditions aseptiques, en gbamh de s’affranchir de toute

contamination microbiologique, rend indispensalllesnouvelles données de stabilité plus
completes pour permettre au pharmacien hospitdleganiser, de valider la fabrication des
préparations dans des conditions optimales et depngérer leur administration la nuit et le
week-end.

Les études de stabilité complémentaires doiverdrimér sur le comportement des
préparations finales au cours de leur stockagégutelivraison dans le service de soins ou a
domicile et prendre en compte les durées de perfugii peuvent parfois s’effectuer sur 24
heures. Ainsi, le pharmacien informé optera powr amnditions de conservation optimales et
a défaut, des conditions satisfaisantes pourikation en toute sécurité des préparations.

Enfin, des situations rencontrées de fagcon moinstéryatique nécessitent la
connaissance de données non précisées dans lesf®@R concentrations en pédiatrie pour
limiter les volumes injectés, température corpergibur les administrations avec diffuseurs
portables, solvants peu courants, conditions deaseation non respectées [15].

Le choix de [lutilisation dune stabilité d'un médiment préparé prét a
'administration représente une des contrainteseurag associée a la prise en charge
thérapeutique et reste sous la responsabilité duntien hospitalier.

Nous utilisons 60 molécules anticancéreuses datre mnité. Parmi ces molécules
figurent 54 molécules chimiques et 6 anticorps notormaux. Ces deux familles de
médicaments ont des comportements différents ettdelsniques d’analyse, de suivi de
stabilité physico-chimique sont différentes. Daassuite de ce chapitre, nous ne nous
intéresserons qu'a la stabilité physico-chimiques danticancéreux « classiques » et

n'aborderons pas les anticorps monoclonaux.

[.3.1. Définitions

La stabilité physico-chimique peut étre définie coenle temps pendant lequel le
principe actif prét a I'emploi ou reconstitué comngeson intégrité sur les plans qualitatif et
guantitatif. La dégradation chimique du principdifapdsulte généralement de réactions
d’hydrolyse, d’oxydation ou de photolyse. La dégtamh physique résulte de phénomeénes de
précipitation, complexation ou adsorption pouvatte &orrélés a des incompatibilités de
solvant, pH ou contenant [15]. La compatibilité pigye reléve d’un examen visuel pour
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détecter un éventuel précipité, un changement diewq une formation de gaz ; la turbidité
est également évaluée ainsi que la taille descpéet, un comptage particulaire compléte
'examen.

La stabilité chimique est déterminée uniquement awge méthode séparative telle
gque la CLHP [16]. Les méthodes non séparativesesteljue la spectrophotométrie
d’absorption moléculaire sont plus rapides et s@aphais ne différencient pas toujours les
produits de dégradation de la molécule initiale.

L’objectif en matiére de stabilité physico-chimigest de pouvoir garantir la stabilité
de chaque médicament de la réception de la spécilia fin de I'administration. Cette

stabilité est multiparamétrique.

1.3.2. Facteurs influencant la stabilité :

1.3.2.1. Composition de la spécialité

Un méme principe actif formulé avec des excipiaifférents peut présenter des
durées de stabilitée difféerentes (ex : changemenfodaulation du 5-fluorouracile (Figure
1.3.)). L'extrapolation d’'une donnée de stabilité&rd principe actif d’'une spécialité a une
autre n’est donc possible que si la formulationststtement identique. De plus la mise en

forme galénique du principe actif peut influencaisgbilité.
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Figure 1.3. : Formule développée du 5-fluorouracile

1.3.2.2. Forme chimique du principe actif

Certains médicaments sont commercialisés soit lsamdorme neutre, nécessitant un
solvant non aqueux afin de les solubiliser, soitssiorme d’'un sel permettant une meilleure

solubilisation en milieu aqueux. A titre d’exempietoposide (Figure 1.4.) se comporte tres
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differemment du phosphate d’étoposide. Il n'estdpas possible d’extrapoler une donnée de

stabilité de différentes formes chimiques du ménecipe actif.

Figure 1.4. : Formule développée de I'Etoposide

[.3.2.3. Solvants de dilution

En pratique courante, les solvants utilisés sanistdutions aqueuses de chlorure de
sodium a 0,9 % ou de glucose a 5 %, plus rareneeRirger lactate. Ces solvants peuvent
interagir soit par interaction directe soit pareefpH. Les solutions de glucose 5 % et les
solutions de chlorure de sodium 0,9 % sont acidesRinger lactate, dont le pH est compris
entre 5 et 7, est composé de chlorure de sodiuloruch de potassium, chlorure de calcium

dihydraté et lactate de sodium en solution aqueuse.

1.3.2.4. Concentration en principe actif dans la dation

La concentration finale de la solution administe&¢ évidemment variable puisque
dépendante du protocole et du patient. Pour garéatstabilité du produit fini, il est
nécessaire de placer le principe actif a une cdraet@n identique ou la plus proche d’une

concentration pour laquelle la donnée de stat@btéconnue.
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[.3.2.5. Conditions de conservation

[.3.2.5.1. Température

Si classiqguement, la conservation au froid pernendliorer la durée de stabilité du
produit fini, certains principes actifs voient lestabilité compromise au froid, c’est le cas du
5-fluorouracile qui précipite au réfrigérateur @ %€ - +8 °C) [17].

Par ailleurs, certains auteurs préconisent la datigg mais I'utilisation en routine
s’avere difficile en raison des conditions de cdaty@n/décongélation qui doivent étre
maitrisées pour éviter la dégradation lors du meee L'utilisation de ce procédé peut
s’avérer nécessaire lorsque l'anticancéreux n'edbles ni a température ambiante, ni au

réfrigérateur. C'est le cas de I'azacitidine — \zigfa(Figure 1.5.) [18].

Figure 1.5. : Formule développée de I'’Azacitidine

1.3.2.5.2. Exposition & la lumiere

L’exposition a la lumiere est également a prendre@npte pour les principes actifs
photosensibles (comme la dacarbazine (Figure [B9)) La photodégradation des molécules
photosensibles dépend a la fois de la longueurddaste la radiation lumineuse et de son
intensité. La lumiére solaire est la plus agres$2@j. Cette notion d’exposition doit étre
corrélée au temps d’administration et au tempsptisition. En effet, dans tous les cas, une

substance photosensible doit bénéficier de comditide stockage a I'abri de la lumiere.
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Cependant, si I'administration est courte, il esitile d’utiliser des matériels d’administration

opaques.
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Figure 1.6. : Formule développée du Dacarbazine

1.3.2.5.3. Contenant final

Les matériaux utilisés pour la fabrication des eoanhts des médicaments (poches,
perfuseurs, diffuseurs...) peuvent étre a 'origitietdractions avec les solutions mises a leur
contact. Différents matériaux plastiques peuvetdragir avec la solution du principe actif.
Deux types de phénomeénes doivent étre considéres :

- les interactions dans le sens contenu-contenantapsistent en la fixation plus ou
moins importante des principes actifs sur les maigr (adsorption, absorption et
perméation), résultant en une diminution de la diojgetée.

- les interactions dans le sens contenant-contanaagsistent en une migration d’'un
constituant du matériau dans la solution médicaeumat Ce phénomene, beaucoup plus
grave, se produit par exemple avec des solvantsagoeux qui, en présence de Polychlorure
de Vinyle (PVC), entrainent le relargage dans latem de plastifiants, les DEHP (di-2-
ethylhexyl phtalates) hépatotoxiques [21]. Cesédéfits éléments indiquent qu'il n'est pas
possible d’extrapoler les données de stabilité damenant a I'autre.

Les différents matériaux utilisés pour les contémaont les suivants :

* Leverre

Le verre est un solide non cristallin, constituendmélange d’oxydes. Ses avantages
sont l'inertie chimique, la transparence, I'impeahi#ité aux gaz et a la vapeur d’eau. Les
inconvénients du verre sont : son poids, sa ftagifion encombrement et sa difficulté a étre
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manipulé. Toutes ces raisons ont conduit a utiligeplus en plus les matériaux plastiques en

remplacement du verre.

* Le Polyéthyléne (PE)

Le PE est translucide, inerte, facile a manieexikte différents polyéthylenes classés
en fonction de leur densité. On distingue 2 famillele PE basse densité plus souple
(exemple : poche Ecoflac®) et le PE haute densité pgide. Ses avantages sont une basse
perméabilité a la vapeur d’eau, une absence deyegja de plastifiants dans la solution, une
grande inertie chimique (adsorption, absorptiopegméation réduites), un faible poids et une

élimination sans risque pour I'environnement.

* Le Polypropylene (PP)
Le PP est un polymere résistant qui n'absorbe 'gasl let qui posséde les mémes
avantages que le PE (exemple : poche Freeflex®).

» L’Ethylvinylacétate (EVA)

L’EVA est un matériau perméable a I'évaporation queé peut poser probleme a
température corporelle. L’évaporation d'eau se uitacpar une augmentation de la
concentration pouvant masquer une perte non nédgigesn principe actif lors d'étude de
stabilité.

» Le Polychlorure de vinyle (PVC)

Le PVC est un matériau dit « amorphe », dont legyues chaines en désordre
permettent aux molécules de médicaments de s’mgbtwogressivement dans le matériau
polymérique. De plus, le principal inconvénient BMC est de contenir du DEHP comme
plastifiant qui peut étre relargué en présenceoti@sts non aqueux [21].

e Le Polyoléfine (POF)

Les polyoléfines sont une famille de matieres plasts regroupant entre autres le PE

et le PP (exemples : poches Clearflex®, Viaflo®).
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» L’élastomere
Les élastomeres sont des matériaux tres élastajuess utilisés dans la composition

des diffuseurs portables ou cette propriété va perenune régulation du débit.

[-3.2.5.4. Incompatibilités

e Filtration
Les contenants des filtres (ester de cellulosegmylitilisés lors de la préparation des
solutions peuvent provoquer des interactions aee@ines molécules comme la vincristine

qui est adsorbée sur une membrane de cellulose.

e Aluminium
L’aluminium contenu dans certaines aiguilles udiis au moment de la reconstitution

de la préparation est incompatible avec certaindéaules et notamment les sels de platine.

[.3.3. Conclusion

Il apparait clairement qu'une étude de stabilitéselution nécessite de prendre en
considération un grand nombre de parametres expgtaux et est trés chronophage pour étre

menée a bien.

Une des conséquences directe de ces critereshiiétanise a part I'optimisation de
la production, est l'utilisation des reliquats diaancéreux, autrement dit : les restes. Encore
une fois, les laboratoires pharmaceutiques préenhiaitilisation des restes d’anticancéreux,
aprés ouverture, dans les 24 heures. Cependamjnesr molécules sont trés onéreuses
(jusqu’a 8000 £ la préparation) et I'utilisation c&s reliquats peut générer des économies non
négligeables. Pour augmenter les durées de cotisardes reliquats d’anticancéreux et
réutiliser ces derniers pour la préparation deamaents de nouveaux patients, le pharmacien
hospitalier doit donc s’appuyer sur la littératsm@entifique ou doit participer a générer de

nouvelles données dans le cas d’absence d’infosnethises a disposition.
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|.4. Conclusion sur le contexte de cette these

Ma formation de pharmacien hospitalier et des ctlléés au cours de mon internat,
et notamment les stages au sein des unités desteéatian et de contréle des chimiothérapies
anticancéreuses, m'ont conduit et incité a m’irdéee a la problématique, lourde de
conséguences, de la stabilité des médicamentaaoéieux injectables apres reconstitution.

Mon travail de doctorat a été consacré a la natierstabilité physico-chimique des
médicaments anticancéreux autant du point de vadyteque, avec la mise au point de
meéthodes de dosage et d’identification, que dutpdénvue du pharmacien hospitalier, avec
impact de ces études de stabilité sur la gedties reliquats d’anticancéreux et I'utilisation
au quotidien de ces médicaments. Il s'agit d’'ungs¢hde chimie analytique a linterface
chimie-pharmacie hospitaliere qui s’est dérouléasdie@ cadre de l'unité de biopharmacie
clinique et oncologique du CHRU de Tours (Hopitaét®Bnneau).

Dans ce premier chapitre, nous avons décrit laepliecla pharmacie hospitaliere dans
le systeme de santé francais et I'importance, no@m du point de vue économique, de
l'activité spécifique de reconstitution des chirhi@tapies anticancéreuses. Nous avons
également abordé la problématique de la stabiltgsipo-chimique des meédicaments
anticancéreux injectables, en définissant cellawais également en soulignant I'absence de
recommandations réglementaires la concernant bsdiece de données fournies par les
fabricants. Cette absence de données contraintphi@snaciens hospitaliers a réaliser les
études de stabilité de ces médicaments afin d’'@gamu mieux l'activité quotidienne et
réaliser des économies.

Dans ce contexte a 'UBCO du CHRU de Tours, nousnawdécidé d’étudier en
premier lieu, la stabilité physico-chimique d'un digament largement utilisé en
pneumologie : le pemetrexed-Alinft{Figure 1.7.) et pour lequel, certaines données de
stabilité étaient manquantes (conditions d'utilmatdes reliquats, apparition ou non en
fonction du temps de produits de dégradation).réssltats de cette étude de stabilité feront
I'objet du chapitre suivant (chapitre 11). Nous é@pperons dans ce chapitre Il, la méthode
chromatographique d’appariement d’ions que nousigwaptimisée et validée en couplage
avec une double détection (UV et détection pausdifn de la lumiére (DEDL)) pour réaliser
I'étude de stabilité des reliquats aprés recoraiitudu pemetrexed-Alimfa dans les
conditions d'utilisation quotidiennes a I'UBCO. Afide caractériser les produits de

dégradation apparus au cours de cette étude dditdtabous développerons ensuite la
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transposition de méthode que nous avons effectméarue de son couplage avec la

spectrométrie de masse.
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Figure I.7. : Formule du Pemetrexed

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié la iséablilysico-chimique d’'un autre
médicament de la méme classe médicamenteuse, hetmesdate (Figure 1.8.). De nombreuses
études de stabilité décrivent le comportement daédicament, mais les données concernant
son utilisation dans le cas des traitements desgssgs extra-utérines étaient manquantes.
Aprés avoir adapté la méthode mise au point popelaetrexed, nous avons réalisé I'étude

de stabilité dans des conditions que nous décritans le troisieme chapitre.
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Figure 1.8. : Formule du Methotrexate

Enfin, dans le dernier chapitre, nous avons évigsi€onséquences économiques pour
les organismes payeurs (la sécurité sociale) et [@CHRU de Tours de la gestion des
reliquats d’'anticancéreux dans la préparation demiothérapies. Cette évaluation a été
réalisée sur les reliquats utilisés au cours denta 2009 dans I'UBCO de I'hépital
Bretonneau du CHRU de Tours.
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CHAPITRE II
ETUDES DE STABILITE ET IDENTIFICATION
DES PRODUITS DE DEGRADATION D’UN
ANTICANCEREUX : LE PEMETREXED-
ALIMTA ©
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Dans le but d’optimiser la gestion des reliqua@nttancéreux, nous nous sommes
intéressés en premier lieu a ceux dont les duréggemption sont les plus courtes et nous
avons privilégié I'étude de stabilité physico-chiume de I'anticancéreux directement dans son
conditionnement d’origine. Dans ce contexte et poutier notre démarche, le choix
stratégique que nous avons fait au sein de 'UB@6X porté sur la gestion de l'utilisation du
pemetrexed-Alimta Ce produit pharmaceutique est conditionné ewofia de 500 mg dont
le colt s’éléve a environ 1200 € HT (prix unitai@)ec une durée de péremption aprés
reconstitution dans son conditionnement d’origiee2d heures a température ambiante et/ou
& +4 °C (RCP). En 2009, le pemetrexed-Alifntaprésentait un budget de 540 000 € environ,
soit environ 6 % du budget annuel des anticancédeubunité. Ceci représente environ 450
flacons utilisés par an soit I'équivalent du traitmt d’'un patient par jour (Données 2009 de
'UBCO Bretonneau).

[1.1. Connaissances actuelles sur la molécule

[1.1.1. Propriétés physico-chimiques

La forme utilisée en thérapeutique est le pemettekgodique dont le nom chimique
est le sel disodique de [l'acideN-[4-[2-(2-amino-4,7-dihydro-4-oxoH-pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-5-yl)éthyl]benzoyl]-L-glutamique (Figur#.1.).
Sa formule brute est,gH19Ns0s.2Na.7H0 et sa masse molaire est 597,49 g'mol

Il se présente sous forme de poudre blanche ah#ecet est trés soluble dans I'eau,
soluble dans le méthanol, mais trés peu soluble t&manol.
Les pKa de la molécule sont : 11,34 ; 4,37 ; 3222.
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Figure Il.1. : Formule développée du Pemetrexed

[1.1.2. Mécanisme d’action

Le pemetrexed (Alimta™) est un analogue de l'adaligue (Figure 11.2.), faisant
partie des antifolates polyvalents doté d'une pmigs activité inhibitrice a I'égard de la
thymidilate-synthétase, mais aussi d'autres enzydunesétabolisme des syntheses de bases
pyrimidiques et puriques telles que la dihydrofelegductase et la glycinamide ribonucléotide

formyltransférase [22-23].
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Figure I1.2. : Formule développée de I'acide folique
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Une des premieres cibles du pemetrexed est la tiyyateé synthétase qui catalyse la
transformation du dUMP en dTMP, réduisant ainsjjlantité de thymidine nécessaire a la
synthése de I'ADN.

Une autre enzyme, importante pour la synthése dsssbpuriques, est aussi atteinte
par le pemetrexed : la glycinamide ribonucléotideriyltransférase (GARFT) [22, 24]. La
compétition au niveau de ces deux enzymes expligovité du pemetrexed sur des lignées

cellulaires résistantes au raltitrexed ou au 5rflucacile. (Figure 11.3.).

GARFT
JLDN

4

TS

Figure 11.3. : Mécanisme d'action du pemetrexed au niveau ceBulgIMP: Inosine
monophosphate ; AMP : Adenosine monophosphate ; BUMésoxyuridine monophosphate
dTMP : désoxythymidine monophosphate ; ADN : acuiesoxyribonucléique ; FH acide
dihydrofolique ; FH : acide tetrahydrofolique).

Des études in vitro ont montré que le pemetrexedosgporte comme un anti-folate
multi-cible en inhibant la thymidylate synthéta3e&), la dihydrofolate réductase (DHFR) et
la glycinamide ribonucléotide formyltransférase &A), qui sont des enzymes folate-
dépendantes clés pour la biosynthese de novo ttigradine et des nucléotides puriques. Le
pemetrexed est transporté dans les cellules dadgpéo les systémes de transport des folates
réduits et les protéines membranaires transposdedseolates. Une fois dans la cellule, le
pemetrexed est rapidement et efficacement conearfiormes polyglutamates par la folyl-
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polyglutamate synthétase. Ces formes polyglutansias retenues dans les cellules et sont
des inhibiteurs encore plus puissants de la TSedadGARFT. La polyglutamation est un
processus temps et concentration-dépendant qédirsald dans les cellules tumorales et, dans
une moindre mesure, dans les tissus normaux. Lesbolées polyglutamatés ont une demi-
vie intracellulaire augmentée, prolongeant I'actionproduit dans les cellules tumorales [24-
25].

[1.1.3. Indications

En France, 'AFSSAPS, I'HAS et I'INCa ont décidé qmblier pour chaque
médicament anticancéreux un référentiel de boneu$B8U) afin de regrouper toutes les
situations envisageables pour l'utilisation d’undic@dment dans le traitement du cancer.
Dans le cas du pemetrexed, les autorités ont r@plesl indications dans le cadre de
l'autorisation de mise sur le marché (AMM) et legiaions temporairement acceptables
(PTT : protocole thérapeutique temporaire). Cesnidegs sont la conséquence d’essais
cliniques réalisés mais ne faisant pas I'objet d'urouvelle demande d’AMM pour les
indications étudiées. Il est également rappelé&ikemtions dans lesquelles I'utilisation de ce

médicament n’est pas acceptable (Annexe I).
Pour le pemetrexed-Alimtales indications de I'autorisation de mise sumkrché sont :

- En association avec le cisplatine, dans le traitérae premiere ligne des patients
atteints de cancer bronchique non a petites csllidealement avancé ou
métastatique, des lors que I'histologie n'est ppsd@lominance épidermoide [26].

- En monothérapie dans le traitement de maintenanceadcer bronchique non a
petites cellules, localement avancé ou métastatgoeediatement a la suite d’'une
chimiothérapie a base de sel de platine, dés laoes ldpistologie n’est pas a
prédominance épidermoide chez les patients dantladie n’a pas progressé. Le
traitement en premiere ligne doit étre un doubéeplhtine avec la gemcitabine, le

paclitaxel ou le docétaxel [26].
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- En monothérapie dans le traitement en seconde digagatients atteints de cancer
bronchique non a petites cellules, localement a¥ancmétastatique, dés lors que

I'histologie n'est pas a prédominance épidermoR&. [

- En association avec le cisplatine, dans le traitdntes patients atteints de
meésothéliome pleural malin non résécable et quatnpas recu de chimiothérapie

antérieure [27-28].
Les situations temporairement acceptables (PTT) :

- Mésothéliome pleural malin non résécable chez désmis qui n‘ont pas recu de
chimiothérapie antérieure, en association au cémbop en cas de contre-

indication documentée au cisplatine [29-31].
Les situations non acceptables :

- Cancer bronchique a petites cellules [32-33].

[1.1.4. Formes et présentations

Le pharmacien hospitalier dispose pour préparer debitions injectables de
pemetrexed de deux conditionnements commerciauwsiipes :
- ALIMTA 100 mg poudre pour solution a diluer pour perfusion. Peudr

lyophilisée de couleur blanche a jaune pale ougaxamdatre.

- ALIMTA 500 mg poudre pour solution a diluer pour perfusion. Peudr

lyophilisée de couleur blanche a jaune pale ougaxamdatre.

La recommandation pour la préparation des solutinjestables de chacune des 2
formes est la suivante :
- ALIMTA 100 mg :

Chaque flacon contient 100 mg de pemetrexed (swosefde pemetrexed disodique). Chaque
flacon doit étre reconstitué avec 4,2 ml de solutie chlorure de sodium & 9 mg.th{0,9

%) pour préparations injectables ce qui donne vheisn contenant 25 mg.rilde principe
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actif. Le volume approprié pour la dose requisepedtevé dans le flacon puis est ensuite
dilué dans 100 ml de solution de chlorure de soddugnmg.mL* (0,9 %) pour préparations
injectables.

- ALIMTA 500 mg :

Chaque flacon contient 500 mg de pemetrexed (sousefde pemetrexed disodique). Chaque
flacon doit étre reconstitué avec 20 ml de solutlerchlorure de sodium & 9 mg.th(0,9 %)
pour préparations injectables ce qui donne unetisolicontenant 25 mg.mtde principe
actif. Le volume approprié pour la dose requisepeétevé dans le flacon puis est ensuite
dilué dans 100 ml de solution de chlorure de soddugnmg.mL* (0,9 %) pour préparations
injectables.

Excipients : Mannitol, acide chlorhydrique, hydraeyde sodium.

Afin de ne pas multiplier les références disporitde CHRU de Tours, la décision de
ne pas référencer Alimta 100 mg a été prise. Tdetegtudes que nous avons effectuées et
qui font I'objet du développement méthodologiquésanté dans ce chapitre, ne concernent
donc que la référence ALIMTA 500 mg.

[1.1.5. Connaissances disponibles sur la stabilit€n solution

La stabilité physico-chimique du pemetrexed-Alifheaété précédemment évaluée par
Zhanget al.[34-36] dans les conditions suivantes :
- +4 °C et +23 °C a la lumiere et a I'abri de la lami La concentration étudiée est
25 mg.mL* aprés reconstitution par du NaCl 0,9 % dans désgees en PVC.

- -20 °C & une concentration de 25 mg:dprés reconstitution par du NaCl 0,9 %

dans des poches en PVC.

- +4 °C et +23 °C a la lumiére et a I'abri de la lerei Les concentrations étudiées
sont 2 ; 10 ; 20 mg.mtaprés dilution par du NaCl 0,9 % ou par du Glud®8e,
et aprés reconstitution de la poudre par du Na€¥®a 25 mg.mt..

Malgré une stabilité chimique démontrée dans I&éréntes conditions étudiées pour
des durées allant de 2 a 31 jours, il apparaipdgscules pour les conditions étudiées a +4 °C

pour les concentrations & 2 ; 10 ; 20 mg’hadans du NaCL 0,9 % et dans du Glucose 5 % a
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-20 °C. La congélation n’est donc pas recommanti&eanservation prolongée a +4 °C non
plus pour ces concentrations.

Dans notre pratique quotidienne, I'utilisation denetrexed-Alimtd s’effectue quasi-
exclusivement en hopital de jour de pneumologianEtonné les indications trés ciblées du
pemetrexed-Alimta et le colt de chaque flacon de 500 mg (enviror0¥2Mors Taxes),
nous ne fabriquons pas ce traitement a I'avancepratique, nous attendons la validation
clinique et biologique du médecin hospitalier poeconstituer la préparation. Les études de
stabilité¢ aux concentrations de 2 — 10 et 20 mg:mk nous sont donc que trés rarement
utiles.

En revanche, sur ce type de médicament dont le estitres éleve, les données de
stabilité sur la poudre reconstituée a 25 mg'mar du NaCl 0,9 % sont trés utiles afin de
pouvoir conserver les reliquats non utilisés polautles préparation. Dans le cas du
pemetrexed-Alimtd, les données disponibles font état d’une stahpilitgsico-chimique de la
solution reconstituée & 25 mg.thdans du NaCl 0,9 % pendant 2 jours & 23 °C ebGfsja
+4 °C [34]. Cependant ces données ne sont valgblesians des seringues en PVC et pour
des raisons pratiques (perte de temps, risqueqiegs augmenté...), nous préférons laisser
les reliquats d’anticancéreux dans le conditionnmerd®rigine.

Un article faisant état de la conservation du pesmet-Alimt&€ dans son
conditionnement d’origine a été publié mais lesultéss nous ont paru discutables [37]. En
effet, 'étude n’est réalisée que sur un flacorb@@ mg reconstitué alors que la majorité des
études de stabilité se réalisent sur au moins [8yadents par condition étudiée. De plus, la
diminution de concentration observée au J2 darladen est expliquée par « an analytical
problem », sans plus de précisions. Nous n’avomg gas tenu compte de cette étude pour
conserver les reliquats de pemetrexed-Alftnta

Dans ces conditions d’insuffisance de donnéeseablr la stabilité du pemetrexed
dans son conditionnement, nous nous sommes fixésneoobjectif de développer une
méthode d’analyse par chromatographie liquide pegamied’'une part, de réaliser I'étude de
stabilité chimique du pemetrexed dans les conditrmanquantes en séparant le principe actif
de ses impuretés et d’autre part, d’effectuer wplame avec la spectrométrie de masse (SM)
en vue d’une identification structurale complémegtdes produits de dégradation potentiels.
Pour atteindre ce but, il est nécessaire de preadreompte pour le choix du systeme
chromatographique, les contraintes lieées a I'exigate volatilité de la phase mobile imposée

par un mode de détection tel que la spectromérimasse.
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[1.1.6. Le point sur les méthodes d’analyses chroniagraphiques publiées
dans le cadre de I'étude de stabilité du pemetrexed

D’aprés notre étude bibliographique, tres peu deatnx se rapportent a la séparation
du pemetrexed et de ses potentielles impureté20B7, Saravanan at. [38] ont publié une
étude de stabilité du pemetrexed poudre (et noncad@nt sous sa forme commerciale) en
se basant sur une séparation par chromatographi€eéi a polarité de phase inverse utilisant
une colonne ACE C18 (150 mm x 4,6 mm, 3 um) a 25uUi@@ phase mobile isocratique
constituée d’une solution aqueuse a 0,1 % v/v daghosphorique et d’acétonitrile (85/15
v/v) et un détecteur UV réglé a 230 nm. A partilalenéthode analytique développée, I'étude
de stabilité du pemetrexed (Figure II-1) a été citedselon différentes conditions de
dégradation forcée : lumiére UV (254 nm), chauffagé0 °C, acide chlorhydrique 0.5 N,
soude 0.5 N et eau oxygénée a 10 %. Une dégradhiipemetrexed en impureté A (figure
Il.4.) a été observée aprés 24 heures dans lestiomsdbasiques (0,5 N NaOH) et acides
(0,5 N HCI).

Il nest cependant pas fait état par les autewrs|apparition dans les solutions de
dégradation, d’acide glutamique (Glu) (Figure ).domme pouvait le laisser prévoir la

rupture de la liaison conduisant a la formatior'idgoureté A.

OH
AN OH O OH
HN \ NH ™
»=N H2N O
H,N
Structure de I'lmpureté A Structure de I'acide glutamique

Figure 11.4. : Produits de dégradation du pemetrexed selon Szt al [38]

Ceci peut en partie s’expliquer par le fait queiie glutamique est un acide aminé
polaire qui, dans les conditions chromatographigiés®loppées par Saravaretral.[38], est
élué en volume mort et trés peu détectable a 23@urfait de I'absence de groupement
chromophore dans sa structure. Outre le fait quey$eeme chromatographique proposé par
Saravanan dl. n’est pas adapté a la rétention des impuretésrps) il n’est pas compatible
avec un couplage avec la spectrométrie de massguiliutilise dans la phase mobile, un

additif non volatil : 'acide phosphorique. Danssa@dnditions, nous avons voulu développer
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une méthode chromatographique permettant de séglad&tecter le pemetrexed, I'impureté
A et l'acide glutamique, pour d’'une part, confirmarvoie de dégradation décrite pour le
pemetrexed dans sa forme commercialisée (Figusg Ht d’autre part, détecter des produits
de dégradation potentiellement non détectables descdétecteurs spécifigues comme le
détecteur UV (composés sans chromophore) et/ou menus dans des systémes

chromatographiques de type phase inverse.
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Figure 11.5. : D'apres [17], analysdes échantillons de pemetrexed dans des conditiergegradatic
forcée. Conditions chromatographiques : colonne ATIB (150 x 4.6 mm ID, 3 um) ; phase mao
solution aqueuse d’acide phosphorique 0,1 % vbetamitrile (85:15 v/v) ; débit 1.5 mL.mifn longueu
d’onde 230 nm.



NH
@)
HN
N H Pemetrexed
0]
OH
O
g8
NS
HN™ N7 N
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Figure 11.6. : Voie de dégradation du pemetrexed en acide L-gligizenet Impureté A selon

Saravanaet al.[38].

1I.2. Développement d’'une nouvelle méthodologie drealyse du

pemetrexed

Prenant en compte l'absence de disponibilité coroimer de I'impureté A
contrairement a I'acide glutamique, nous nous sosnattachés, pour confirmer la voie de
dégradation du pemetrexed dans sa forme commercaal@évelopper une méthode
chromatographique permettant d’avoir de la rétentgour l'acide glutamique tout en
permettant I'élution du principe actif et de segpuretés plus hydrophobes. Le caractere
fortement polaire de I'acide glutamique et sonutdtionisation sur un large domaine de pH,

nous ont conduit a envisager une méthode par chiogregphie d’appariement d’ions.
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L’absence de groupement chromophore dans la steudil'acide glutamique a orienté par
ailleurs le choix du mode de détection vers un mddedétection plus universel que la
détection UV et adapté aux solutés non volatilaveis le détecteur évaporatif a diffusion de
la lumiere (DEDL).L'intérét par ailleurs, de développer une méthodecaune détection par
DEDL est la transposition aisée de cette méthoaleeadétection par spectrometrie de masse.
En effet, les exigences de phase mobile, en ted@ewlatilité, sont identiques pour ces deux
modes de détection.

Apres un bref rappel du principe de fonctionnemeht DEDL et de la
chromatographie d’appariement d’ions, nous présemseles étapes d’optimisation de la
méthode chromatographique et finirons par la ptésen de la publication de nos travaux
retragcant, notamment, les parameétres de validadi®enla méthode dans les conditions

optimisées.

[1.2.1 Fonctionnement du DEDL

Un détecteur évaporatif a diffusion de lumiére pétre considéré comme étant
composé de trois étages ou ont lieu successivelaandbulisation de la phase mobile, son
eévaporation et la détection des solutés (Figuigé)llLe premier étage transforme la phase
mobile en un aérosol grace a un courant de gadglus souvent). Puis cet aérosol est
évaporé dans un tube chauffé. En sortie du tubeitse le systeme de détection. Si
I'évaporation du nébulisat conduit & la formatieaclesive de molécules en phase gazeuse, il
n'y a pas de phénomene de diffusion de lumiéreraymns lumineux de la source ne sont pas
diffusés, n'arrivent pas jusqu'au photomultiplicateet aucun signal n'est produit. En
revanche, si I'évaporation du nébulisat condud @rbduction de fines particules solides en
suspension, la lumiére est diffusée et un signedoti& Ainsi, le choix raisonné d’'une phase
mobile volatile pour le systeme chromatographiquedaira & minimiser le niveau de bruit de
fond du détecteur pour satisfaire des conditiortisrdes de détection du soluté tandis que les
solutés analysés devront étre idéalement non isfaiur que lors de la phase d'évaporation,
la formation de particules susceptibles de diffuaelumiéere soit assurée. L'intensité de la
lumiere déviée constitue le signal de détectionrdeusoluté. Le détecteur évaporatif a
diffusion de la lumiére est caractérisé par unemép non pas linéaire mais logarithmique en
fonction de la quantité de soluté injecté [39-41fe droite d’étalonnage peut cependant étre
établie selon I'équation logarithmique suivante][42
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log A=DblogC +log a
ou C est la concentration de I'analyte et A I'aitepic chromatographique.

Figure 11.7. : Schéma de principe du DEDL (Sedex 85). Le déteatsticomposé de trois
étages. Les étages de nébulisation et de chaufagpentin) ont pour but de volatiliser la
phase mobile. Le dernier étage est le systemetdetid proprement dit. Celui-ci fonctionne
sur le principe de la diffusion de lumiere. (D'aprda documentation SEDERE,
http://www.sedere.cojn

[1.2.2. Principe de la chromatographie d’appariemeits d’ions

La chromatographie de paire diions ou d’appariemé&iins, tout comme la
chromatographie d’échange d'ions, a été largentdise pour l'analyse d’espéces ioniques
ou ionisables et en particulier pour les acidesnémien milieu acide [43-44]. Son principe
consiste a transformer ces solutés, hydrophilesagbniques, en des entités neutres plus
hydrophobes et capables d'interagir avec la phag®rmaire apolaire. Pour cela, il est
nécessaire d’introduire dans la phase mobile umtagiappariement d’'ions (ou contre-ion)
capable de constituer une paire d’'ions forte agesoluté.

Classiguement, le systéme chromatographique erespdiions est constitué d'une
phase stationnaire apolaire de type silice grediée des chaines alkyles (dodecyl dans notre
cas) et d’'une phase mobile, mélange binaire earasbbrganique contenant le contre-ion. Ce
contre-ion est le plus souvent un ion organique pmntant une ou plusieurs chaines
hydrophobes et une charge nette opposée a celdmldté. Ainsi en milieu acide, pour les
especes cationiques a analyser, cela peut étrdesoicides alkylsulfoniques soit des acides

n-alkylcarboxyliques perfluorés comme dans notee ca
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Il existe alors une distribution du contre-ion, detutés ionisés et des paires d’ions
entre la phase mobile et la phase stationnaireagpolLe mécanisme de rétention dans ce
type de chromatographie est de deux types :

- Le contre-ion est absorbé par les chaines allkggefa silice et la paire d’ions se
forme au sein de la phase stationnaire, on pades al'échange d’'ions dynamique (Figure
11.8.A).

- Le soluté et le contre-ion forment une paire méipau sein de la phase mobile, qui

est adsorbée par la phase stationnaire apolagarg-i1.8.B).

Soluté o
5 %o =0

A\ vy

- °© \ o

A B

Figure 11.8. : Meécanismes de rétention de la chromatographiepdtagment d'ions.
A/Echange d’ions dynamique. B/Paire d’ions, fornaéesein de la phase mobile, adsorbée

par la phase stationnaire apolaire.

On génére ainsi un échangeur d’ions dynamique ¢tontapacité dépend de la
concentration du contre-ion et de la proportionsdivant organique dans la phase mobile.
Cependant, il est important de préciser que seuleB® % des chaines alkyles de la phase
stationnaire sont concernées par ce type de phérorié@este donc une majorité de chaines
alkyles libres permettant ainsi la rétention delsités apolaires par des effets hydrophobes
[45].

Pour l'analyse des acides aminés sous forme agtienies agents d'appariement
d'ions les plus communément utilisés sont les aaidalkylsulfoniques sous forme de sels de
sodium. Les phases mobiles sont alors non évamsratl sont donc incompatibles avec le
DEDL ou la SM. Depuis les années 2000, de nombtewaux ont montré que I'emploi des

acides n-alkylcarboxyliques perfluorés comme agdt@ppariement d'ions volatils était une
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alternative trés performante pour l'analyse CPL-DEIes acides aminés protéiques les plus
hydrophiles [43-44]. Ces systémes, compatibles awvectransposition en couplage avec la
spectrométrie de masse ont montré tout leur intédiétis nous sommes appuyés sur ces
travaux pour faire notre développement méthodologiq’'analyse du pemetrexed et de ses
produits de dégradation.

En chromatographie d’appariement d’ions, il esbiétgue la quantité de contre ions
en interactions avec la phase stationnaire estahidplus importante que la chaine carbonée
de celui-ci est plus longue et que la teneur emaslorganique de la phase mobile est plus
faible [45]. Nous pouvons donc agir sur ces deusarmp@tres afin d’obtenir la rétention

souhaitée, notamment pour I'acide glutamique.

[1.2.3. Développement de la méthode chromatographige pour I'étude de

stabilité du pemetrexed

Comme nous I'avons indiqué précédemment, le pemedtralimta® est une poudre a
reconstituer avec du sérum physiologique (NaCl %) Le médicament est composé de
pemetrexed comme principe actif (sous forme cajioe) et de mannitol, acide chlorhydrique
et soude comme excipients (RCP).

Le mannitol et les ions chlorure ne devraient p&rseg la détection de traces de Glu
dans un systeme chromatographique d’appariemeohsdieén milieu acide des lors que la
rétention de Glu sera suffisante. En effet, cesxdmmposés devraient étre €lués tous les
deux en volume mort : le mannitol de par son aleseleccharge et sa polarité élevée n'aura
pas de rétention sur une phase stationnaire de pyese inverse et le chlorure, ion
inorganique, de par sa charge négative sera excysteme chromatographique. Cependant,
ces composeés, non volatils ou semi-volatils (pesribns chlorure), seront détectés par le
mode de détection quasi-universel gue nous avéesue le DEDL.

Le systeme chromatographique développé devra darmgttre une rétention
suffisante de Glu tout en assurant sa séparatisnadées constituants de la préparation
médicamenteuse. La limite de la méthode dévelopgside en sa capacité a permettre une
rétention satisfaisante de Glu tout en assurantéswution importante avec les ions'N&n
effet, la méthode doit permettre de détecter eedaes traces de Glu potentiellement
présentes dans le cas d’'un début de dégradatigpemetrexed en solution et de séparer les

ions Nd& largement majoritaires en solution (provenantadsodlution de NaCl & 0,9 % servant
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a reconstituer le médicament). Enfin, cette méthadaié permettre de retenir et détecter le
pemetrexed, I'impureté A et d’autres impuretés piddes hydrophobes afin de réaliser une
étude exhaustive de stabilité la physico-chimiquengdicament.

La premiere étape de notre démarche méthodologiagié d’optimiser les conditions
de rétention et de séparation de I'acide glutam&uerésence de mannitol, des ions chlorure
et sodium en mode d’élution isocratique.

L’appareillage utilisé et les conditions chromatgariques sont décrits en Annexe Il

Les changements de conditions sont précisés ddégdade des figures, le cas échéant.

11.2.3.1. Etude des conditions isocratiques de sédion entre le mannitol, les ions

chlorure et sodium et l'acide glutamique

L’objectif de cette étude est d’obtenir une rémmtsuffisante de I'acide glutamique
qui permettra d’une part, son élution hors du vaunort dans lequel seront élués le mannitol
et les chlorures, non visibles en UV a 254 nm, ndéiectés avec le DEDL et d’autre part,
une séparation suffisante entre Glu et.NBigure 11.9.).

Pour cela nous avons testé comme agents d’'appantiafiiens 3 acides perfluorés
CnF2n+1COOH de longueur de chaine carbonée croissanseidé trifluoroacétique (TFA)
(n=1), lacide nonafluoropentanoique (NFPA, n)=et l'acide tridecafluoroheptanoique
(TDFHA, n=6). Nous avons par ailleurs utilisé ckdonitrile (ACN) comme solvant

organigue en phase mobile.
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Figure 11.9. : Chromatogramme d'une solution agsew

Mannitol 1 mM. Composition de la phase mobil@élang

de solution aqueuse de TDFHA 1 mM et ACN (85/15. 53
Débit 1 mL.mir". Détection DEDL



A - Choix de I'agent d’appariement d’ions. Influende la longueur de la chaine
carbonée.

L’acide glutamique est un des acides aminés lespdlaires (présence de 2 fonctions
acide carboxylique et une fonction amine — Figu4.)L De ce fait, la rétention d'une paire
d'ions formée entre le TFA et cet acide aminé rizébde car le groupement -CF3 du TFA est
beaucoup trop court pour engendrer une paire ddofisamment hydrophobe.

Les premiers essais réalisés avec une phase nuabiituée d’'une solution 100 %
agqueuse de TFA a 0,1 % (v/v) nous ont conduitss&mier une rétention trés faible de l'acide
glutamique (k = 0,47) et des ions sodium (k = 0dd@)c trop proche du volume mort.

Le remplacement du TFA dans la phase mobile agupasda méme quantité de
NFPA a permis d’obtenir une séparation satisfaesdet I'acide glutamique (k = 5,06) et des
ions sodium (k = 3,06) suffisamment séparés dumelmort.

L'utilisation du TDFHA, a la concentration de 1 m#vh phase aqueuse, dans la phase
mobile a également permis d’obtenir une séparasiatisfaisante de I'acide glutamique
(k=4,9) et des ions sodium (k =19,6). Le TDFHA&mis une meilleure sélectivité entre
l'acide glutamique et les ions sodium £4) que ne lavait permis le NFPAL € 1,7),
permettant ainsi de s’affranchir de I'influence meugrande quantité d’ions sodium (dans la
solution a analyser) sur la rétention de I'acidgayhique.

Le tableau Il.1. récapitule pour les 2 composés &IINd, les différentes valeurs
obtenues pour leurs facteurs de rétention et fexidel séparation en fonction de la nature de

'agent d’appariement d’ions en phase mobile.
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Tableau I1.1. : Facteur de rétention et sélectivité pour les dmmtés, de Glu et Ngen

fonction de la composition de la phase mobile

Facteur de rétention, k

Facteur de

Phase mobile Glu Na+ séparation, a
Solution aqueuse de TFA a
0,47 0,18 2.6
0,1 % (v/iv)
Solution aqueuse de NFPA 4
5,06 3,06 1,7
0,1 % (v/v)
Solution aqueuse de TDFHA a
4,9 19,6 4
0,1 % (v/iv)
Solution aqueuse de NFPA 3§
o 15 1,2 1,3
0,1 % / Acétonitrile 85/15 (v/v)
Solution aqueuse de TDFHA
14 7 5

1 mM / Acétonitrile 85/15 (v/v)

Il est intéressant de noter l'inversion d’élutiontre I'acide glutamique et les ions

sodium en fonction de I'agent d’appariement d’iotiisé. En effet, en utilisant le NFPA, les
ions sodium sont €élués en premier et avec le TDFFEgide glutamique est €lué en
premier. L'allongement de la chaine hydrophobe’dgeht d’appariement d’'ions en phase

mobile a ainsi un effet plus marqué sur 'augmeotatle rétention de Naar rapport a celle

de Glu.

B - Influence de la proportion d’acétonitrile
L’ajout d’acétonitrile dans la phase mobile estessaire pour permettre d’éluer le

pemetrexed, molécule hydrophobe, non élué avepliage mobile 100 % aqueuse.

L'utilisation d’'une phase mobile composée d’'uneusoh aqueuse de NFPA a 0,1 %
et d’acétonitrile dans les proportions 85/15 viwusiaa permis d’obtenir une

suffisante des ions sodium (k = 1,2) et de l'acgletamique (k = 1,5) mais avec une

sélectivité insuffisante entre eux=1,3). (Figure 11.10.).

rétention
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Figure 11.10. : Chromatogramme d'une solution aqueuse de glutamuhe

sodium 1 mM. Composition de la phase mobile : Alugon aqueuse dsFPA
0,1 %. B : mélange solution aqueuse de NFPA 0,1 AC& (85/15 v/y. Débi
1 mL.mir*. Détection DEDL.

L'utilisation d’'une phase mobile composée d’'unauioh aqueuse de TDFHA 1 mM
et d’acétonitrile dans les proportions 85/15 viwusica permis d’obtenir une rétention
suffisante des ions sodium et de I'acide glutamiguec une sélectivité satisfaisante=(5),
l'acide glutamique ayant un facteur de rétentionlgk et les ions sodium, un facteur de

rétention de 7. (Figure 11.11.).
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Figure II.11. : Chromatogramme d'une solution aqueusgld&amate de sodiu
1 mM. Composition de la phase mohilenélange solution aqueuse
TDFHA 1 mM et ACN (85/15 v/v).. Débit 1 mL.mifh Détection DEDL.
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Au vu de ces résultats, nous avons choisi de agertiioptimisation de la méthode
avec le TDFHA et non plus le NFPA, en faisantemald proportion d’acétonitrile de 10 % a
30 % afin d’évaluer l'influence de I'acétonitrilersi’élution de I'acide glutamique et des ions
sodium. Dans le premier cas (10 % d’ACN), le terdfanalyse pour éluer le pemetrexed
serait trop important (>25 minutes). Dans le demndécas (30 % d’ACN), les ions sodium et

I'acide glutamique ont des facteurs de rétentiop faibles, respectivement de 0,12 et 0,65 ne

permettant pas l'utilisation de cette phase molgHeyure 11.12.).
. Glu .
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Figure 11.12. : Chromatogramme d'une solution aqueuse de glutardatesodium 1 mN\
Composition de la phase mobile : A : mélange sofuqueuse de TDFHA 1 mM et ACN (90/1
v/v). B: mélange solution aqueuse de TDFHA 1 mMAEN (70/30 v/v). Débit 1 mL.min.
Détection DEDL.
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C — Conditions de séparation optimisées
Au final, nous utiliserons pour le développementlalenéthode le TDFHA comme
agent d’appariement d’ions a une concentration aeM. en solution aqueuse en mélange
avec I'acétonitrile dans une proportion 85/15 #w. effet, cette composition de phase mobile
présente, dans notre cas, le meilleur compromie @ésolution, rétention et temps d’analyse

de I'acide glutamique, des ions sodium, ions clikset du mannitol. (Figure 11.13.).
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Figure 11.13. : Chromatogramme d'une solutiaqueuse d’acide glutamic
(15 pg/mLY) en présence de mannitol et ions sodium. Compasitie I:

phase mobile : mélange solution aqueuse de TDFHM BnACN (85/1¢
v/v). Débit 1 mL.mift. Détection DEDL.

11.2.3.2. Etude des conditions de gradient de soln& organique pour I'élution du
pemetrexed

L’analyse du pemetrexed dans ces conditions isqaed conduit a une rétention trop
importante de ce composé. En effet, le pemetresethyelrophobe et a des interactions tres
fortes avec les chaines alkyles greffées (C12pdifnon appariées avec I'agent de paire

d’'ions en phase mobile) de la colonne chromatoggaghutilisée. La quantité de solvant
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organique (15 % d’ACN) utilisée dans la phase neolsbcratique n’est donc pas suffisante
pour éluer le composé d’intérét dans un temps tyaaaatisfaisant.

Afin de permettre I'élution du pemetrexed dans emps d’analyse n’excédant pas 30
minutes, nous avons donc travaillé en gradientssasit d’acétonitrile tout en conservant
pendant les 6 premiéres minutes une compositiostante de la phase mobile pour assurer
une rétention suffisante pour Glu.

La figure 11.14. présente un chromatogramme dumdut®dn de pemetrexed
commerciale diluée & 0,5 mg.Mldans la phase mobile de départ et dopée par ded’a
glutamique & 15 pg.mt Le chromatogramme A a été obtenu avec une déteBEDL et le
chromatogramme B avec une détection UV 254 nm. &@mparant les deux modes de
détection, nous confirmons l'intérét d’'un détecteamme le DEDL pour les études de
stabilité et la détection des produits de dégradagiuisque le DEDL met en évidence la
présence des solutés n’absorbant pas en UV (manioibs chlorure et sodium et I'acide

glutamique.

Time: 22.5979 hinutes - Amplitude: 06445 m'
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Figure 11.14. : Chromatogramme d’une solution de pemetrexed (0,/Aniget d’acid:
glutamique (15 pg/mL). Composition de la phase feabflvant A (solution aqueu
de TDFHA 1 mM) et solvant B (acetonitrile) étabé th facon suivantel5 % (v/v) di
solvant B pendant 6 minutes, puis jusqu’a 30 %)(dé solvant B en 28 minutes sl
d’'un retour aux conditions initiales en 0,1 minuB&bit 1 mL.min". Détection DED|
(A) et UV a 254 nm (B).
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Toutes ces analyses ont été réalisées avec uneedioermostatée a 20 °C.

Le contréle de la température de la colonne esilalment nécessaire pour éviter une
forte variabilité des temps de rétention et enigalier celui de I'acide glutamique.

Les conditions chromatographiques optimales ques remons sélectionnées pour |'étape
suivante de validation de la méthode sont les st

Colonne Synergi MAX-RP C12 (4 um, 150 mm x 4,6 mmjnie d'une pré-colonne MAX-
RP (4 mm x 3 mm) (Phenomenex), thermostatée a 20 °C

La phase mobile est un gradient binaire : solvarfs@dution aqueuse de TDFHA 1 mM) et
solvant B (acetonitrile) établi de la facon suieantl5 % (v/v) de solvant B pendant 6
minutes, puis jusqu’a 30 % (v/v) de solvant B em#@Butes suivi d’un retour aux conditions
initiales en 0,1 minute. Le débit de la phase neobdt de 1 mL/min. Entre chaque injection,
un temps de rééquilibrage du systeme de 21 mimstasécessaire. Une double détection UV
a 254 nm puis DEDL (3,5 bar (air comprimé) ; tenapgre 50 °C ; gain 10) permet de suivre
I'élution du mélange injecté.

Afin de garantir I'utilisation d’'une méthode anadyie spécifique, nous avons réalisé
au laboratoire la synthése de I'impureté A (Figii4) décrite par Saravanat al. selon la
synthese publiée par Barnedt al. [38, 46]. Nous avons ensuite analysé une solution
contenant de l'acide glutamique, du pemetrexed n&daé et de l'impureté A selon la
méthode mise au point (Figure 11.15.).
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Figure 11.15. : Chromatogramme d’'une solution de pemetrexed (0,2mi)g d’'acide
glutamique (5 pg/mL) et d'impureté A (0,1 mg/mLph&nt A (solution aqueuse de TDFI
1 mM) et solvant B (acetonitrile) établi de la fa¢suivante 15 % (v/v) de solvant
pendant 6 minug puis jusqu’a 30 % (v/v) de solvant B en 28 nesutuivi d’un retour at
conditions initiales en 0,1 minute. Débit 1 mL.fhiDétection DEDL (A) et UV & 254 r
(B).

La figure 11.15. nous montre que tous les compgsésents potentiellement dans la
solution a analyser sont séparés (excipients, iperactif, impureté A, acide glutamique). La
méthode mise au point étant donc spécifique salatadin a été entreprise et les résultats

présentés dans le paragraphe suivant.

11.3. Validation de la méthode chromatographique

La validation de la méthode présentée ci-aprést #dhjet d’'une publication dans le
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analydig].[ La méthode chromatographique a
été validée en termes de précision, linéarité gmmnge, profil d’exactitude, limites de
détection et stabilité des solutions. Plusieurs hodds de validation de méthode
chromatographique sont décrites, parmi lesqueligsrdnt les recommandations ICH
(International Conference of Harmonization) et lesommandations de la SFSTP (Société
Francaise des Sciences et Techniques Pharmaca)tig48-52]. Bien que les
recommandations ICH soient largement utilisées dandomaine pharmaceutique, nous

avons opté pour la validation selon les recommamaatde la SFSTP qui permet, apres le
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calcul des différents parametres de validationd&fmir le profil d’exactitude de la méthode
analytique développée. Ce profil d’exactitude pdrdeevisualiser la validation ou non d’'une
méthode dans la gamme de concentration utilisédinal) les deux recommandations pour la
validation d’'une méthode de dosage sont tres psyamais les recommandations SFSTP

permettent une lecture plus aisée de la validil@e&’'méthode analytique.

Titre de I'article :

Development of an ion-pairing reversed-phase ligunicbmatography method using a double
detection analysis (UV and evaporative light scattedetection) to monitor the stability of
Alimta®-pemetrexed preparations: identification and qdiaation of L-glutamic acid as a
potential degradation product.

Abstract

A new method based on high-performance liquid clatography coupled to ultraviolet and
evaporative light scattering detection (HPLC-UV-E)Svas developed for the determination
of L-glutamic acid, a potential degradation prodotcpemetrexed, and for the quantification
of pemetrexed itself. This is an ion-pairing, reest-phase method. The column was a
Synergi MAX-RP C12 4 pm (150 mm x 4.6 mm). The nwbphase was 1 mM
tridecafluoroheptanoic acid in agueous solution acetonitrile under gradient elution mode.
L-glutamic acid was detected by ELSD, and pemettdeUV at 254 nm. Good resolution
was achieved between pemetrexed and L-glutamic dtid HPLC method was validated
according to SFSTP and IC#uidelines, and applied the accuracy profile procedvith a
five-level validation experimental design. For pémeed, the decision criteria selected
consisted of the acceptability limits (x3%) and gireportion of results within the calculated
tolerance intervals (95%). In conclusion, the psgmbanalytical procedures were validated
over the selected validation domains for L-glutaraid (0.005 to 0.025 mg.rf) and
pemetrexed (0.4 to 0.6 mg.MLand shown to provide a very effective method.

Key words

Pemetrexed, L-glutamic acid, ion-pairing agentsl. @PELSD
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Introduction

Pemetrexed disodium has the chemical name L-glatacid,N-[4-[2-(2-amino-4,7-dihydro-
4-o0xo-1H-pyrrolo[2,3d]pyrimidin-5-yl)ethyl]lbenzoyl] disodium salt, heptpdrate (Fig
I1.16.A) and is a multitargeted antifolate that hdemonstrated antitumor activity against
various tumor types, both as a single agent armbimbination with other chemotherapeutic
agents [53-54]. Pemetrexed is used in the treatmkemalignant pleural mesothelioma in
combination with cisplatin in patients with unretsdate disease, or for whom curative surgery
is not an option [27-28]. It is also approved aseeaond-line, single-agent treatment for locally
advanced or metastatic non-small cell lung canld&GLC) [54]. The role of pemetrexed as
maintenance therapy after first-line therapy fovaatted NSCLC has been evaluated in a
phase-Ill trial [55]. Pemetrexed is currently reégried for first-line therapy in combination
with cisplatin, at a dose of 500 mg/mz, diluteddif% physiological saline, on day 1 of a 3-
week schedule, and, as a single-agent for the ddomn treatment of patients with non-
squamous NSCLC [56].

Although the stability of pemetrexed solutions fotravenous administration has been
extensively studied [34-36], there are no extendata available concerning the identification
and/or quantification of the potential degradatmoducts. Moreover, analytical methods
described in the literature, such HPLC coupled With detection (recommended by the
European Pharmacopoeia [57]), may not be speaificigh for this type of analysis when the
drugs or the degradation products, such as mostoaatids, are lacking a chromophore [38,
58].

Saravanaret al. have developed a method with UV detection basetherguantification of
pemetrexed (Fig 11.16.A) and the detection of imfyurA (Fig 11.16.C), a potential
degradation product [38]. Nevertheless, this metikatt exhaustive since L-glutamic acid is
also a potential degradation product of pemetrered, indeed pemetrexed is obtained by
peptide chemistry between the carboxylic moietyngpurity A and the amine group of L-
glutamic acid [46]. We have therefore focused qalysis on L-glutamic acid (Fig 11.16.B)
versusimpurity A, because they should appear in a 1fib,rand so this could provide some
indication of the degradation pathway of pemetrexed

L-glutamic acid is a polar molecule with no strartigomophore group (weak absorbance near
220 nm), and several studies have been publishédeonse of ELSD or Corona detector to
determine polar underivatized amino-acids [43-49]. %urthermore ELSD is viewed as

suitable for the detection for non-absorbing areyf60]. The chromatographic mobile phase
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is nebulized with an inert gas, and evaporateddrifatube. The response does not depend on
the optical properties of the solute, and any caimgdess volatile than the mobile phase can
be detected. This method can be used advantagetousdarch for the degradation products
of pharmaceutical products. Moreover to obtaincitmal information about the degradation
products formed, the chromatographic conditionsettged using ELSD detection could be
transposed directly to an HPLC-M#&ethod, as these two detection modes share the sam

chromatographic requirements (essentially a velatibbile phase).

The objective of this study was to develop an HRh€thod for determining stability that is
able to separate pemetrexed,” Na-glutamic acid and impurity A, which could beegdisto
quantify pemetrexed and L-glutamic acid, a comnadisciavailable by-product, and to
separate and detect all potential degradation ptedEurthermore, the method described here

could be used for routine stability studies of pgeeed in hospital pharmacies.
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Figure 11.16. : Chemical structures of pemetrexed (A), L-glutanogB), and Impurity A
(©).
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Experimental procedure
Chemicals and Reagents

Alimta®-pemetrexed (Fig 11.16.A) was purchased from thepital pharmacy at the Tours
Teaching Hospital (Lilly, local preparation). HPlgtade acetonitrile and methanol were
purchased from Carlo-Erba (Val de Reuil, Franceiflubroacetic acid (TFA, 99% purity),
nonafluoropentanoic acid (NFPA, 97% purity), andigcafluoroheptanoic acid (TDFHA,
99% purity) were purchased from Sigma Aldrich (Ste@tin Fallavier, France) as was
L-glutamic-acid (Fig 1B). Ultra-pure water produceég a Millipore (Molsheim, France)
system was used throughout. Impurity A was syn#eesin our laboratory in six steps, and

used as a 0.5 mg.riisolution in methanol [48].

Instrumentation
HPLC analyses were carried out with a LaChrom Eygtem equipped with a VWR L-2130
pump, a VWR L-2200 autosampler at 4°C, a VWR L-2400 detector from Merck
(Fontenay sous bois, France) and a SEDEX 85 eviagigght scattering detector (ELSD)
purchased from SEDERE (Alfortville, France). Therathatographic data handling was
accomplished using EZChrom Server software (Memkymstadt, Germany). The UV
detection was carried out at 254 nm. The usual ELSHdtings were as follows:
photomultiplier, 10; evaporative tube temperat&@¥C; air pressure, 3.5 bar.
The column was a Synergi MAX-RP C12 column (Phenmwre4 pm, 150 mm x 4.6 mm)
from Phenomenex (Le Pecq, France) connected ta@-golumn MAX-RP (4 mm x 3 mm),
thermostated at 20°C.

The mobile phase was filtered and degassed befeee A gradient of eluent A
(TDFHA 1 mM in aqueous solution) and eluent B (aoétile) was established as follows:
85% (v/v) eluent A over 6 min, then to 70% (v/Viieht A over 28 min and, finally, a return

to the initial conditions in 0.1 min. The flow rateroughout was 1 mL/min.

Procedures
Quantification
Pemetrexed
Alimta®-pemetrexed was dissolved in 0.9% physiologicainea{NaCl 0.9%) solution to
obtain a concentration of 25 mg.fhLThis solution was then diluted with the mobileapé to
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provide an intermediate solution containing 1 mg’maf pemetrexed (solution A). UV

detection at 254 nm was used to quantify pemetrexed

L-glutamic acid
This amino acid was dissolved in water to obtaihlamg.mL* stock solution (solution B).
ELSD detection was used to quantify L-glutamic acid
An external standard calibration curve with fivdilmation points of L-glutamic acid and
pemetrexed was obtained with mixtures of solutiomml solution B diluted in the mobile
phase. For L-glutamic acid, the calibration poiatsged from 0.005 to 0.025 mg.hi0.005,
0.010, 0.015, 0.020, 0.025 mg.fHLand for pemetrexed, they ranged from 80 to 120%he
assay concentration (0.4, 0.45, 0.5, 0.55, 0.6 mg)mThe point at 0.005 mg.miLof L-
glutamic acid was near to the limit of detectioattlve wanted to achieve (1% (w/w) for

monitoring the degradation of a solution of pemetd.

Method validation
The method was validated according to SFSTP andg@i#klines [48-52].

Selectivity
The selectivity of the method was established bgrd@ning the resolution of the pemetrexed
peak from those of the potential degradation prtsjucglutamic acid and impurity A.

Precision
Three injections of five different solutions (coiniag 0.4, 0.45, 0.5, 0.55, 0.6 mg.fiof
pemetrexed and 0.005, 0.010, 0.015, 0.020, 0.02mhgof L-glutamic acid), were carried
out on the same day, and the values of the relataredard deviation (R.S.D.) were calculated
to determine the intra-day precision. These detatiuns were also repeated on three
different days to determine the inter-day precision

The inter-day precision of the retention time @ thglutamic acid was also evaluated.

Accuracy profile
The following experimental design was applied: figeels and two replicates over a three-
day period for the calibration standards, and fexels and three replicates over a three-day
period for validation standards. All calibrationastiards and validation standards were

independent.
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Limit of detection
This value for L-glutamic acid was estimated matagoally from the standard curve
equation. The LOD was calculated based on the obrateon exhibiting a signal-to-noise
ratio of 3 [52].
Stability
The stability of pemetrexed and L-glutamic acid waslied under different conditions:
* One set of samples (n=3) of the stock solutions stased at +2°C - +8°C for 48h. The
stability of the stock solutions was assessed bplichte determinations of samples
diluted immediately on day 0 (containing 0.5 mg:mpemetrexed and 0.015 mg.rhL

L-glutamic acid), and 24 and 48 hours later.

» The post-dilution stability (i.e. stability in th@utosampler) was assessed by duplicate
determinations of samples (containing 0.5 mgnpemetrexed and 0.015 mg.thL

L-glutamic acid; n=3) immediately after dilutiomdafter 24 h and 48h in the injector.

Finally, different concentrations of 0.9% physidlzg saline (NaCl 0.9%) were added to the
sample analyzed to evaluate their influence orgthentification of pemetrexed (0.5 mg.fL
and of L-glutamic acid (0.005 mg.rif).in the concentration assay.

Results and discussion
Development of the chromatography method

The goal of our work was to identify a chromatodpiasystem that would be able to exclude
L-glutamic acid, a highly polar compound, from th@d volume, to separate this compound
from sodium ions, and to elute both pemetrexedianpdirity A within an acceptable analysis
time (less than 35 minutes). The pemetrexed soluttas reconstituted and diluted in the
hospital pharmacy using 0.9% physiological saliNaGl 0.9%), which meant that sodium
and chloride were both present in all the sampiedyaed. Sodium is a non-volatile cation
that can be detected by ELSD, whereas chloridessnai-volatile anion, and consequently
poorly detected by ELSD. Moreover, the fact thaSBLwas necessary to detect L-glutamic
acid, a solute with no strong chromophore groupdenaimpossible to use any non-volatile
reagents in the mobile phase. The methods preyialetcribed for the quantification of

pemetrexed in liquid pharmaceutical preparationsrewaot compatible with these

requirements, as they use either non-volatile ¢pliesphate buffer) in the mobile phase [34,
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38] or acetic acid, which is a volatile reagentt lome unsuitable for the retention of
L-glutamic acid [34-36].

In an attempt to obtain good separation betweeneprexed, L-glutamic acid, sodium ions
and impurity A, we used a Synergi MAX-RP C12, 4 golumn. This column has lower
steric hindrance than a C18 column, and covers 2i¥& of the silica surface, thus shielding
more free silanols. Moreover, due to its high siieaurface area (475 ), the Synergi
Max-RP gives similar hydrophobic retention and mgkghe selectivity to a C18 column, but
with sharper peaks, less peak tailing, and exdeteproducibility [61]. For the mobile phase,
various perfluorinated carboxylic acids (TFA, NFPRDFHA) were tested as ion pairing
reagents in the mobile phase [43-44]. We first éatald the acidic mobile phase using 0.1%
trifluoroacetic acid-acetonitrile (85:15), and falitimat under these conditions L-glutamic acid
was not retained on the column. When TFA was repldry NFPA in the mobile phase, this
did not provide sufficient resolution between saodliions and L-glutamic acid (Table 11.2.).
Finally, we resolved this problem by using a molplase consisting of a combination of 1
mM tridecafluoroheptanoic acid aqueous solution andtonitrile (85:15), which gave the
best resolution between sodium ions and L-glutaaui, with a good and reproducible
retention time (4 minutes) (Table 11.2. and I1.2.3As shown in Table 11.2., the length of the
carboxylic chain of the perfluorinated carboxyl@dainfluences the retention of sodium ions
more than that of L-glutamic acid. In order to elgtemetrexed and impurity A within an
acceptable analysis time, it was then necessargry out 15% to 30% acetonitrile gradient
elution over 28 minutes, starting 6 minutes aftee beginning of the run. For routine
guantification experiments, the injection sequestated with two blank injections, which
were subsequently discarded, in order to equikbté column. An equilibration time of 21

minutes was allowed between successive injections.
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Table 1I.2. : Influence of the perfluorinated acid nature and alcetonitrile percentage in

mobile phase on the resolution between L-glutaroid and sodium ion.

Retention time of Retention time of

Mobile phase (v/v) L-glutamic acid the sodium ion Resolution
(min) (min)

NFPA 6.2mM/ACN (100/0) 10.3 6.9 2.3
NFPA 6.2mM/ACN (99/1) 10.2 6.9 2.4
NFPA 6.2mM/ACN (98/2) 8.8 7.1 1.3
NFPA 6.2mM/ACN (85/15) 4.2 3.7 0.8
TDFHA 1mM/ACN (90/10) 8.5 23 7.4
TDFHA 1mM/ACN (85/15) 4.0 13.6 9.6
TDFHA 1mM/ACN (80/20) 3.0 6.8 51
TDFHA 1mM/ACN (70/30) 1.9 2.8 1.5

Figure 11.17. shows the optimized LC-UV-ELSD anady®f a solution of pemetrexed
(0.5 mg.mLY) spiked with 0.005 mg.nmit L-glutamic acid and 0.1 mg.mLimpurity A.
Pemetrexed and impurity A were detected by botlealets, but L-glutamic acid and Na
could only be detected by ELSD. Under the condg&idascribed above, the retention time for
L-glutamic acid was about 4 min; pemetrexed anduirty A were eluted at about 30 and
34 min respectively (Fig 11.17.). The modificatiohthe baseline observed between 24 and 28
minutes is due to acetonitrile gradient elution asdociated to a system peak. It has been
previously demonstrated that the ion-pairing ageltted to mobile phase induces a dynamic
modification of the surface of the reversed-phasekimg material [44]. So, by increasing the
acetonitrile percentage in the mobile phase, someuats of TDFHA, hydrophobic agent
which is more soluble in ACN than in water, wersal®ed from the stationary phase and
migrated towards the detector. This phenomenon lmanobserved with ELSD due to
differences in mobile phase volatility when TDFHANncentration increases suddenly. The
proposed method therefore provides satisfactorgragipn of the drug (pemetrexed) from its
potential degradation products (L-glutamic acid émgurity A). It is important to point out
that all the methods published hitherto for thisgdf34-36, 38] have involved the use of UV
detection of the degradation products at 254 nrd,sanare non-exhaustive methods, because
some of its degradation products do not absorbMr(éJg. L-glutamic acid), and so would not
be detected. ELSD is able to detect such prodaat$s,moreover, it is already being used in
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several methods for detecting impurities in phamogical products [60, 62-63], which is an

advantage for the development of an HPLC methadlsiei for determining drug stability.

A : UV detection

1000+ r 1000
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Figure I1.17. : HPLC analysis of a solution of pemetrexed (0.5 mginspiked with L-
glutamic acid (0.005 mg.nt) and Impurity A (0.1 mg.mt).

Column: Synergi MAX-RP C12 4pum (150 x 4.6 mm |.05yadient elution: solvent A: 1 mM
TDFHA in water, solvent B: acetonitrile; 0 — 6 n1if% B, 6 — 34 min linear gradient to 30%
B. Flow rate: 1ml.mift; injection volume: 20uL; 2 A: UV detection at 26. 2 B: ELSD
detection (P=3.5 bar; T=50°C; Gain 10)
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Method validation
Precision
The data obtained from the intra- and inter-day @atdntion time precision experiments for
pemetrexed and L-glutamic acid are shown in TabléhH2 R.S.D. values for the intra-day
and inter-day precision of the quantification ohpedrexed were <1%. For L-glutamic acid,
the R.S.D. values for the intra-day and inter-degcision were <4.0%, and the inter-day
precision of its retention time was <1%. The meth®dherefore sufficiently precise for
stability studies (Table 11.3.).

Linearity of the response
Regarding the calibration data, the UV responsepfametrexed was strictly linear in the
concentration range from 0.4 to 0.6 mg:.mlthe ELSD response for L-glutamic acid has
been shown to be linear on double logarithmic cioatés in the concentration range from
0.005 to 0.025 mg.mt. Knowing the theoretical concentrations of the is, the trueness
and tolerance intervals were computed for eachemnation of pemetrexed and L-glutamic

acid (Table 11.3.). The accuracy profiles are shawhkig 11.18.
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Figure 11.18. : Pemetrexed determination in mg.thlwith UV detection at 254 nm
(acceptance limits + 3%) (A) and L -glutamic acidtetmination in mg.mt: with ELSD
(acceptance limits £15%) (B).

For pemetrexed, the tolerance interval was withie t+3% acceptance limit at all
concentrations except at 0.4 mg.m(80% of the assay concentration), where the lower
acceptance limit value found was 96.3%. This vailheprovides sufficient guarantee that the

method will provide results +3% of the true value at least 95% of cases, when the
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concentration is between 0.45 and 0.6 mg'nile. from 90% to 120% of the concentration
assay). Despite the lower acceptance limit at 8@%he assay concentration, this method is
therefore validated for stability studies. Inde#ds accepted that a drug can be defined as
being stable if not less than 90% of the initialglconcentration remains in the solution [34].
For L-glutamic acid, the tolerance interval was hwitthe +15% acceptance limit at all
concentrations. This validation provides sufficigutarantee that the method will provide
results at £15% of the true value in at least 95%ases, when the concentration is between
0.005 and 0.025 mg.nL(i.e. from 5% to 20% (w/w) degradation of a 0.53.mL* solution

of pemetrexed (assay concentration)). The limit dgtection was calculated to be
0.0018 mg.mL, so the method should detect 1.§%/w) degradation of a 0.5 mg.riL

solution of pemetrexed (assay concentration).

Stability and influence of the dilution solvent
Pemetrexed and L-glutamic acid both remained statdier the conditions studied (CV<2%),
and the concentration of NaCl 0.9% did not influetiee quantification of L-glutamic acid or

pemetrexed at the concentrations studied (Datahmwn).
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Table 11.3. : Validation results for the determination of pemete (mg.mL*) (A) and L-
glutamic acid as a potential degradation product.imi™?) (B).

A
Validation criterion Level 1 Level 2 Level 3 Level Level5
Mean introduced
) 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60
concentration
Mean predicted
concentration 0.397 0.443 0.494 0.549 0.597
Absolute bias -0.003 -0.007 -0.006 -0.001 -0.003
Relative bias (%) -0.75 -1.57 -1.14 -0.24 -0.43
Recovery (%) 99.3 98.4 98.9 99.8 99.6
Repeatability standard
o 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001
deviation
Intermediate precision
0.003 0.001 0.002 0.003 0.003
standard deviation
Repeatability RSD (%) 0.50 0.15 0.21 0.17 0.20
Intermediate precision RSD
0.86 0.17 0.33 0.51 0.50
(%)
Lower [3 tolerance limit 0.385 0.441 0.489 0.536 86.5
Upper B tolerance limit 0.409 0.445 0.500 0.561 10.6
Lower relative 3 tolerance
o 96.3 98.0 97.8 97.5 97.4
limit (%)
Upper relative 3 tolerance
102.2 98.9 99.9 102.1 101.7

limit (%)
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Validation criterion Level 1 Level 2 Level 3 Lewkl Level5

Mean introduced
0.005 0.010 0.015 0.020 0.025

concentration

Mean predicted
0.0050 0.0097 0.0148 0.0200 0.0260

concentration

Absolute bias 0.00004 -0.00031 -0.00016 0.00003 01M9
Relative bias (%) 0.72 -3.09 -1.10 0.14 4.14
Recovery (%) 100.7 96.9 98.9 100.1 104.1

Repeatability standard
0.00017 0.00027 0.00023 0.00032 0.00024

deviation

Intermediate precision
0.00019 0.00032 0.00023  0.00032 0.00068

standard deviation

Repeatability RSD (%) 3.3 2.8 1.6 1.6 0.9
Intermediate precision RSD
3.3 1.6 1.6 25
(%)
Lower 3 tolerance limit 0.0045 0.0088 0.0143 0.01920.0230
Upper B tolerance limit 0.0056 0.0106 0.0154 0.02080.0290
Lower relative 3 tolerance
o 90.3 88.4 95.1 96.2 92.1
limit (%)
Upper relative 3 tolerance
o 1111 105.5 102.7 104.1 116.2
limit (%)
Mean retention time (min) 4.014 4.011 4.004 3.998 3.994
Intermediate precision
o ) 0.011 0.011 0.010 0.010 0.013
standard deviation (min)
Intermediate precision RSD
0.28 0.28 0.26 0.27 0.33

(%)



Conclusion

As we have stated, it is accepted that a drug eacldssified as being stable if not less than
90% of the initial drug concentration remains ifugon if the degradation products are less
toxic than the drug itself, or not less than 95%hd initial drug concentration remains in
solution if the degradation products are more takan the drug. The method described here
can detect a 1.5% level of a potential non-toxigrddation product, and so could also be
used to provide some indication of the degradatathway of pemetrexed. L-glutamic acid is
known to be non-toxic - but what about impurity Adaall the other potential degradation
products? The HPLC-UV-ELSD method could be combindttht MS" detection to confirm
the degradation pathway of pemetrexed under camditiof hospital use, and to give an
indication of the structure of the degradation picid other than L-glutamic acid and
impurity A. Moreover, this ion-pairing HPLC-UV-ELSBethod could be used for assessing

the stability of solutions of pemetrexed in hodpitenters.
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Nous disposons donc maintenant d’'une méthode cg#tamet validée satisfaisant aux
objectifs que nous nous étions fixés a savoir as#on du principe actif, des excipients
présents simultanément en solution et de ses différ produits de dégradation potentiels,
notamment I'acide glutamique et I'impureté A déenitar Saravanaet al. [38]. Un suivi de
stabilité du pemetrexed en évaluant la perte decipe actif au cours du temps peut étre

maintenant envisagé par cette méthode.

Afin de répondre a une problématique de notre uo@gcernant I'utilisation des
reliquats de pemetrexed-Alinftanous avons réalisé I'étude de stabilité de ceicaéuent
aprés reconstitution par du sérum physiologiqueC{N&,9 %) a une concentration de

25 mg.mL* dans son conditionnement original.

1.4. Etude de stabilité du pemetrexed-Alimta® a 25ng.mL™

Le colt élevé du pemetrexed dans son conditionneg@mnmercial, a limité nos
essais et les a orienté vers I'étude de stabiétéadsolution reconstituée dans les conditions
les plus souvent rencontrées au cours de la peatigotidienne hospitaliere : a +4 °C et a
température ambiante (+22 °C) [64].

L’étude de stabilité a été réalisée a deux plagehpératures différentes (de+2 °C —
a +8 °C d'une part et a +22 °C d’autre part) etahri de la lumiere. La composition de
chaque solution a été vérifiee immédiatement amésnstitution puis aux jours J1, J2, J7 et

J14. Trois solutions reconstituées ont été summeparalléle pour chaque température.

[1.4.1. Préparation des solutions

Les différents flacons de Pemetrexed-Alifh&)0 mg ont été fournis par 'UBCO du
CHRU de Tours et reconstitués selon les indicatidasfabricant avec une solution de
NaCl 0,9 % au sein de cette unité dans les comditibasepsie requises pour la préparation de
médicaments anticancéreux. La solution de pemetreammsi reconstituée est a la
concentration requise de 25 mg.thdlans le flacon.

L’étude de stabilité physico-chimique est réalis@eanalysant a difféerents moments

des solutions diluées (0,5 mg.MLa partie de la solution reconstituée dite corréentLes
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prélevements de 0,5 mL de solution concentrée tidteffectués immédiatement aprés

reconstitution, puis aux jours 1, 2, 7 et 14 ddrexjce flacon en conditions d’asepsie strictes.

[1.4.2.Stabilité physique

La stabilité physique de chaque solution a esu&e par mirage des solutions aux
différents temps de prélevement afin de repéreretittielles particules en suspension ou un
changement de couleur de la préparation.

[1.4.3. Stabilité chimique

La méthode analytique de CLHP utilisée est cellerithe et développée ci-dessus.
Tous les échantillons ont été dilués avant anayse la phase mobile (TDFHA 1mM/ACN
85/15 v/v) pour obtenir une concentration injeaégemetrexed & 0,5 mg.rhL

La concentration de pemetrexed mesurée au temgst diéfinie comme constituant la
valeur initiale de référence (le 100 %) puis pobague prélevement analysé aux temps
suivants la concentration de pemetrexed est expriaré pourcentage par rapport a cette
concentration initiale. La solution de pemetrexechsconsidérée comme stable si la perte de
pemetrexed au cours du temps n’excéde pas 5 %qleidite initiale [36, 64].

Nous avons également mesuré le pH a l'aide de IbettelepH de précision (0,2 unité
pH). En effet, une mesure précise du pH (au pHnpEtrexemple) ne s’avére pas nécessaire.
Dans le Résumé Caractéristiques du Prg@R@P) est précis& La solution ainsi obtenue est
claire et sa couleur varie de I'incolore au jauna @une verdatre sans conséquence sur la
qualité du produit. Le pH de la solution reconségwarie de 6,6 a 7,8. ».

Les résultats de notre étude de stabilité sur arsjeont reportés dans le tableau I11.4..
Nous avons observé une perte négligeable de peradteal cours de I'étude en fonction des
différentes conditions.

Nous n’avons par ailleurs pas observé de particuigibles a I'ceil nu et pas de

changement de pH.
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Tableau I1.4. : Stabilité du Pemetrexed 25 mg.thteconstitué avec du NaCl 0,9% dans son

conditionnement d'origine.

Pemetrexed 25 mg.riL

% de la concentration initiale (n=3)

Temps (jours) 22 °C al'abridela +2-+8°C al'abri de la
lumiere lumiere
1 100,3+0,5 100,6 £ 0,5
2 101,0+1,8 100,2 +1,3
7 101,0+0,9 99,7+14
14 100,4 +0,5 98,7+0,3

Au cours de cette étude de stabilité, nous avonstiha@ue la pemetrexed-Alinfta
reconstitué & 25 mg.mL avec du sérum physiologique (NaCl 0,9 %), seloms le
recommandations du fabricant, est stable physigoemiechimiquement pendant 14 jours
guelque soit les conditions de conservation étgdiée

Nous n’avons pas identifié la présence d’acideaghique lors de I'étude de stabilité
de la solution de pemetrexed ce qui infirme nosohiygses de départ lors du développement
de la méthode [47] qui se basaient sur les trazatérieurs de Saravanan et al. [38]. La voie
de dégradation en solution du pemetrexed n’est gasacelle que nous avions supposée. En
revanche, au cours de I'étude de stabilité, noamswnis en évidence l'apparition de traces
de deux produits de dégradation principaux : pitodeidégradation 1 (temps de rétention :
2,6 minutes) et produit de dégradation 2 (tempsréention: 3,5 minutes). On note
'apparition progressive de ces deux produits dgratfation au cours des différents
prélevements (JO en noir, J1 en cyan, J14 en d@8een bleu et J56 en violet). Nous avons

zoomé sur les produits de dégradation. (Figur®.J.1
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Figure 11.19. : Chromatogramme des solutions analysées au couétuide de stabilité (UV
a 254 nm). Les analyses correspondent aux préléusrde la solution 1 conservée a 22 °C, a
I'abri de la lumiére a JO (noir), J1 (cyan), J1dsg), J28 (bleu) et J56 (violet).
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11.5. Identification des produits de dégradation du pematxed par
chromatographie  d’appariements d’ions couplée a |la
spectrométrie de masse

L’emploi du couplage en ligne de la spectrométaenthsse (SM ou SM/SM) et de la
chromatographie en phase liquide, constitue unl dtés performant pour obtenir une
information rapide sur la masse des composés peedans un échantillon donné sans étape
préalable de purification et sans besoin d’une tiigaimportante d’échantillon.

Le spectrométre de masse, APl 3000 (Applied BiesysEciex), dont nous avons
disposé pour notre étude, est un spectrometre deentaractérisé par une source d’ionisation
a pression atmosphérique de type turbo-ion sprayedinterface a rideau de gaz et d'un
analyseur de type quadripolaire. Aprés avoir déerjprincipe général de cet appareil, nous
décrirons l'optimisation des paramétres de souregldges des différentes tensions, des gaz,
de la température de source..) pour la détectioBMret SM/SM de nos composés d’intérét
puis les résultats obtenus en couplage CPL-SM/SMordégnt des informations pour
I'identification des composés 1 et 2 de la figur&9. qui sont les 2 produits de dégradation
majoritairement apparus au cours de notre étucktadbdite.

[1.5.1. Principe de la spectrométrie de masse

Le principe de l'analyse par spectrométrie de massesiste a transformer des
molécules échantillon en ions moléculaires et/ouicars fragments. Les ions issus de la
source sont ensuite séparés en fonction de legoramasse sur chargenfy par un ou
plusieurs systemes analyseurs avant d'étre dét@eigsre 11.20.). Les ions transmis par
l'analyseur jusqu'au détecteur referment ainsiitquit électrique. Le courant électrique créé
est proportionnel a la quantité d'ions recus patékecteur. Sur le trajet menant au détecteur,
différents champs de force (magnétiques, électsigyesont appliqués, les uns servant a
assurer la transmission des ions (par gradieném&dn), les autres a filtrer les ions selon le
rapport de leur masse et de leur charge Le signal électrique enregistré lors d'un balayage

des rapports m/z constitue un spectre de masse.
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De facon simplifiée un spectrométre de masse sengjgase en :

- une source d’ionisation dans laquelle les mokEswdont ionisées a partir d’'un
échantillon vaporisé ;

- un ou plusieurs analyseurs qui consistent a eépes ions formés en fonction de
leur rapport m/z ;

- un détecteur qui mesure un courant électriqupgtmnnel a la quantité d’ions recus
aux différentes valeurs de m/z ;

- un systéme de traitement de données qui transfdencourant électrique en un

signal chromatographique.

Echantillon

Enregistrements (courants)

Source d’ions Analyseur(s) Détecteur
signal

Tension '7

Figure 11.20. : Schéma de principe d’un spectrométre de masse

[1.5.1.1. Les sources d'ionisation a pression atrsphérique

Les sources d'ions fonctionnant a pression atmospie plus communément
appelées sources APl (du terme anglais : Atmosphéhiessure lonisation) sont
particulierement adaptées au couplage de la chomragihie en phase liquide avec la
spectrométrie de masse. Ces sources d’'ionisatitiréputées étre des methodes d’ionisation
douce conduisant la plupart du temps a un spedrendsse riche en ion précurseur et
généralement plus pauvre en fragments. Trois ahes techniques API sont disponibles au
laboratoire : I'électronébulisation ou electropréygSl), Iionisation chimique a pression
atmosphérique (APCI) et la photo ionisation a pogssatmosphérique (APPI). Pour la
sélection du mode d’ionisation le plus appropriéa alétection des solutés d'intérét, deux
critéres sont en premier lieu a prendre en compaemasse moléculaire du composé et sa
polarité. L'électrospray est bien adapté aux madexpolaires, ionisables ou ioniques et dont
la masse peut aller jusqu'a 100 000 uma, l'ionisatchimique est plus appropriee a
lionisation de petites molécules moins polairentdéa masse est souvent inférieure a
1000 uma et la photo ionisation, technique la pécente, a été développée pour ioniser les
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molécules les plus apolaires telles que les hydbocas aromatiques polyinsaturés (HAP) qui
ne s'ionisent pas avec les deux autres types deesdues travaux publiés dans la littérature
sur I'analyse en couplage avec la spectrométriendsse du pemetrexed [65] et de I'acide
glutamique [66-67] étant realisés avec une souicmigation de type ESI, c’est donc ce
mode d’ionisation que nous avons privilégié pourentravail expérimental.

L’ESI repose sur lintroduction d'une solution agse ou hydro-organique de
I'échantillon a analyser dans un capillaire porténapotentiel élevé (positif ou négatif). Le
champ électrique étant obtenu par application dulifférence de potentiel de 3 a 6 kV entre
le capillaire et une contre-électrode séparés 8léa @, cm (largeur de champ électrique). Sous
I'action combinée d’'un gaz de nébulisation chautféi évapore le solvant, et du champ
électrique, des charges vont s’accumuler a la serfie I'effluent conduisant a la rupture de
celui-ci et a la formation d’un spray de gouttastfortement chargées ou « cone de Taylor »
Les microgouttes ainsi formées vont progressivendintinuer en taille par perte de
molécules de solvant, puis éclater sous 'effehd’densité de charge trop importante, et au

final, libérer des ions moléculaires protonés oprdtonés. (Figure 11.21.).

emires amalyseur

\ 1 LE 2 3 4
contre-dectrode | 11
|
— | 2%
= | f@ Y .
A N; ﬁ N ll\ .-’
S N & — egra
AN ) /
=] -
& - ®
* * i — vers e 5AI
|
i 1) kPa 103 Pa 0,001 P
s @
& ':9 " ’ @
oo Eod 3 & e o7
3%:%'3“_9“; =, @’“ mﬁ & & @ ) )
Ly @ @ & ; 0% —3 vers contre-elecmode (<)
® 9 a
glecmode (+) Ty
cime de Taylor * a

Figure 11.21. : Principe de I'Electrospray d’aprés [68]

Lorsque le débit de la phase mobile est exces2D@uL.min™), les gouttelettes sont
trop grosses pour ioniser efficacement le solu& décharge du liquide est inefficace (les
gouttelettes sont moins ioniques), I'effet de @lutest important et I'évaporation ionique se

fait difficilement. En conséquence, la source E@Utorise pas le couplage direct avec les
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colonnes chromatographiques de diametre internenh&ar le débit de phase mobile utilisé
avec ce type de colonne est alors trop élevé {glzmment 1 mL.mit). La seule solution
possible dans ce cas, consiste a diviser le fleffldent (split) avant son arrivée dans la
source.

L'electrospray est une technique d'ionisation palidrement douce et permet
d'obtenir principalement des ions pseudomolécidaikes ions générés, dans notre cas, en
mode positif, en ESI-SM sont des molécules protsifie-H]" ou cationisées (par formation
d'ions adduits avec Nf Na', K7, ...).

11.5.1.2. L'interface a rideau de gaz

Les ions produits par la source pénetrent le speeiire de masse via l'interface et
sont acheminés par un gradient de potentiel verdélecteur (électromultiplicateur) en
passant par I'analyseur quadripolaire ou a lieufilleage des ions selon leur rapport
masse/charge. L'interface d’'un spectrométre de enessstitue une zone de transition entre
la source a pression atmosphérique et I'analysaintenu sous un vide interne puissant
d’environ 10° Torr. L'interface assure un vide intermédiaire1(8 Torr) permettant de
diminuer progressivement la pression dans le speeétre de masse. L'interface entre la
source ESI et I'analyseur est constituée d’'uneesée lentilles permettant de focaliser le
faisceau d’ions formés vers l'entrée du spectrommadle masse. Dans linterface du
spectrometre de masse APl 3000 dite « a rideauade»,gla présence de gaz inerte)(N
permet de plus, d’'empécher I'entrée des molécudesres dans le coeur du spectrométre afin
d’éviter toute pollution par dépot sur les parais, parfaire la désolvatation des ions formeés
dans la source et de leur transmettre une activaituite par collision (connue sous le sigle
CID pour Collisionally Induced lonisation). L’augmtation de I'énergie interne des ions par
ce phénoméne peut entrainer la fragmentation (ineso CID fragmentation) des ions

pseudomoléculaires en apportant ainsi des infoamsistructurales intéressantes.

[1.5.1.3. L'analyseur quadripolaire

L’analyseur est placé sous vide poussé pour assmertransmission optimale des
ions. En couplage avec les méthodes séparativeéstalié de I'échantillon élué, solutés et
solvants, devra donc passer en phase gazeuse @@asmolluer l'intérieur du spectrometre
de masse et de ce fait détériorer ses performances.
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L'analyseur quadripolaire (Figure 11.22.) est cdanstde quatre électrodes métalliques
hyperboliques ou de sections carrées couplées aaleux. Les paires d'électrodes sont de
polarité opposée et sont soumises a une tensigégast une composante continue (U) et
une composante alternative (V.as Tout le long de leur parcours a travers l'asaly, les
ions sont attirés par I'électrode de signe oppoais sont repousseés avant qu'ils ne l'aient
atteinte a cause de son changement de signe. Ibssremtrent en résonance avec la
radiofréquence appliquée et sont transmis par bdgpdle vers le détecteur (électro- ou
photomultiplicateur).

~-(U-V cos wi)

U-v

Figure 11.22. : Schéma d’un quadripble

[1.5.1.3. Analyseur triple quadripéle

Bien que I'utilisation d’un simple analyseur quadie soit suffisante pour obtenir des
données structurales sur les molécules étudiéesstilsouvent nécessaire d'utiliser des
spectrometres de masse en mode tandem (SM/SM) @otwenir plus d’informations
structurales. L'utilisation de trois quadripbless@siés en série permet de réaliser la
spectrométrie de masse en mode tandem (SM/SMurg-1423.).

La spectrométrie de masse tandem exploite a desstmcturales le principe de la
dissociation activée par collision (CAD). Elle cmts a focaliser un ion d'un rappari/z
choisi (ion parent ou ion précurseur) dans le peenainalyseur (Q1). Cet ion subit des
collisions avec des molécules de gaz (azote ounargans le quadripdle central (Q2) et se
fragmente. Un ion fragment (ion fils) est ensuiestionné au niveau du dernier analyseur
(Q3) pour étre transmis au détecteur.

Ce mode de balayage appelé mode MRM (Multiple RemadWonitoring) permet

d’augmenter la spécificité de I'analyse en suivam plus I'ion parent [M+H] seul comme
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en spectrométrie de masse simple mais une trams#fpgcifique d’ions (ion parent>ion

fragment). Ce mode de travail est tres utile erpta@e avec la chromatographie liquide car |l
permet tres souvent d’augmenter la sensibilitéaddétection en diminuant 'amplitude du
bruit de fond.

Gaz  Anneau
Ridean

\ﬂ . L =
i
P 1 M

1T ¢ 10 Torr 107 Torr

Figure 11.23. : Schéma d’un appareil triple quadripole

[1.5.2. Optimisation des parametres SM/SM en vue ddanalyse des
solutions de pemetrexed

La mise au point d'une méthode de détection spgmficommence par I'optimisation
du signal en SM (réglages des différents paramekeesource et d’interface) puis par une
étude de fragmentation des molécules au coursqiella sont recherchés des ions typiques
et suffisamment intenses pour apporter une boneeifgpté et une bonne sensibilité a
'analyse.

Ne disposant pas de standards purs correspondgrgraetrexed et aux produits de
dégradation du pemetrexed, nous avons optimisgaesnetres de source a partir de solution
fraichement reconstituée de pemetrexed, de soluttandard d'acide glutamique et de
solution de l'impureté A.

Cette premiére étape a été entreprise en mesunatensité de lI'ion moléculaire
protoné [M+HJ de chacun de ces solutés en appliquant la proeétioptimisation décrite
pour les acides aminés [69] et en partant des géglprécédemment décrits par Bobin-
Dubigeonet al. [65] pour I'analyse du pemetrexed en couplage GISHP Les auteurs ont
développé une méthode de suivi thérapeutique depered dans le sérum de patients pour
réaliser des études de pharmacocinétiques. La phabde utilisée ne fait pas intervenir

d’agent d’appariements d’'ions mais de 'acide figume.
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Cette opération a été réalisée en infusant diremténers le spectrométre de masse les
solutions témoins & un débit de 20 pL.thinl’optimisation a été réalisée en mode
d’ionisation positif en raison du caractére anioeigle I'agent d’appariement d’ions utilisé
(TDFHA) présent dans la phase mobile de la méthaidtematographique développée. En
effet, le mode positif d’ionisation, ne permet @as ions négatifs présents dans la phase
mobile d’entrée a l'intérieur du spectrometre desseacontrairement au mode négatif.

Les analyses optimisées pour détecter I'acide gjligiae en infusion ont été réalisées
en couplant un appareil CLHP HP 1100 Agilent avactniple quadripble APl 3000 API
Sciex. Les données enregistrées d’'un rapport mi08ea 500 uma ont ensuite été analysées
a l'aide du logiciel Analyst 1.4.2. Les valeurs desrameétres pour obtenir un rapport
signal/bruit optimal, en mode positif, sont lesvamites:

- une tension de capillaire de + 5 kV
- une tension d’orifice de + 15V,
- une tension d’anneau de + 150V,
- une température de source de 450°C,
- un débit de gaz nébuliseur de 10 L/min
- un débit de gaz rideau de 8 L/min
Le gaz appliqué en sortie du capillaire pour éveptar phase mobile est du di-azote.

Nous avons ensuite appliqué les mémes parametnas giecter I'impureté A.
Cependant, la faible quantité synthétisée au labioeanous a contraint a réaliser les essais en
FIA (Flow Injection analysis) avec la phase molslévante : TDFHA 1mM / acétonitrile
85/15 v/v a un débit de 0,2 mL/min. Cette technigaesiste a alimenter le spectrométre de
masse par un flux continu de phase mobile en tetimactement la pompe CLHP a I'entrée
de la source. La solution a analyser est ensujectée (20 pL dans notre cas a une
concentration de 100 mg*). dans le flux de phase mobile sans étre retenuarsicolonne
de chromatographie.

Pour le pemetrexed, nous avons également réalisédsais en FIA car dans la
solution reconstituée les teneurs majoritaires d€INt du mannitol masquent le signal lié au
pemetrexed en faible teneur lorsque le mélangmieste directement. Les essais en FIA pour
cette solution de pemetrexed ont éte réalisés lave®me phase mobile que pour I'impureté
A (20 pL & une concentration de 100 mig.L

Dans les conditions de source optimales, les idbserwés pour les différents

composeés analyseés sont :
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- pour Glu : I'ion [M+H] (m/z = 148),

- pour le pemetrexed, I'ion [M+H](m/z = 428)

- et pour I'impureté A, l'ion [M+H] (m/z = 299).

Pour Glu et I'impureté A, nous n’avons pas obselwdéragmentation importante dans
la source ce qui n’induit pas de perte de signaluldNpouvons donc espérer avoir une bonne
sensibilité de détection pour ces deux composégt lRopemetrexed, nous observons une
fragmentation dans la source en ion fils de rappérégal a 299. Cela n’est pas préjudiciable
pour la suite pour 2 raisons :

- Le pemetrexed est a une concentration que nousdipar dilution et ce ne sont pas
les traces de pemetrexed que nous rechercher@enduarouplage CLHP-SM mais les
traces de ses produits de dégradation éventuels.

- L’ion fils du pemetrexed a le méme rapparkz que l'ion parent de I'impureté A, mais
le temps de rétention de ces deux composés daysteme chromatographique est
différent, ils n’arriveront donc pas simultanémeians la source. Il sera possible de
détecter la présence de I'impureté A indépendamrdentelle du pemetrexed (cf
11.1.2.3.2.) grace a la séparation chromatograghiqu

Aprés avoir optimisé les réglages de la sourcendation et de l'interface, nous
avons étudié la fragmentation des solutés danellale de collision. Notre objectif étant de
développer une méthode avec une détection par SMESpectroméetre de masse a été utilisé
en mode product-ion scan (PIS) qui consiste a séheer 'ion [M+H]" comme ion parent
dans le premier quadripdle, a le fragmenter darcellale de collision et a balayer dans le
troisieme quadripOle la gamme de masse m/z = 5@z&=nM+1 pour la détermination des
ions produits. Cette procédure a été réalisée dgswaleurs d’énergie de collision allant de
10 a 50 eV. L'étude de la fragmentation du pemetiert de I'acide glutamique nous
permettra de comparer les ions fils a ceux desuodle dégradation mis en évidence et,
ainsi, nous apportera des informations supplémestapour identifier la structure de

composeés de dégradation.
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Les résultats de la fragmentation de I'acide glid@am en fonction de I'énergie de

collision sont présentés dans la figure 11.24. :

100
90 -
m/z = 84
80 -
70
[« Y]
o 2 60 - —148
c 3
g c 50 30
g9 [M-+H-
[1s] +
Q =40 - H,0] 102
30 . m/z =130 V]
|H2N:CH- — 5
20 CH=CH2]|*
10 - m/z = 56
0 1 1 T T 1
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Energie de collision (eV)

Figure 11.24. : Diagramme d’abondance des ions fils de l'aciddgaghique en fonction de

I'énergie de collision.

La fragmentation de l'acide glutamique conduit dragments majoritaires dont le
maximum d’intensité se situe a des valeurs d’éeedlgi collision distinctes, ce qui représente
un avantage dans la mesure ou il sera toujourshp@ske détecter un ion fragment pour Glu
guelque soit la valeur compromis qui sera fixéerffénergie de la cellule de collision lors de
'analyse de la solution de pemetrexed en CLHP-3M/Ea plus forte abondance pour le
fragment majoritairen)/z= 84) est obtenue dans une plage d’énergie desioollentre 25 et
30 eV.

89



100
[M+H]*
9g - m/z= 163
30 - m/jz =281
70 -
U @ —)8
22 60 -
8 —110
8 [
238 50- [M+H-H,0]* 299
2= m/z =410 )81
40 -
e | 53
30 4
20 +
10
0 1 T T ——|
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Energie de collision (eV)

Figure 11.25. : Diagramme d’abondance des ions fils du pemetrexefnction de I'énergie

de collision.

Pour le pemetrexed, nous observons également 4némg principaux avec un
fragment majoritairer(/z= 281) de forte intensité dans la plage d’énergiedllision de 25 a
30 eV. (Figure 11.25.).

Pour les analyses en couplage CLHP-SM/SM de sokitiégradées de pemetrexed, il
apparait d’apres les diagrammes de fragmentatigdaong valeur d’énergie de collision fixée
a 25 eV est un bon compromis pour la fragmentagiossi bien du pemetrexed que celle de
'acide glutamique. Les transitions spécifiquesviad au cours de ces analyses seront
respectivement pour Glu (14884) et pour le pemetrexed (42881).

Au vu des fragments détectés pour le pemetrexeds agons cherché a expliquer
dans la figure 11.26. les différents chemins deyfin@ntation possibles en précisant les pertes

de neutres associées.
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m/z = 163 m/z = 281

Figure 11.26. : Fragmentation du pemetrexel

Tous les ions fragments observés peuvent s’expligymartir d’'une fragmentation de
I'ion parent du pemetrexed : I'ion fragment de M0 peut s’expliquer par la perte d’'une
molécule d’eau (perte de 18), celui correspondanizal63 par perte d’'un fragment neutre de
265 uma, celui correspondant a m/z 281 par petteedmolécule d’acide glutamique (perte
del46) et celui de m/z 298 par perte d’'une molédideide glutarique (perte de 130).

Les parametres du spectrometre de masse étantisgirat les fragmentations du
pemetrexed et de I'acide glutamique établies, mows sommes intéressés ensuite a I'analyse
en couplage CLHP —SM des différentes solutionsetegtrexed analysées au cours de I'étude
de stabilité réalisée en CLHP-UV-DEDL (cf II.4.3igure 11.19.). L’analyse CLHP-SM doit
nous permettre de déterminer la masse des prodeitdégradation apparus au cours de
'étude et I'étude de leur fragmentation en couplé®M/SM devrait nous apporter des

éléments nécessaires a leur identification stratgur
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[1.5.3. Couplage chromatographie-spectrométrie de misse simple

Nous avons tout d’abord analysé par couplage CLMPsi&ple, un mélange standard
contenant I'acide glutamique (5 mg). 'impureté A (0,1 g.[!) et le pemetrexed (0,1 gL
L’analyse a été effectuée en mode SIM (Single loonitbring) qui consiste a analyser la
solution en suivant les rapports m/z des 3 ionsitérét. La figure 11.27. montre la
superposition des chromatogrammes obtenus a plarfiextraction des 3 courants ioniques
composant le courant ionique total. Les trois €sutionnent des signaux parfaitement
mesurables et les temps de rétention de ces 3 c@mmans le systéme chromatographique
optimisé en CLHP-DEDL sont confirmés : pour l'aciglitamique : 4,9 minutes ; pour le

pemetrexed : 30 minutes ; et pour 'impureté A n3dutes.

ae Pemetrexed (m/z = 428) Impureté A (m/z = 299)

8.0e8

s0e8 Acide glutamique (m/z = 148)

488

Intensity, cps

5,0e5
| . 21,07 31,80
2

4 ;] 2 10 12 14 16 18 20 22 24 6 28 20 >3 24 38 28

Figure 11.27. : Injection d’une solution composée d'acide glutamei@5 mg.L%), impureté A
(0,1 g.L'") et pemetrexed (0,1 g Analyse CLHP-SM (ions sélectionnés) des 3 statwla
sur colonne C18 et selon le gradient d’élution ¥8ot A : solution aqueuse de TDFHA 1
mM ; solvant B : acétonitrile décrit figure 11.14.pébit de la phase mobile : 1 mL.rtin

split : 1/5 ; ionspray : 5 kV ; tension d’orificdl5 V ; tension d’anneau : 150 V.

Nous confirmons ainsi que la méthode chromatogopghdéveloppée est adaptée a la
recherche de traces éventuelles d’acide glutamatfieer d'impureté A dans les solutions de
pemetrexed au cours de leur dégradation. Ces dedifs de dégradation sont bien séparés

du pemetrexed et donnent des courants ioniquesraidss.
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Les analyses des solutions fraichement reconstiteiégégradées de pemetrexed a J28
et & J180 dans les conditions d'utilisation hodigita (22 °C a l'abri de la lumiere) sont
reportées dans les figures 11.28., 11.29. et 1)30a figure 11.28. correspond a l'analyse de la
solution de pemetrexed fraichement reconstituéesdigures 11.29. et 11.30. correspondent a
'analyse de chaque solution dégradée en mode seania-dire en balayant une gamme de
masse comprise entre 100 et 500 uma toutes les skmondes durant toute I'analyse. Ce
mode d’acquisition du signal est peu sensible npmesmet de stocker un maximum
d’'informations quand on ne connait pas les massesbduits de dégradation recherchés.
Pour les solutions, fraiche (JO) et a J28, desasigiplus intenses se dégagent du bruit de fond
vers 14 min; 29 min et 36 min (11.28.1 et 11.29tAndis que pour J180 ces signaux sont
autour de 13 min, 27,5 min et 35 min (11.30.1). &rayant a partir de ces courants ioniques
totaux, les courants spécifiques pouz= 428, m/z= 148 etm/z= 299, nous n’observons pas
a J0, J 28 et a J180 de signal ni vers 5 min (Gld¢ ni & 34 min (tr de 'impureté A), et nous
observons un signal & 28 min (tr du pemetrexedypufies 11.28.2.3.4, 11.29.2.3.4 et
11.30.2.3.4). La dégradation du pemetrexed dansclasditions d’utilisation hospitaliere
(définies lors de I'étude de stabilité) ne conghais a la libération en solution de I'impureté A
et/ou de l'acide glutamique méme apres 6 mois QJ.1& couplage a la détection massique
confirme les résultats de I'étude de stabilitéiséal en CLHP-UV-DEDL.
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Figure 11.28. : Analyse par CLHP —SM d’une solution de pemetredetd (0,5 mg.mt) ;
1/full scan 100-500 uma (dwell time : 2 sec / st@gpb uma). 2/ Extraction du signal & m/z =
428 uma. 3/ Extraction du signal a m/z = 299 uraaignal autour de 30 minutes correspond
a une fragmentation du pemetrexed dans la soutt&xtraction du signal a m/z = 148 uma.
Débit de la phase mobile: 1 mL.rlifconditions décrite Figure 11.25.) ; split: 1/5;

Conditions SM : température de source : 450°C spoay : 5 kV ; tension d'orifice : 15 V ;
tension d’anneau : 150 V.
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Figure 11.29. : Analyse par CLHP —SM d’une solution de
1/full scan 100-500 uma (dwell time : 2 sec / st€b uma).

pemetrexel28 (0,5 mg.mt) ;

3/ Extraction du signal a m/z =

299 uma (le signal autour de 30 minutes corresgoude fragmentation du pemetrexed dans

la source). 4/ Extraction du signal a m/z = 148 ubébit d
(conditions décrite Figure 11.25.) ; split: 1/5Conditions

e la phase mobile : 1 mL.rtin

SM : température de source :

450°C ; ionspray : 5 kV ; tension d’orifice : 15;¥ension d'anneau : 150 V.
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Figure 11.30. : Analyse par CLHP —SM d’une solution de pemetrex&d80 (0,5 mg.nit) ;
1/full scan 50-500 uma (dwell time : 2 sec / st€b. uma). 2/ Extraction du signal a m/z =
428 uma. 3/ Extraction du signal a m/z = 299 umeasijnal a 29 minutes correspond a une
fragmentation du pemetrexed dans la source). 4aEtn du signal & m/z = 148 uni2ebit

de la phase mobile : 1 mL.mir{conditions décrite Figure 11.25.) ; split : 1/8Conditions
SM : température de source : 450°C ; ionspray V5 kension d'orifice : 15 V ; tension
d’anneau : 150 V.

Par ailleurs, I'analyse en spectrométrie de mass@le nous a permis de mettre en
évidence les deux produits de dégradation détecté3L HP-UV-DEDL (Figure 11.X.). Nous
avons analysé les solutions a J28 et J180 en noadhecest-a-dire en balayant une plage de
masse de 100 uma toutes les deux secondes dungnt'samalyse. Nous avons commencé les
analyses entre 100 et 200 uma, puis entre 2000eti®@ et de la méme maniére jusqu'a 500
uma. Cela nous a permis de gagner en sensibilitédgecter les produits de dégradation que
nous avions observés en détection UV aux tempétdation :

- Produit de dégradation 1 : 1,4 minutes

- Produit de dégradation 2 : 2,5 minutes
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Nous observons un temps de décalage d’une minuteorrpar rapport aux temps de
rétention observés pendant I'étude de stabilit€gHP-UV-DEDL. Ce temps de décalage est
lié a 'absence de synchronisation automatiqueedkitijection et le début d’acquisition du
signal en spectrométrie de masse lors du coupldgdPE€&SM contrairement a I'analyse
effectuée en CLHP-UV-DEDL pour laquelle le logigmeliote automatiquement I'ensemble du

montage.

Produit de dégradation 1 Produit de dégradation 2 .
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Figure 11.31. : Solution de pemetrexed (0,5 mg.MLa J180 ; 1/full scan 100-500 uma (dwekl timese2 / step :
0,5 uma). 2/ Extraction du signal a m/z = 460 uBiaExtraction du signal a m/z = 444 uma. Débit aiphase
mobile : 1 mL.mift (conditions décrite Figure 11.25.) : split : 1/Fempérature : 450°C ; ionspray : 5 kV ; tensio

d’orifice : 15 V ; tension d’anneau : 150 V.
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En conclusion, on ne retrouve pas d'acide glutamigu d'impureté A dans les
solutions obtenues par dégradation forcée du perestr L’hypothése avancée par Saravanan
et al. [38] n'est donc pas confirmée. Notre étude conduitettre en évidence 2 produits de
dégradation principaux de masse m/z = 444 et 468 (Frgure 11.31.). Pour obtenir des
informations complémentaires sur ces composésdfientifier leur structure, nous avons
réalisé ensuite des analyses en couplant le systeroenatographique a la spectrométrie de

masse utilisée en mode tandem.

[1.5.4. Couplage chromatographie-spectromeétrie de msse tandem

L’analyse de la solution dégradée de pemetrexadinpaduction directe dans la SM
aussi bien par infusion que par FIA, ne nous apastpermis de détecter les deux composés
de dégradation majoritaires en raison de leurdaiheur et de la présence en grande quantité
des excipients et du pemetrexed, nous avons doalisééle couplage du systeme
chromatographique a la spectrométrie de masse rameenous focalisant sur I'obtention
d’éléments nous permettant de définir la structie® produits de dégradation. Nous n’avons
pas cherché a optimiser la sensibilité de la teglmiCLHP-SM mais plutét cherché a
diminuer la durée totale de l'analyse et pour cdlminuer la rétention de la molécule de
pemetrexed tres hydrophobe par rapport a celleleles composés d’intérét.

La méthode chromatographique d’appariement d’iocdsgaemment optimisée conduit
a utiliser comme agent de paires d’ions, le TDFHA ghase mobile ce qui impose
l'utilisation d’'un gradient d’élution pour éluer lgemetrexed et un temps de rééquilibrage
entre chaque injection de 21 minutes. Ceci impligne durée d’analyse longue pour des
molécules d'intérét que nous cherchons a identifart le temps de rétention est proche du
volume mort.

Nous avons ainsi analysé les solutions de pemetrégd’étude de stabilité (J180) en
remplacant dans la méthode CLHP, I'agent d’appaeterd’ions TDHA en phase mobile, par
le TFA, moins hydrophobe. Nous avons utilisé unasghmobile isocratique composée d’'une
solution aqueuse de TFA 0,1% et d’acétonitrile 185//v) délivrée, & un débit de 1 mL.rin
dans la colonne et 0,2 mL.rfimans le spectrométre de masse (split 1/5). Ces agermis
de réduire le temps total d’analyse a environ 20uteis entre chaque injection sans période
de rééquilibrage du systeme puisque il n'y a plisnbdification de composition de la phase
mobile. Dans ces nouvelles conditions, les temp®tation des produits a analyser sont les

98



suivants : pour le pemetrexed environ 16 minu@®duit de dégradation 1 : 3,0 minutes et

produit de dégradation 2 : 4,4 minutes.

11.5.4.1. Etude du produit de dégradation 2
Le couplage CLHP-SM/SM nous a permis d’étudierréyinentation du produit de

dégradation 2 dont la masse est m/z = 444 uma. Beoiss trouvé comme ion fils les ions
suivants : 426 ; 315 ; 297 ; 131.

Le produit de dégradation 2 perd donc une molédidau puis successivement un
fragment de 130 uma (acide glutarique), de 146tép@acide glutamique) comme pour le
pemetrexed. Nous supposons donc que pour ce pdaifpartie « acide glutamique » de la
molécule initiale est toujours présente et que daification structurale se trouve plutot sur le
noyau purique de la molécule. En effet, la massprdduit de dégradation 2 correspond a la
somme des masses du pemetrexed et d’'un atome éloayg28 + 16 = 444). Le produit 2
pourrait étre un dérivé d’oxydation du pemetreXgldsieurs raisons nous orientent vers cette
hypothése :

o Dans les conditions CLHP de I'étude de stabili, rétention de ce
composeé, par rapport au pemetrexed se trouve toeffiée. Le temps de
rétention pour le pemetrexed est 30 minutes alaespur le produit de
dégradation 2, le temps de rétention est de 3,5utesn Ceci pourrait

traduire une augmentation de polarité apportéeipatome d’oxygene.

0o Le noyau puriqgue de la molécule se trouve sujebxydation avec la

formation d’'un N-oxyde sur les atomes d’azote da@gu (Figure 11.32.)

Figure 11.32. : Formule du pemetrexed. Les fléc
représentent les possibilités d’oxydation du n

purique pour former un N-oxyde.
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o Un brevet déposé le 18/03/2010 par la société Hy land Company
(fabricant du pemetrexed), n°WO 2010/030598 A2 pooe nouvelle
formulation du pemetrexed fait état de la posdild’oxydation du

pemetrexed (Annexe Il ; p9).

0 Les conditions hospitalieres d'utilisation lors ereconstitution par du
NaCl 0,9% nécessitent I'utilisation d’'une priseid’et donc I'introduction

d’oxygéne dans le flacon.

o L'analyse d'un reliquat de pemetrexed-Alifitaonditionné sous Argon
(gaz inerte) a permis de montrer que les prodwgtgdégradation 1 et 2
n'apparaissaient pas au bout de 28 jours conse22°@ a l'abri de la

lumiére.

Afin de confirmer nos hypothéses, nous avons agalg composé en couplage
CLHP avec un spectrometre de masse haute résoligii@ectrométre de masse UHR-QTOF
maXis ETD équipé d’'une source ESI couplé a unenehdHPLC Ultimate 3000 RSLC). Les
résultats obtenus sont présentés figure 11.33.
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Analysis Info Acquisiion Date 27/04/2011 21:09:38
Sample Name  F2'"26,04,11

Analysis Name X000188CYC.d Laboratory

Method Paositif.m Instrument / Serf maXis &0

Acqguisition Parameter

Source Type ESI lom Polarity Paositve Set Nebulizer 0.8 Bar
Focus Mot active Set Capillary 4500V Set Dry Heater 20T
Scan Begin 50 miz SetEnd Plate Offset  -500 W Set Dry Gas 7.0 Limin
Sean End 3000 miz Set Collision Cell RF  1000.0 Vpp Set Divert Valve Waste
nbensz- +M5, 0.22min #13, Background Subtracted
107
4 444 15218
] 1
ol 23400004
0 .1'4:='51!.;? S ISCG.IZIBBIZIH S . lll Lt .
100 20 3bo 400 500 miz
ritens. J +M3S, 0.22min #13. Background Subtracted
104 444 15218
3 '
)
: 2
19 £45.15552
:10;‘:; . . CHAHZEZNIOV 44415
4 444 15137
] I
3
23 3
1 445 15485
IZ:E 445 15804
© T 4435 4440 445 445D 4455 M80 ME5 470 0 475 mz
Meas. miz # Fomula miz emr[ppm] mSigma rdb e Conf N-Rule
44415218 1 CHNH2ZZNEOT 44415137 -1.84 248 125 ewen ok
2 CHMHIENBO3 44415271 1.17 313 175 ewen ok

Figure 11.33. : Spectre de masse haute résolution du produit geadédtion 21/ Spectre de
masse haute résolution du produit de dégradati@i Qpectre de masse haute résolution du
produit de dégradation 2 dont le bruit de fond & s&tustrait3/ Proposition de spectre de la
bibliotheque et de formule brute pour le produidégradation 2.

L’analyse a confirmé la masse du composé et prapdeémule brute suivante : C20 H22 N5

07, qui correspond au pemetrexed plus un oxygene.
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11.5.4.2. Etude du produit de degradation 1
Le couplage CLHP-SM/SM nous a permis d’étudierrégientation du produit de

dégradation 1 dont la masse est m/z = 460 uma. Bwooiss trouvé comme ion fils les ions
suivants : 442 ; 313 ; 295 ; 131.

Le produit de dégradation 1 perd donc une molédidau puis un fragment de 146
(perte d’acide glutamique) comme pour le pemetrekEdis pouvons supposer comme pour
le produit 2, que la partie « acide glutamique >admolécule initiale est toujours présente et
gue la modification structurale se trouve plutatlsunoyau purique de la molécule. En effet,
la masse du produit de dégradation 1 correspoadsarhme des masses du pemetrexed et de
deux atomes d’oxygene (428 + 2 x 16 = 460). Le pitatl pourrait donc étre un autre dérivé
d’oxydation du pemetrexed. Les raisons invoquée&squaemment s’appliquent également
pour ce produit dont le temps de rétention, dassdmditions CLHP de I'étude de stabilité,
est de 2,5 minutes. Le temps de rétention de cepasénétant plus faible que celui du
composeé 2, cela confirme qu’il serait plus poldaeux oxygénes pour le composé 1 contre
un seul oxygene pour le composeé 2).

Nous avons réalisé des analyses en HRMS qui seé&a¥iées malheureusement non

concluantes. En effet, nous n'avons pas retroucéngposé de masse m/z = 460 uma.

11.5.4.3. Chromatographie semi-préparative et RMN

Pour confirmer I'identification de ces composésusi@vons réalisé des recueils de
fraction selon la méthode CLHP avec du TFA a 0,ER4anode d’élution isocratique pour
analyser les produits de dégradation en RMN. Cegrgndous n’avons pas recueilli assez de
composés pour réaliser ces analyses. En effetalys@a en RMN nécessite des quantités
importantes de molécules. Au minimum 5 milligramnest nécessaires. Des analyses

complémentaires restent donc a effectuer pour woafinos hypotheses de structure.

[1.6. Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons développé wikaake chromatographique en
CLHP-UV-DEDL pour le suivi de la stabilité chimiquii pemetrexed-Alimf3 notamment
des reliquats générés lors de la préparation dédsrtrents pour les patients. Grace a I'étude
de stabilité que nous avons mise en place, noussguo augmenter la durée de péremption
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des reliquats de pemetrexed-Alifitde 24 heures & 14 jours (& +2 - +8°C et +22°@kril'de

la lumiére). Les premiéres analyses en vue d’iflentes produits de dégradation apparus au
cours de cette étude de stabilité montrent queetaetrexed serait sensible a I'oxydation.
Nous devons confirmer ces résultats grace a dasitpes d’'identification complémentaires
(RM N) qui nécessitent le recueil de quantités irtgaes des deux produits de dégradation.
Enfin, la réalisation de tests de toxicité cellidaile ces produits permettrait de connaitre leur
toxicité par rapport au pemetrexed. Si ces prodi@géraient non toxiques, nous pourrions

prolonger la durée de péremption des reliquatajas?g jours sans risque pour le patient.
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CHAPITRE Il
ETUDE DE STABILITE DU METHOTREXATE
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Au cours de ce chapitre, nous nous sommes intéreggémethotrexate, autre
anticancéreux injectable, dans une utilisation Igarticuliere : le traitement des Grossesses
Extra-Utérines (GEU). Nous avons étudié la stabiphysico-chimique de deux solutions
prétes & 'emploi de ce médicament (25 mg’net 100 mg.mL%) et reconditionnées dans des
seringues en polypropylene (PP). En effet, la retitution de ce traitement doit étre réalisée
au sein de 'UBCO, ce qui, au regard du caractégeni et aléatoire de cette pathologie,
complique sa réalisation et augmente son codt.répgpation en avance des ces traitements
en doses unitaires et stockées a la pharmacie diemsonditions adéquates permettrait un

gain de temps et une souplesse de réalisationsdeatments.

[11.1. Connaissances actuelles sur la molécule

[11.1.1. Propriétés physico-chimiques

La forme utilisée en thérapeutique est le methateront le nom chimique est I'acide
(N-4-[[(2,4-diamino-6-pteridinyl)méthyllméthylamiflmenzoyl]-L-glutamique (figure 111.1.).

Sa formule brute estJgH,,NgOs et sa masse molaire est 454,45 gmol

Il se présente sous forme de poudre cristallin@gaa brun orangé. La solution
parentérale est préparée avec le sel sodique, llaeiwité est toujours exprimée d’apres
'acide. Le methotrexate est pratiguement insolutdes I'eau, le chloroforme, I'éther et
I'alcool, mais tres soluble dans des solutions égiki d’acides minéraux, d’hydrates et de

carbonates alcalins.

Les pKa de la molécule sont : 5,80 ; 4,80 ; 3,80.
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Figure Ill.1. : Formule du methotrexate

[11.1.2. Mécanisme d’action

Le méthotrexate est un antagoniste des folates.

Le méthotrexate inhibe la dihydrofolate-réductdemzyme qui réduit I'acide folique
en acide tétrahydrofolique [70]. Le tétrahydrofelatoit étre régénéré par le biais d'une
réaction catalysée par la dihydrofolate-réductasar pnaintenir le pool intracellulaire des
dérivés monocarbonés de tétrahydrofolate afin tliaw la biosynthese nucléotidique de
thymidylate et de purines. L’inhibition de la dilrpdblate-réductase par les antagonistes des
folates (méthotrexate) mene a une déficience dii gallulaire de thymidylate et de purines
ainsi qu'a une baisse de la synthése d'acides iquelg. De plus, le methotrexate inhibe la
thymidilate synthétase [71]. Par conséquent, lehotggxate entrave la synthése et la
réparation de ’ADN ainsi que la réplication cediué.

L’'action du méthotrexate s’exerce préférentiellemerontre les cellules a
multiplication rapide, car ses effets cytotoxiggesfont surtout sentir pendant la phase S du
cycle de la cellule.

Par conséquent, les tissus en prolifération actomme les cellules de tumeur
maligne, la moelle osseuse, les cellules du foltgsnuqueuses buccale et intestinale et les
cellules de la vessie sont en général plus sesséle effets inhibiteurs du méthotrexate sur

la dihydrofolate-réductase.
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[11.1.3. Indications

Le methotrexate est utilisé depuis de nombreusegegndans le traitement du cancer,
mais aussi dans d’autres pathologies, notammeamniatoires (polyarthrite rhumatoide...).
Etant donné lintérét ciblé de notre étude de &tabipour ce meédicament, nous ne
développerons pas les nombreuses indications deaahais nous nous limiterons a celle
employée en gynécologie. Le methotrexate est @tiéis monothérapie dans les grossesses
extra-utérines (GEU) a la dose de 1 mg/kg de poddporel par voie intra-musculaire [72-
73].

[11.1.4. Formes et présentations

Le pharmacien hospitalier dispose pour préparer dekitions injectables de
méthotrexate dans le traitement de grossesse @érae de deux conditionnements
commerciaux possibles :

- Methotrexate 50 mg/2 mL : solution injectable pr&t&emploi.

- Methotrexate 100 mg.nt.: solution injectable préte a I'emploi.

Excipients : chlorure de sodium, hydroxyde de salieau pour préparations injectables.

[11.1.5. Connaissances disponibles sur la stabilitén solution

Dans l'indication de traitement de grossesse axtane, la solution préte a I'emploi
est directement utilisée sans manipulation deidiludvec un solvant. En effet, I'injection de
ce médicament étant intra-musculaire, il est néiessle limiter le volume de la solution a
injecter afin de limiter la douleur au point d’injeon.

Dans le cadre de I'engagement de 'UBCO a amélietesécuriser le circuit du
médicament et des produits, nous envisageons tterindication de conditionner et stocker
la solution préte a 'emploi dans des seringue®nafin de palier aux situations d’'urgence
non compatibles avec les périodes d’activité detsie reconstitution de cytostatiques et
d’éviter les déplacements colteux de pharmacieastrdinte.

Une précédente étude réalisée en 1996 par Jastoddt[74] fait état d’une stabilité
des solutions diluées de méthotrexate & la corat@mirde 2,5 mg.mt dans des seringues en

PP a la température de +4 °C et +25 °C a I'abtadamiére pendant une période de 7 jours
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mais aucune information sur cette méme stabilités dbes seringues en PP n’est disponible
pour des solutions plus concentrées telles queeseltorrespondant aux deux
conditionnements actuels commerciaux. La méthodeldppée par Jacolet al. se base sur
une séparation par chromatographie liquide a pélae phase inverse utilisant une colonne
SpherisorB ODS-1 C18 (250 mm x 4,6 mm), une phase mobileradioie constituée d'un
tampon phosphocitrique de pH 6,5 et d’acétoni{@®/8 v/v) et un détecteur UV réglé a 302
nm. Nous allons donc exposer dans la suite de apiteh, les résultats de notre étude de
stabilité realisée sur les solutions prétes a llemgle methotrexate conditionnées dans des

seringues en PP.

111.2. Développement méthodologique et optimisationde la
méthode chromatographique

Le methotrexate étant de la méme famille que legbeaxed et possédant également
une liaison amide engageant l'acide L-glutamigumysnnous sommes basés sur la méthode
chromatographique par appariement d’ions précédermnroptimisée pour I'analyse du
pemetrexed pour développer une méthode adaptéeaaralyse du methotrexate et a
I'identification de ses potentiels produits de cétgtion.

Les différents composés a séparer dans le cadreette analyse sont l'acide
glutamique, les ions Naet les ions Cl, le methotrexate et son impureté connue, le 42[M-
Diamino-6-pteridinylmethyl)-N-methylamino] acide fmoique (figure I11.2.) qui correspond
a la partie de I'acide engagée avec l'acide L-ghigge dans la liaison amide. Ce produit, que
nous appellerons impureté methotrexate, est conmatiséc contrairement a I'impureté A du
pemetrexed. Nous avons donc optimisé la méthodelaj@vée pour I'étude du pemetrexed en

modifiant uniquement le profil du gradient d’élutio
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Figure Il.2. : Formule du 4-[N-(2,4-Diamino-6-pteridinylmethyl)-ethylamino] acide

benzoique

Les conditions optimisées retenues afin de rédliéeide de stabilité du methotrexate
sont les suivantes :
La colonne utilisée est une colonne Synergi MAX@®E2 du laboratoire Phenomenex (4 um,
150 mm x 4,6 mm) munie d’une pré-colonne MAX-RRT(# x 3 mm), thermostatée a 20 °C.
La phase mobile est un gradient du solvant A (gmuaqueuse de TDFHA 1 mM) et du
solvant B (acetonitrile) établi de la facon suieantl5 % (v/v) de solvant B pendant 5
minutes, puis jusqu'a 20 % (v/v) de solvant B emihutes, puis jusqu'a 30 % (v/v) de
solvant B en 13 minutes, puis 30 % (v/v) de soMargendant 7 minutes suivi d’un retour
aux conditions initiales en 0,1 minute. Le débitlaiphase mobile est de 1 mL.iirEntre
chaque injection, un temps de rééquilibrage diegsystde 25 minutes est nécessaire.
Une double détection: UV a 254 nm puis DEDL (3,&r lfgaz de nébulisation : air
comprimeé) ; température 50 °C ; gain 10) permeswlere |'élution des différents composeés

présents dans le mélange injecté.
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La figure Ill.3. présente les chromatogrammes UVDEDL obtenus dans ces
conditions lors de I'analyse d’'une solution commnedecde methotrexate, contenant du NacCl
(0,49 % m/v) diluée & 0,1 mg.rtldans de I'eau ultra-pure et dopée avec Glu (5 ppé&h
l'impureté methotrexate (0,1 mg.nL

mhy
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Figure 111.3.: Chromatogramme d'une solution d'acide glutamique p§.mLY), de
methotrexate (0,1 mg.mf) et d'impureté methotrexate (0,1 mg.fLselon les conditions
optimisées. A/ Détection DEDL. B/ Détection UV a42am.

Le systeme chromatographique d’appariement d’'ionsngieu acide permet d’éluer
les ions chlorures dans le volume mort et doncealpas géner la détection de traces de Glu
des lors que la rétention de Glu sera suffisarmeeftet, le chlorure, ion inorganique, de par
sa charge négative sera exclu du systéeme chromptigue. Comme dans le cas du
pemetrexed, Glu est élué suffisamment loin du velumort et présente une résolution
importante avec les ions Néu = 4,5), ce qui permet sa détection sans interbérdige aux
excipients de la solution (ions chlorures et sodiua double détection UV-DEDL permet
egalement de s’affranchir de possibles interférenmeur le suivi de la concentration du
methotrexate.

Enfin, cette méthode permet de retenir et détetdemethotrexate, lI'impureté
methotrexate et d’autres impuretés potentiellesrdpfibbes afin de réaliser une étude
exhaustive de stabilité physio-chimique du médigam@omme pour le pemetrexed, il existe

110



une grande différence de polarité entre, d’une, parnethotrexate et son impureté et, d’autre
part, Glu, les ions chlorures et sodium.

Sur la figure 11I.3.A, on observe une dérive ddigme de base vers 16 minutes et un
pic intense a 24 minutes, dus a I'élution de I'agdappariement d’ions. Il a été démontré
précédemment que l'agent d’appariement d’ions @jaldans la phase mobile induit une
modification des interactions a la surface de lasghinverse stationnaire [44]. En effet,
'augmentation de la proportion d’acétonitrile lodsi gradient d’élution peut entrainer la
désorption ponctuelle d’'une quantité variable dé-HB qui est un agent hydrophobe et donc
plus soluble dans I'acétonitrile que dans I'eau.piénomeéne est donc détecté par le DEDL
en raison d’'une variation soudaine de la volatiiééla phase mobile lorsque la concentration
en TDFHA augmente subitement.

La détection UV permettra, dans ce cas, la déteckol'impureté methotrexate, le cas
échéant, alors que la détection par le DEDL neelenpttra pas en raison d’'une co-élution
avec le pic systéme.

Au final, nous avons développé une méthode CLHPEBIBDL permettant le suivi de
stabilité¢ de solution de methotrexate dans les itiond d’utilisation hospitaliere. Cette
méthode permet de séparer les excipients du médidandes différents produits de
dégradation potentiels et de la molécule elle-mé&gmus allons maintenant développer la
validation de cette méthode afin de confirmer stifisation pour réaliser des études de

stabilité de solutions injectables de méthotrexate.

[11.3. Validation de la méthode

Nous avons validé la méthode décrite en termesididité intermédiaire, profil
d’exactitude, taux de recouvrement, de la mémenfagee pour le pemetrexed et selon les
recommandations de la SFSTP [48-51]. Nous nous ssrfocalisés sur la validation du
dosage du methotrexate et non de ses produits gedddion potentiels. Les résultats
préliminaires observés pour le pemetrexed nous@mduits par ailleurs a ne pas développer
la validation du dosage de Glu et de I'impuretéhugtxate.

Nous avons dilué la solution commerciale dans I'e#ta-pure pour obtenir une
gamme de concentration faible (0,08 & 1,2 mg)mafin de ne pas saturer les détecteurs
utilisés au cours de cette étude.

Les parametres de validation sont resumés daablieau I11.1.
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Tableau Ill.1 ; Résultats de la validation de la méthode de dodageethotrexate (mg.ni)

Validation criterion Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Nau 4 Niveau 5
Concentration théorique 0,080 0,090 0,100 0,110 ®,12
Concentration (moyenne) 0,0803 0,0903 0,1004 0,1100 0,1203

Biais absolu 0,0003 0,0003 0,0004 0,0000 0,0003
Biais relatif (%) 0,39 0,37 0,41 0,03 0,29
Recouvrement (%) 100,4 100,4 100,4 100,0 100,3
Ecart-type de répétabilité 0,0002 0,0005 0,0003 0@30 0,001
Ecart-type de fidélité
] Lo 0,0004 0,001 0,0003 0,001 0,001
intermédiaire
Répétabilité CV (%) 0,26 0,54 0,32 0,29 0,52
Fidélité intermédiaire CV (%) 0,48 0,67 0,33 0,50 5,
Limite basse de tolérance 0,079 0,089 0,100 80,10 0,119
Limite haute de tolérance 3 0,082 0,092 0,101 0,112 0,122
Limite basse de tolérance
) 98,7% 98,5% 99,6% 98,3% 99,0%
relative 3 (%)
Limite haute de tolérance
102,1% 102,2% 101,2% 101,8% 101,6%

relative 3 (%)
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La figure lll.4. nous montre le profil d’exactitudde la méthode de dosage du
methotrexate qui nous permet de visualiser quedilhode est validée dans les concentrations
utilisées selon les bornes définies. Nous avores fsomme pour le pemetrexed, une limite
d’acceptabilité de + 3 % par rapport a la valeunleci Pour chacun des niveaux de
concentration analysés, la limite haute et basswléeance se retrouve comprise dans les

bornes fixées (limite d’acceptabilité).
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L1 AR
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—_ 104 . .
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92% -
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Concentration de methotrexate (mg/mL)

Figure II1.4. : Profil d'exactitude de la méthode de dosage dhatretxate

Nous disposons donc maintenant d’'une méthode cg#tamet validée satisfaisant aux
objectifs que nous nous étions fixés a savoir as@n du principe actif, des excipients
présents simultanément en solution et de ses differ produits de dégradation potentiels,
notamment l'acide glutamique et l'impureté méthoste. Un suivi de stabilité du
methotrexate en évaluant la perte de principe acti€ours du temps peut étre envisagé par

cette méthode.

Afin de répondre a une problématique de notre wut&ernant le traitement des GEU
par le methotrexate, nous avons réalisé I'étudstalailité de ce médicament sans dilution a
une concentration de 25 mg.fhet de 100 mg.mt dans des seringues en PP.
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l11.4. Etude de stabilité du méthotrexate

L'étude de stabilité a été réalisée a deux plagesethpératures différentes (+2 °C -
+8 °C et +22 °C) et a I'abri de la lumiere pour tE=ux concentrations disponibles dans les
seringues en PP. La composition de chaque sol@i@é vérifiee immédiatement aprés
reconstitution puis aux jours J1, J7, J14 et J28isTseringues ont été suivies en parallele
pour chaque température et pour chaque jour deva@lent.

[11.4.1. Préparation des seringues

Les différents flacons de methotrexate 50 mg/2 m10® mg.mL* ont été fournis par
'UBCO du CHRU de Tours et reconditionnés dans skringues en PP de 1 mL au sein de
cette unité dans les conditions d’asepsie requEms la préparation de meédicaments
anticanceéreux.

L’étude de stabilité physico-chimique est réaliageartir de solutions diluées dans de
I'eau ultra-pure (0,1 mg.nil) des solutions conditionnées dans les seringues skringues
de 1 mL de solution concentrée ont été analyséagdiatement aprés reconditionnement,
puis aux jours 1, 7, 14 et 28.

[11.4.2. Stabilité physique

La stabilité physique de chaque solution a ésué&e par mirage des solutions aux
différents temps de prélevement afin de repéreretittielles particules en suspension ou un

changement de couleur de la préparation.

[11.4.3. Stabilité chimique

La concentration de méthotrexate mesurée au tethpstdéfinie comme constituant
la valeur initiale de référence (le 100 %) puis ipolaque prélevement analysé aux temps
suivants la concentration de méthotrexate est eMj@ien pourcentage par rapport a cette
concentration initiale. La solution de méthotrexadea considérée comme stable si la perte de
méthotrexate au cours du temps n’exceéde pas 5l%oglentité initiale [36, 64].

Nous avons également mesuré le pH a l'aide de Ibettelke pH de précision (0,2 unité
pH).
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Les résultats de notre étude de stabilité sur a# jpont reportés dans le tableau I1.2..
Nous avons observé une perte négligeable de mexiabérau cours de I'étude en fonction des
différentes conditions. (Tableau II1.2.).

Nous n’avons par ailleurs pas observé de particuigibles a I'eeil nu et pas de
changement de pH. (pH = 8,5 & 8,9 pour la solwid00 mg.mL* et & 25 mg.mt: d’aprés le
RCP).

Tableau 1I.2. : Stabilit¢ du Methotrexate 25 mg.fMLet Methotrexate 100 mg.riL

conditionné dans des seringues en PP

Methotrexate 25 mg.niL Methotrexate 100 mg.nit.

% de la concentration initiale (n = 3)% de la concentration initiale (n = 3)

Temps 21°C al'abri de la +2-+8°C a l'abri 21°C a I'abri de la +2-+8°C a I'abri

(jours) lumiére de la lumiére lumiére de la lumiére
1 101,2+1,6 101,2 +0,3 100,5+0,0 98,9 + 2,7
7 101,2 +0,3 100,3+1,0 101,0+ 2,6 99,3+0,4
14 100,0+1,0 99,0+2,3 99,7+1,7 98,4+0,8
28 100,0 + 0,8 99,2+0,3 97,9+1,5 96,9+1,2

Au cours de cette étude de stabilité, nous avonstmogque les solutions de
methotrexate 50 mg/2 mL et 100 mg.thteconditionnées dans des seringues en PP sont
stables physiquement et chimiquement pendant ¥4 guelque soit les conditions étudiées.

Nous n’avons pas identifié la présence d’acide aghique ni de [limpureté
methotrexate lors de I'étude de stabilité de laitsmh de methotrexate confirmant comme
pour le pemetrexed, la stabilité de la liaison ami® cette molécule dans nos conditions
d’utilisation. Par ailleurs, nous n’avons pas mséeidence I'apparition d’autres produits de
dégradation principaux a J28, ni a J56. Nous n'‘avdonc pas realisé d’études en

spectrométrie de masse pour ce médicament.
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[11.5. Conclusion

Nous avons montré que la solution de methotrgxae a I'emploi reconditionnée en
seringues PP était stable dans les conditionsédsidit permettait d’envisager la réalisation
en avance de seringues et leur stockage pendgour28pour le traitement des GEU.

Nous avons choisi d’étudier les deux concentratide methotrexate disponibles afin
de proposer les deux solutions aux cliniciens diROHle Tours. En effet, I'injection intra-
musculaire est souvent douloureuse et la limitatiervolume, permise par une solution plus
concentrée, permet de diminuer cette douleur ppemeéme dose injectée.

A partir de ces résultats de stabilité avéréenals reste maintenant a étudier
'organisation au sein de notre PUI pour la prépamaen avance de ces seringues et
déterminer le lieu de leur stockage et les modaldé dispensation afin d’assurer notre
engagement a améliorer et sécuriser le circuit édicament d’'une part et a limiter les

dépenses de santé de I'hopital d’autre part.
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CHAPITRE IV
IMPACT ECONOMIQUE DE LA GESTION DES
RELIQUATS D'’ANTICANCEREUX
INJECTABLES AU CHRU DE TOURS
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Dans le contexte de maitrise des dépenses de aantein des eétablissements
hospitaliers, que nous avons exposé dans le chapiér gestion des reliquats d’anticancéreux
est une des solutions pour limiter les colts déetreent mais également pour limiter
laugmentation des dépenses, définie par I'arrétéd4l mars 2011 pris pour I'application de
larticle L. 162-22-7 et liée aux produits pharmaitgues en sus des GHS [13]. Méme si
'impact direct de cette augmentation de dépensas [ftablissement de santé est trés limite,
puisque tout médicament facturé en sus des GH8ndition de sa bonne utilisation définie
dans le cadre du CBU, est remboursé a 100 % delearwar la sécurité sociale, il reste
néanmoins que la nécessité de limiter la progressés dépenses de ces médicaments oblige
les établissements et notamment les pharmacienstélass a trouver des solutions pour

pallier ces augmentations.

L’incidence du cancer en France ne cesse d’augmatdes que la mortalité liée a
cette maladie diminue [75]. Le nombre de nouveaascae cancer en 2005 en France a été
estimé a pres de 320 000 pour les 2 sexes confp80s000 chez les hommes et 140 000
chez les femmes. En 2005, les 3 cancers les @gsdnts chez 'lhomme sont le cancer de la
prostate, le cancer du poumon et le cancer du gelcmm. Chez la femme, les 3 cancers les

plus fréquents sont le cancer du sein, le canceobiun-rectum et le cancer du poumon.

Tableau IV.1. : Incidence et mortalité du cancer en France e®8€ &t 2005 d’apres [75].

Année | Hommes | Femmes | Total |Variation
1980 96 819 73 358 | 1701F;
Incidence +88%
2005 | 183485 | 135895 | 319 380
1980 75 264 49 880 | 125 144
Mortalité +16%
2005 86 489 59 273 | 145 762
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Les chiffres reportés dans le tableau IV.1. meéenévidence qu’entre 1980 et 2005,
le nombre de patients a traiter par an a augmeat88d% et 'augmentation du taux de
mortalité par cancer dans le méme temps, s’estél@d 16 %. Ces chiffres s’expliquent d’'une
part par 'augmentation de la population (25 %j'autre part par son vieillissement (20 %).
Enfin, laugmentation du risque de cancer n’intentique pour un peu plus de la moitié dans
'augmentation du nombre de cas (52 % chez I'homeh&5 % chez la femme). Cette
augmentation du taux d’incidence depuis 1980 es$i anoins importante que celle du

nombre de cas [75].

Par ailleurs, le nombre de décés par cancer en 2@d& estimé a 146 000, traduisant
une augmentation de 13 % depuis 1980. Cette augtimntdu nombre de décés par cancer
n'est liée qu'aux changements démographiquesecasdue de mortalité par cancer a en fait
diminué entre 1980 et 2005. Cette diminution dx té& mortalité par cancer est en moyenne
de -1,1 % par an chez 'homme et -0,9 % chez lanfemAu final, pour 'ensemble des
cancers, l'incidence et la mortalité évoluent deni@ contraire au cours du temps. Ceci est
en partie expliqué par 'augmentation de l'inciderte cancers de pronostics favorables tels
gue le cancer du sein chez la femme et le canderglestate chez 'homme [75].

Il en résulte une augmentation de patients a traitelonc des dépenses liées a des
thérapeutiques de plus en plus onéreuses. Paurgjlliexplosion du marché des anticorps
monoclonaux (ex : bevacizumab, trastuzumab, cetalxjpnotamment, dans le traitement du

cancer est une cause supplémentaire a 'augmantigmdépenses [76].

A titre d’exemple, le colt d'un cycle de chimiotygie pour un patient ayant une
surface corporelle de 1,7°meut étre estimé entre 2400 € pour un traitemanppmetrexed
a 4400 € pour traitement par bortézomib. Pour lemeépatient, un traitement par des
anticorps monoclonaux, codterait entre 1900 € peutrastuzumab et 2900 € pour le
bevacizumab.

Afin de limiter le co(t de ces thérapeutiques, jigluis stratégies ont été explorées :

- L’étude de Lewden-Bernadat al. réalisée en 2008 [77] sur la population de la
Région Pays de Loire a montré daeprise en charge de la chimiothérapie anticancées
injectable a domicilgpermettait de réaliser des économies par rapporegrise en charge en
hopital de jour de cancérologie. Une différenceg@ance de 130 € est observée en moyenne.

- La prévention et le diagnostic précoce du carsmrt également des moyens de

diminuer les co(ts associés a cette maladie.
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- Le développement de marqueurs pronostiques, lanmph@rgénetiquegermettent
aussi de cibler les patients répondeurs ou nomtaimes chimiothérapies dans certains types
de cancer. Par exemple, le cancer du sein chearesstpatientes dont la tumeur exprime un
marqueur HER2 (récepteur-2 Human Epidermal Groveitidt) peut étre traité par un agent
spécifique de ce récepteur HERZ2, le trastuzumahs [@artains cancers colorectaux avancés
dont la tumeur exprime le géne KRAS muté, les ptiaee répondent pas a un traitement par
cetuximab et l'utilisation de ce traitement n'esind pas justifiée pour ce type de tumeurs
[78-79]. La connaissance de ces éléments permai dm ne traiter que les patients
susceptibles de répondre a la chimiothérapie art@ause ciblée (anticorps monoclonaux).

- Enfin, certaines études ont montré l'impact derdduction du gaspillage des
médicaments anticancéreux @d'utilisation raisonnée des reliquats de médicatseservant
a la préparation de traitements pour d’autres patge[80]. Cette notion a été utilisée dans
d’autres domaines thérapeutiques, tels que l'aés&hafin de montrer que I'utilisation de
restes de médicaments permettait, d’'une part, aleseé des économies et d’autre part, de ne

pas altérer la qualité des soins et de prise emgetdu patient [81-83].

Concernant plus précisément la gestion des reBgd@tmédicaments anticancéreux,
plusieurs stratégies ont été adoptées. Le prinegpade limiter le gaspillage des flacons de
médicaments anticancéreux en optimisant au miewnuldisation. Fasola etl. ont cherché a
réduire leur déchets, et donc réaliser des écorspraie moyen de 4 mesures correctives :
regrouper les pathologies et médicaments anticanggvar session au cours de la semaine,
utiliser, si possible, des flacons multi-dosespiadlir les doses et sélectionner le dosage le
mieux adapté du médicament en fonction de songtrde sa fréquence d'’utilisation. Grace a
ce travall, ils ont réussi a identifier une peree4J8 % du budget annuel de 6 des principaux
médicaments utilisés et a réduire cette perte l@semt 2,2 % du budget annuel apres la mise
en place de mesures correctives [80].

Aux Etats-Unis, Wingeet al. ont calculé les économies générées par la réalsat
d’arrondis de doses sur les prescriptions de chimrapies, permettant ainsi de réaliser des
campagnes de production et donc de limiter le fagpi de flacons d’anticancéreux. En
extrapolant leur analyse sur trois mois, ils seta@g mesure d’é€conomiser jusqu’'a 12 % du
budget annuel des anticancéreux [84].

Il est toutefois difficile d’appliquer ces stratégia toutes les pharmacies hospitalieres

et tous les services de cancérologie. En effetCBIRU de Tours, en accord avec les
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prescripteurs, nous ajustons les prescriptionsaetidse des anticancéreux a la surface
corporelle et nous n'arrondissons pas les dosexlde le regroupement des activités est
difficilement envisageable au vu de l'activité dentre de cancérologie, sauf quelques cas
exceptionnels. Enfin, I'étude de Fasddt al. est difficilement transposable en raison de
I'évolution des prix des médicaments (en généramanché est conduit pour 2 ans) et du
temps que cette étude demande.

Au CHRU de Tours, nous avons décidé de réaliserhanque stérile de reliquats
d’anticancéreux. Comme décrit précédemment, naire centralisée dispose d’un logiciel
de gestion de I'activité de préparation des antiéegux permettant I'optimisation du circuit
de la préparation et de l'utilisation de ces rddigu Avec la préparation d’environ 23 000
chimiothérapies injectables par an, la créatiola gtestion d’'une telle banque parait justifiée
et pour en confirmer son intérét, nous avons évaki@économies réalisées lors de sa mise en
place au cours de I'année 2009 puis nous avong ddi& recommandations quant a l'intérét
de gérer les reliquats des médicaments anticancéBausont les résultats de cette étude que

nous présentons maintenant dans la suite de cérehap

IV.1. Méthodologie de travalil

IV.1.1. Gestion des reliquats

Chaque reliquat d’anticancéreux généré lors d’'yréparation est numéroté
(n° d’ordonnancier de la préparation qui génereetiguat) et conservé dans des conditions
de stockage stériles et appropriées a sa bonnervation (selon les données de stabilité
fournies). Ces données sont disponibles dans ieiébde préparation et le reliquat généré est

ainsi proposé lors d’'une nouvelle préparation patiuéliser ce reliquat.

IV.1.2. Données de stabilité

La premiére étape de notre démarche a été deldéapeint sur les études de stabilité
sur les solutions diluées et reconstituées desanttéreux injectables disponibles dans la
littérature scientifique internationale. La revuesdtudes de stabilité a été réalisée au sein de
'UBCO sur tous les anticancéreux disponibles etoané lieu a une soutenance de these
d’exercice de Pharmacie et a la validation d’'unl@ipe d’Etudes Spécialisées de Pharmacie

Hospitaliére et des Collectivités [85]. Nous noammes basés sur ce travail pour augmenter
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les durées de péremption des médicaments antiearxc@pres ouverture ou reconstitution
dans leur conditionnement d’origine en sélectionras études de stabilité des reliquats
d’anticancéreux. Par ailleurs, Walket al. [86] avaient montré dés 1994 que I'extension
appropriee des durées de péremption des médicanaenisancéreux apres ouverture
permettaient de réduire les déchets sans affecedficacité ni la toxicité de ces

chimiothérapies.

IV.1.3. Données analysées

Nous avons réalisé notre étude sur les préparatgaiisées au cours de I'année 2009
dans 'UBCO (CHRU de Tours — Hopital Bretonneaupubl avons extrait la forme, la
guantité et le nom des médicaments de notre Idgieigpréparation. Au sein de notre unité,
nous geérons 60 molécules anticancéreuses corremmord environ 100 spécialités
médicamenteuses.

Nous avons sélectionné 37 molécules, parmi lesiffées, pour lesquelles la gestion
des religuats nous paraissait rentable et adapttte sélection a été réalisée uniqguement de
maniére empirique d’'aprés notre expérience quaotidie Le calcul des économies a été
effectué en nombre de flacons non facturés a lars@sociale. Les flacons non facturés ont
ete déterminés en fonction des reliquats utiligédes formes commerciales disponibles au
CHRU de Tours.

Prenons I'exemple d’'un patient mesurant 1,70 nesapt 70 kg. Sa surface corporelle
est de 1,8 m2 Une prescription de pemetrexed-afira la posologie de 500 mg/m2 entraine
la préparation d’une poche de pemetrexed a 90Megx solutions s’offrent a nous :

- nous n‘avons pas de reliqguat de pemetrexed disjggmbus utilisons donc deux

flacons de 500 mg de pemetrexed-AlifhtaNotons que nous avons choisi a
I'UBCO de n'utiliser que des flacons de 500 mg @enptrexed-Almitd afin de
limiter les références disponibles.

- Nous avons un religuat de 400 mg de pemetrexeduuiisie, nous utilisons donc

ce reliquat et un nouveau flacon de 500 mg de pexed-Alimt&.

Dans le premier cas, nous facturons deux flacor&08emg de pemetrexed-Alinfta
la sécurité sociale (médicament en sus des GHS)s Radeuxieme cas, nous ne facturons
qu’un seul flacon de 500 mg de pemetrexed-Alffétda sécurité sociale. Nous avons donc

économisé la facturation d’un flacon au total.
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Enfin, nous avons évalué le temps pharmacien §eati hospitalier, assistant
spécialiste, interne) et le temps préparateur kel pour gérer cette banque de reliquats
d’anticancéreux, du conditionnement a la rédactenla fiche de fabrication utilisant un

reliquat.

IV.1.4. Recommandations

Afin de pouvoir éditer des recommandations, nousnavséparé les 37 molécules
analysées en 3 groupes :

- Molécules rentables : la gestion des reliquatsedencolécules a généré 90% du total
des économies ;

- Molécules non rentables : la gestion des religdatses molécules a généré moins de
1% du total des économies ;

- Molécules moyennement rentables : les moléculegrgéhpeu d’économies et le colt
de gestion de leurs reliquats est relativement élpar rapport aux économies

réalisées.

IV.2. Résultats

Au cours de I'année 2009, nous avons réalisé B2@Bparations anticancéreuses
injectables qui ont générées 6 323 reliquats. ldgbuannuel en médicaments anticancéreux
est d’environ 8 millions d’€ pour 'UBCO. Grace a festion raisonnée des reliquats, le
service a été en mesure d’économiser ['utilisagbria facturation a la sécurité sociale de
4 379 flacons de médicaments anticancéreux comesmb a environ 750 k€. Le tableau
suivant récapitule nos différents calculs pour éeal’économie réelle réalisée dans le service
grace a cette gestion des reliquats. Le colt diogedes reliquats (Tableau IV.3.) est évalué
en temps personnel : 150h (87 (@bmps supplémentaire pour la saisie des fichdalatécation avec un
reliquat) + 63h(Temps consacré a diverses taches liées aux addidhors saisie des fiches de fabricajion)
pour les pharmaciens et 194h (131,Zbnrps supplémentaire pour la saisie des fichesadechtion
avec un reliquat) + 63h(Temps consacré a diverses taches liées aux atdiqhors saisie des fiches de
fabrication) pour les préparateurs en pharmacie. Cela refgee9¢h k€, soit 1,8 € par reliquat
utilisé. La dépense en temps homme liée a la gedts reliquats représente donc 1,2 % des

économies réalisées.
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Au final, aprés avoir retiré ce colt humain, I'éconie réalisée en réutilisant les

religuats d’anticancéreux est d’environ 740 k€gaoe correspond a 9,2 % du budget annuel

des médicaments anticancéreux de 'UBCO.

Tableau I1V.3. : Calcul du colt de gestion des reliquats duramniése 2009. A/

Nombre de reliquats générés au cours de I'anné@. B)0Co(t horaire du personnel de la

PUI. C/ Temps et colt de gestion des reliquatstgene. D/ CoUlt total de la gestion des

reliquats.

Nombre de reliquat

générés

S
réutilisés pour des N; 4379
préparations
Nombre de reliquatsN, = N; x

5 255

1,20

) facteur correctif pour tenir compte des religugénérés mais non utilisés

Tours

CHRU de Tours

Colt annuel moyen d'un Codt annuel moyen d'un CA, 38797 €
Pharmacien Assistant Préparateur en
o CA; 54 000 € )
Spécialiste pour le CHRU de Pharmacie pour Ie
Tours CHRU de Tours
Temps de travail annuel d'yn Temps de travail annugl T = 47x35 1645 h
Pharmacien Assistapht T =47x35 1645 h [d'un Préparateur ¢n
Spécialiste Pharmacie
CoQt horaire moyen d'up Codt horaire moyepnCH,=CA)/T | 2358€
Pharmacien Assistant d’'un Préparateur ¢n
o CH;=CAJT | 32,83¢€ )
Spécialiste pour le CHRU de Pharmacie pour Ie
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Temps supplémentaire pour (la Temps supplémentaife
saisie d’une fiche de fabricatign . pour I'étiquetage )
] T 1 min T, 1,5 min
avec un reliquat 'emballage et Iq
rangement d’un reliquaft
i ) Temps supplémentaife
Temps supplémentaire pour |la .
o ] | T1=NoxTy/ pour I'étiquetage], T'> = N, x T,
saisie des fiches de fabricatipn 87,6 h 131,4h
_ 60 'emballage et Iq / 60
avec un reliquat )
rangement des reliquatp
Co(t de la saisie d’'une fiche §€;, = T'; x CH; |2 875,90 § Colt de [I'étiquetage, C,=T', x 3098,40 €
fabrication avec un reliquat 'emballage et Iq CH,
rangement des reliquatp
) i Temps par jour consacfé
Temps par jour consacré aux ) R .
. R N aux diverses taches liées
diverses taches liées apx ] ) ]
. o ] T3 15 min [aux reliquats (horp Ts 15 min
reliqguats (hors saisie des fiches »
o étiquetage, emballage |et
de fabrication)
rangement)
Temps consacré  alix
Temps consacré diverses taches diverses taches liées aux
- . |, Ta=Tgx , T4=Tyx
liées aux reliquats (hors saigie ) 63 h reliquats (hors . 63 h
_ o 2519/ 60 N 2512/ 60
des fiches de fabrication) étiquetage, emballage |et
rangement)
) ) Codt des diverses taches
Colt des diverses taches liges o )
. o lies aux reliquats (hofs C, =T’y x
aux reliquats (hors saisie de€;=T'3x CH, [ 2068€ | 1486 €
] o étiquetage, emballage [et CH,
fiches de fabrication)
rangement)
D |Codt de la gestiop
) C=G+C+Cy+Cy | 9528,3 €
des reliquats
Colt de gestion par
: C=C/IN 181¢€
reliquats

@: nombre de jours d’activité

A noter que le calcul est effectué sur un nomiergodrs de travail effectif sur 'année

2009 de 251 jours.

Le tableau IV.4. récapitule les 37 molécules dsséen 3 groupes: molécules

rentables, moyennement rentables et non rentables.
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Tableau IV.4. : Economies réalisées durant I'année 2009.

Dénomination
_ Pourcentage deg ~ ) .
commune Budget Economies| _ Colt de Prix moyen | Stabilité du )
] ) économies par _ _ ) Commentaires
internationale annuel (k€) | totales (€) gestion d’un reliquat reliquat
rapport au total
(DCI)
Azacitidine 628 135228 17.82 % 828 123 8 hours Kigitee de regrouper les patients
Rituximab 1640 118547 15.63 % 706 53.8 30 days
Trastuzumab 994 115719 15.25 % 391 203 2 days Kigeele regrouper les patients
Groupe 1: Bortezomib 330 100969 13.31 % 189 320 5 days
Bevacizumab 1241 84371 11.12 % 404 68 30 days
Molécules Docetaxel 1251 52210 6.88 % 469 88 30 days
rentables Doxorubicine
) 234 27600 3.64 % 135 189 30 days
Liposomale
Topotecan 84 27567 3.63 % 195 153 24 hours Nééadsitegrouper les patients
Cetuximab 255 22191 2.92 % 222 38 30 days$
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Dénomination
_ Pourcentage deg R ) o
commune Budget Economies| _ Codt de Prix moyen | Stabilité du _
) ) économies par _ _ ) Commentaires
internationale annuel (k€) | totales (€) gestion d’un reliquat reliquat
rapport au total
(DCI)
Pemetrexed 543 13477 1.78 % 24 245.04 14 days
Irinotecan 101 12531 1.65% 352 3.22 30 days
Alemtuzumab 31 9771 1.29 % 48 44.41 30 days
Paclitaxel 52 6985 0.92 % 738 1.58 30 days
Ifosfamide 60 4872 0.64 % 265 7.92 21 days Temmiskolution important
Cytarabine 70 4131 0.54 % 367 1.79 30 days
Groupe 2: . . —
Cyclophosphamidge 26 2724 0.36 % 758 5.93 6 days Temps de dissolutiportant
; Vindesine 9 2424 0.32 % 46 12.49 30 days
Molécules
Idarubicine 37 2372 0.31% 41 75.55 7 days Etapedenstitution évitée
moyennement
Bleomycine 10 2199 0.29 % 159 7.79 28 days Etapedmnstitution évitée
rentables
Mitoxantrone 12 1846 0.24 % 41 28.81 30 days
Oxaliplatine 22 1580 0.21 % 141 54.72 30 days
Etoposide 29 1265 0.17 % 565 0.51 30 days
Gemcitabine 157 1239 0.16 % 265 2.85 30 days Etapeconstitution évitée
Carboplatine 16 1213 0.16 % 741 1.97 30 days
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Dénomination
_ Pourcentage deg ~ . .
commune Budget Economies| _ Codlt de Prix moyen | Stabilité du )
) ) économies par _ _ ) Commentaires
internationale annuel (k€) | totales (€) gestion d’un reliquat reliquat
rapport au total
(DCI)
Vinblastine 4 1091 0.14 % 156 7.38 21 days
Epirubicine 51 1041 0.14 % 267 2.04 30 days
Vinorelbine 10 907 0.12 % 215 2.5 30 days|
Doxorubicin a7 870 0.11 % 497 0.54 30 daysg
Methotrexate 8 559 0.07 % 74 2.44 30 days
Groupe 3: L-Asparaginase 16 398 0.05 % 13 40.91 2 days
Cladribine 7 306 0.04 % 2 245.03 30 days
Molécules non Dacarbazine 7 216 0.03 % 91 1.43 3 days
rentables Bendamustine 15 71 0.01 % 2 29.05 extemporané
Fluorouracile 1 71 0.01 % 76 0.44 30 daysg
Thiotepa 5 56 0.01 % 2 18.71 2 days
Daunorubicine 6 46 0.01 % 7 7.65 7 days
Vincristine 2 34 0.001 % 20 1.37 30 days
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Les molécules rentables contribuent pour plus di @@s économies générées. Il
s'agit de 9 molécules : l'azacitidine, le rituximake trastuzumab, le bortezomib, le
bevacizumab, le docetaxel, la doxorubicine lipodembe topotecan et le cetuximab. Ce
groupe représente 77% du budget annuel (6,7 nslldi€) et correspond a 37 % des flacons
économisés. Parmi ces molécules, le trastuzumeaditidine et le topotecan nécessitent de
regrouper les patients afin de réaliser des cangzage production en raison de la faible
stabilité de la solution reconstituée dans le ftadrigine. Les deux criteres essentiels pour
que les molécules soient dans ce groupe des metecahtables est le prix élevé et la
fréquence de prescription. Un cas particulier pbazacitidine qui est prescrit dans le
traitement des syndromes myélodysplasiques etépgssite deux injections par jour pendant
sept jours. Toutes ces molécules sont facturéssi®des GHS (trés onéreuses) et sont parmi
les traitements de choix de pathologies commenghome non hodgkinien (rituximab), les
syndromes myélodysplasiques (azacitidine), le gqadcesein (trastuzumab), le myélome
multiple (bortezomib)...

Dans le groupe des molécules non rentables, ndrmivens 13 molécules dont les
eéconomies générées représentent moins de 1 % demndes totales (5666 €). Ces
médicaments ne sont donc pas adaptés a ce typestiengmais avec prés de 650 flacons
économisés, limpact environnemental de l'arrét lde gestion des reliquats de ces
médicaments n’est pas négligeable et nécessited@iscuté au sein de 'UBCO. Le critere
important dans ce groupe est le prix tres faibkerdédicaments.

Enfin, le dernier groupe de molécules moyennememtiables regroupe 15 molécules
et contribue a réaliser 9 % des économies totabeguestion du maintien de la gestion de ces
reliquats est a définir en fonction de l'activité dancérologie de I'hépital et de l'unité de
reconstitution des chimiothérapies. Pour certaiggicaments, comme le cyclophosphamide
et l'fosfamide, l'intérét d’utiliser les reliquatsgside dans le fait que I'on s’affranchit de

I'étape de dissolution qui est longue pour ces gadents (15 minutes).

IV.3. Conclusion

Nous avons donc, pour ces raisons, opté pour $doged’'une banque stérile de
reliquats ce qui nous a permis de réaliser, a élbehde la sécurité sociale, une économie
d’environ 750 k€, correspondant a environ 9 % dddet annuel des anticancéreux. Ce

travail nous a permis d’optimiser cette gestiomegroupant les molécules en fonction de leur
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rentabilité. En effet, certaines molécules géngpentd’économies pour un nombre important
de reliquats gérés. Au contraire, d’autres molécudprésentent la majorité des économies
générées pour un nombre de reliquats moyen.

Les conséquences de la mise en place de cette doaméuile de reliquats et des
économies générées sont directement bénéfiqueslapaacurité sociale. En effet, depuis la
mise en place de la T2A, le remboursement est tdiment effectué par les caisses
d’assurance maladie pour les médicaments en susGHES Dans notre cas, toutes les
molécules du groupe 1 (en 2009) faisaient partieetie catégorie. L’h6pital ne peut donc pas
bénéficier directement de l'effort réalisé par lergonnel de 'UBCO. Cependant, cette
gestion permet de limiter 'augmentation du buddetces molécules, limité a 3 % pour
'année 2011 par rapport a I'année 2010 [13]. Suséul groupe 1, entre 2008 et 2009,
I'absence d’une telle gestion des reliquats aypBivoqué une augmentation de budget de
22 % au lieu de 10 %. Il est difficile d’extrapoleette limitation a tout le budget des
molécules en sus des GHS, mais l'intérét des praems hospitaliers et des établissements
de santé est d’encourager ces initiatives simptemide en ceuvre et permettant de réaliser
des économies pour la sécurité sociale, de limiaugmentation des dépenses des
médicaments en sus des GHS et de limiter I'impacirennemental.

Enfin, la réalisation d’études de stabilité sus deédicaments dont les données ne sont
pas disponibles permettrait d’effectuer des écomensupplémentaires et entrainerait dans
certains cas une souplesse d'utilisation (médicanmé&cessitant un temps important de
dissolution). En effet, les RCP des médicamentssmide marché régulierement ne font pas
état d’'une durée d'utilisation supérieure a 24 bswapres ouverture. Aprés contact aupres de
'AFSSAPS, nous avons eu la confirmation que cesndes de stabilité supérieures a 24
heures sont confidentielles et ne peuvent étreglides aux pharmacies hospitalieres.

L’étude de stabilité réalisée sur les reliquatpeimetrexed-Alimta nous permettra de
réaliser des économies supplémentaires et de @vasidette molécule comme rentable
(groupe 1) en lieu et place du groupe 2. En effetis avons déja pu générer des économies

importantes en n’utilisant que les anciennes dandéestabilité du pemetrexed (24 heures).

130



CONCLUSION GENERALE

131



L’étude de la stabilité des médicaments anticamseirjectables dans le contexte
hospitalier est devenue un axe de recherche ingordble pour les pharmaciens hospitaliers.
Comme développé dans le chapitre I, I'apparitiorcideuit du médicament et I'obligation de
centraliser la reconstitution de ces médicamentas dies PUI sous responsabilité
pharmaceutique ont obligé la mise en place d’od&gproduction de chimiothérapies alliant
sécurité pour le patient et productivité. En effatijgmentation du nombre de patients atteints
de cancer et le nombre de traitements disponiblgsiti une occupation plus importante des
hopitaux de jour de cancérologie et des servichegpitalisation compléte, nécessitant une
optimisation de toutes les étapes du traitemenpatient. C’est dans cet objectif que nous
avons obtenu une certification de notre unité quase, notamment, une durée maximale de
livraison des chimiothérapies. Une des voies pheemiiques permettant de gagner en
productivité est I'étude de la stabilité de cersaimédicaments anticancéreux injectables
permettant une souplesse d'utilisation de plusiGagsns :

- Etude de la stabilité des médicaments apres dilutéms le solvant d’administration (a
des concentrations thérapeutiques) : cette coramisspermet la préparation de
traitements en avance, une fois la validation derpa le médecin.

- Etude de la stabilité des médicaments apres retdgimst dans le conditionnement
d’origine : cette connaissance permet de réutilsereliquats du médicament et donc
de s’affranchir de I'étape de reconstitution, sguveonsommatrice de temps (ex :

cyclophosphamide, ifosfamide, pemetrexed...).

D’autres utilités sont envisageables pour ces étulte stabilité, comme I'approche
economique avec lutilisation des reliquats d’aamicéreux ou encore la réponse a une
demande de service clinique sur ['utilisation dates conditions particulieres de ces
médicaments, le délai du transport dans le caslidesothérapies a domicile...

Malgré l'importance de ces études de stabilitépaaalisposition réglementaire n’est
prévue par la loi pour I'utilisation de solutiomgectables de médicaments anticancéreux hors
référentiels (RCP), contrairement a l'utilisatiom ces médicaments dans des indications non
prévues par I'AMM. En effet, les industries pharewatiques publient des données de stabilité
tres parcellaires ne permettant pas une organisatimale de la part des pharmaciens
hospitaliers sur la réalisation des traitement®AHESAPS, de son cbété, n’incite pas les
industries a produire ces données disponibles @eng pour des raisons de confidentialité,

fournir ces données aux pharmaciens hospitalieest Idonc impératif pour les pharmaciens
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hospitaliers de réaliser les études de stabilitéqagdtes dans les conditions d’utilisation
hospitaliere afin de pouvoir, par la suite, utliges données pour la pratiqgue quotidienne
dans les unités de reconstitution des anticancéreaxSociété Francaise de Pharmacie
Oncologique en lien avec Stabfliseuvre dans ce sens et permet, d’une part, daliseties
études réalisées et d’'autre part de promouvoiétsdes de stabilités. Des recommandations
pour la réalisation de ces études de stabiliténaanhd’ailleurs d'étre publiées afin de guider
les pharmaciens hospitaliers. Cependant, rareslesrmiublications faisant état des produits
de dégradation apparus au cours de ces étudedietfbct de ces produits.

Nous avons donc voulu répondre a quelques unegslguestions en réalisant une
étude de stabilité d’'un médicament anticancéreygctable dans son conditionnement
d’origine aprés reconstitution : le pemetrexed-A#fh Au cours du deuxiéme chapitre, nous
avons abordé le développement analytique d’'une odétiCLHP-UV-DEDL permettant de
réaliser une étude de stabilité de ce médicamené tles contraintes imposées était de
pouvoir réaliser cette étude mais aussi de poldtadier les produits de dégradation, le cas
échéant, en spectrométrie de masse. Nous avonsdéwetoppé une méthode satisfaisant a
ces objectifs. L'étude de stabilité réalisée a pemaugmenter la durée de péremption des
reliquats de pemetrexed-Alinftale 24 heures a 14 jours (& +2 - +8 °C et +22 P@bii de la
lumiére). Nous avons également isolé deux prodietsiégradation majoritaires apparus au
cours de cette étude et cherché a les identifiesectrométrie de masse (triple quadripdle et
haute-résolution). Les premiers résultats indiqugrd la molécule de pemetrexed, dans les
conditions étudiées, est sensible a I'oxydatiors Davaux complémentaires sont nécessaires
pour confirmer la structure des deux produits (otatographie semi-préparative, RMN) et
leur activité et/ou toxicité (chromatographie sqr@parative, purification, culture cellulaire).
La connaissance de cette activité permettrait, taeas ou ces produits seraient inactifs, de
prolonger la durée de stabilité a 28 jours samgiegour le patient.

Dans le chapitre Ill, nous avons répondu a unel@nadtique locale concernant le
methotrexate dans le traitement des GEU. La rdamlisade seringues, le week-end
notamment, engage une dépense importante pouraitenient trés peu onéreux. Afin
d’imaginer une organisation pratique autour derisepen charge de ce traitement, nous avons
réalisé une étude de stabilité des solutions ddnatreixate injectable, utilisées dans cette
indication, dans des seringues en PP. Le metho&redtant de la méme famille que le
pemetrexed, nous avons optimisé la méthode CLHFREYDL deéveloppée pour le

pemetrexed et ainsi réalisé I'étude de stabiliténtethotrexate en seringue en PP. Nous
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devons maintenant établir les conditions d’util@atde ces seringues et la gestion a mettre en
place au sein de notre PUI pour la dispensatioredgréparations anticancéreuses.

Nous avons finalement étudié I'impact économiqudadetalisation de ces études de
stabilité sur les reliquats des médicaments art@&@ux injectables. En effet, la gestion de
ces reliquats d’anticancéreux nécessite un ingestient important de la part de tout le
personnel de 'UBCO, nous voulions donc connakregel bénéfice d’'une telle organisation
pour I'hdpital et pour la sécurité sociale. L'arsdydes chiffres de 'année 2009 nous a permis
de montrer que nous pouvions réaliser une éconoapigsentant environ 9 % du budget
annuel des anticancéreux de 'UBCO du CHRU de T¢hdpital Bretonneau). Nous avons
également montré que 90 % de ces économies étagatisées par la gestion de
9 meédicaments listés en sus des GHS, permettanéiatiser une économie immédiate pour la
sécurité sociale d’environ 650 k€. Par ailleursusi@vons montré que la gestion de ces
reliquats permettait, pour I'hdpital, de limiter [arogression des dépenses liées a ces
médicaments listés en sus des GHS afin de respldelimites fixées par arrété. La
réalisation d’études de stabilité bien menéesesinbuveaux médicaments mis sur le marché
pourra permettre la réalisation d’économies etimiédr la progression des dépenses sur ces
nouveaux médicaments, tel que le JeVtadmnt le flacon codite environ 5000 €.

Parmi ces nouvelles molécules mises sur le matoteépart importante est consacrée
aux anticorps monoclonaux. On estime actuelleménglus de 500 le nombre d’anticorps
monoclonaux en développement et plus de 200 apsanonoclonaux en essais cliniques. La
réalisation d'études de stabilité devient impodadtun point de vue économique mais
également d’'un point de vue pharmaceutique. Ern,effane part ces molécules sont tres
onéreuses et sont toutes, actuellement, sur k& ést sus des GHS et, d’autre part, leur
comportement en solutions thérapeutiques et dansdeditions quotidiennes d’utilisation
sont peu connues. De plus les méthodes nécessali@salyse de leur comportement sont
différentes que celles utilisées pour les molécalemiques dites « classiques ». Cependant,
la méthodologie acquise lors de ce travail nousped’envisager I'étude du comportement

de ces anticorps dans des conditions optimales.
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Nous avons montré au cours de ce travail 'appetadthimie analytique et organique
et I'apport de la pharmacie dans la mise en pladexploitation des études de stabilité sur
les médicaments anticancéreux injectables. Le dppelment constant de nouvelles
molécules par I'industrie pharmaceutique couplé@ confidentialité des dossiers de dépots
d’AMM conduisent les pharmaciens hospitaliers stdbimistes & mettre en commun leurs
compétences afin de répondre au mieux a une réaigomique de notre systéme de santé

francais et a la prise en charge des patients\ttée cancer.
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Annexes

Annexe | : Référentiel de bon usage du pemetrexed-Afimta

&
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i C-\NEFT{ ﬂ ESHPE HALUTE AUTORITE DE SANTE

e P i

» ALIMTA® - PEMETREXED

Hom commercial ALIMTAE

Dénomination commune PEMETREXED
internationale

Laboratoire exploitant

ou titulaire de I'AMM LILLY FRANCE
Présentation Pdr. Inj. 100 mg et 500 mg
Publication Juillet 2010

= AUTORISATION DE MISE SUR LE MARCHE (AMM)

«  ALIMTA®, en association avec le cisplatine, est indigué dans le traitement en 1ére ligne des
patients atteints de cancer bronchigue non a petites cellules localement avancé ou
metastatigue, dés lors que 'histologie n'est pas a predominance épidermoide.

«  ALIMTA® est indiqué en monothérapie dans e traitement de maintenance du cancer bronchigue
non a petites cellules, localement avance ou metastatique immediatement a la suite d'une
chimiothérapie & base de sel de platine, dés lors que |"histologie m'est pas a prédominance
épidermoide chez les patients dont la maladie n'a pas progresse, Le traitement en premiére
ligne doit étre un doublet de platine avec la gemcitabine, le paclitaxel ou le docetaxel.

«  ALIMTA® est indigué en monothérapie dans le traitement en Znde ligne des patients atteints de
cancer bronchigue non a petites cellules, localement avance ou metastatique, dés lors gue
I"histologie n'est pas a préedominance epidermoide.

«  ALIMTA®, en association avec le cisplatine, est indigué dans le traitement des patients atteints
de mesothéliome pleural malin non résecable et gui n'ont pas recu de chimiothérapie
antérieure.

B SITUATIONS TEMPORAIREMENT ACCEPTABLES {(PTT)

= Mésgthéliome pleural malin non résscable chez des patients gui nont pas regu de
chimiothérapie anterieure, en association a carboplatine en cas de contre-indication
documentée & cisplatine.

= SITUATIONS NON ACCEPTABLES

« Cancer bronchique & petites cellules.,
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B SITUATIONS TEMPORAIREMENT ACCEPTABLES (PTT)

Meésothéliome pleural malin non résécable chez des patients gui n'ont pas recu de
chimiothérapie antérieure, en association a carboplatine en cas de contre-indication
documentée & cisplatine

Ce protocole temporaire se base sur les données présentées par |'étude de Ceresoli et al, publiée en
2006 et dont le résumée est présenté ci-apreés :

Auteur Type d'etude Schema therapeutique Critere d"evaluation Toxicite
CERESOLI Phase Il Pemetrexed 500 mg/m?* + | Survie globale - 12,7 Heutropenie grade
2006 multicentrique carboplatine (AUL = 5) mois 3-4:

[1] non comparative tous les 21 jours. 9.7 %
Taux de
102 patients réponse objective : Anémie grade 3-4 -
attaints d'un 19 /102 (18,6 %) 1,5%.
méesotheliome
malin non
rés2cable et non Survie sans
prétraités. progression -
6,5 mois.

La toxicité a &té principalement hématologigue avec la survenue de neutropenies de grade 3 ou 4
dans 9,7 % du total de cycles ou d’anémies de grade 3 ou 4 dans 3,5 % du total de cycles.

Cet essai rapporte des résultats assez comparables par rapport a ceux observés chez des patients
traités par association pemetrexed-cisplatine que ce soit en termes d'efficacité (médiane de
survie de 12,1 mois et survie sans progression de 5.7 mois pour pemetrexed-cisplatine) ou de
tolérance.

Un autre essai, incluant 1704 patients, a également évalug 'association pemetrexed-carboplatine
en comparaison au traitement par pemetrexed-cisplating, dans le mésothéliome pleural malin, en
15 ligne de chimiothérapie [3]. Le taux de réponse a &té de 26,3 % dans le groupe pemetrexed-
cisplatine versus 21,7 % dans le groupe pemetrexed-carboplatine et le taux de survie a 1 an a été
similaire dans les deux groupes (63,1 % dans le groupe pemetrexed-cisplatine versus 64,0 % dans le
groupe pemetrexed-carboplating). Le temps médian jusqu’a progression a £té de 7 mois dans le
groupe pemetrexed-cisplatine versus 6,9 mois dans le groupe pemetrexed-carboplatine. Le taux de
neutropénie grade 3-4 a éte de 23,9 % dans le groupe pemetrexed-cisplatine et de 36,1 % dans le
groupe pemetrexed-carboplatine.

L’essai de phase Il de Castagneto et al, mene sur 76 patients, publié en 2008, a également eu pour
cbjectif I"'évaluation de L'activité et de la toxicité de 'association pemetrexed-carboplatine dans le
mésothéliome pleural malin &n 177 ligne de chimiothérapie [4]. Le taux de réponse partislle a été
de 21 % et le taux de réponse compléte de 4 %. Le taux de réponse globale a été de 25 % (IC 95 % :
15,3-34,7). Il a &té observé une stabilisation de la maladie chez 29 patients soit 39 % des patients
{IC 95 % : 28-48). La mediane de survie a été estimée & 14 mois et le temps jusqu’a progression de &
mois. Les résultats ont montré un taux d’hematotoxicité grade 3 de 47,3 % et d’hématoxicité grade
4 de 6,5 %.

Une autre étude de phase Il, de Ceresoli et al, publiée en 2006 et portant sur 102 patients atteints
de mésothéliome pleural malin, a évalug |"efficacité du pemetrexed associé au carboplatine en 1%
ligne de chimiotherapie [5]. Une réponse objective a ét€ observée chez 19 patients, avec 2 réponses
complétes et 17 réponses partielles ; le taux de réponse a ete de 18,6 % (IC 95 % : 55,6 a 74,8 %).
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48 patients (soit 47,0 %; IC 95 % : 37,1 % & 57,2 %) ont eu une stabilisation de la maladie aprés
traitement. Au total, il a ét€ observé un contrile de la maladie chez 67 patients (65,7 % ; IC 95 % :
55,6 % & 74,8 %). Le temps médian jusqu'a progression a été de 6,5 mois et la médiane de survie
globale de 12,7 mois. Il a été observé un taux de neutropenie grade 3-4 de 9,7 % et un taux
d'anémie grade 3-4 de 3,5 % sur le total des cycles. Les towicités non hématologigues ont ete
négligeables.

En conclusion, 1'association pemetrexed- carboplatine peut &tre considérés comme une alternative

acceptable en cas de contre-indication documentée & cisplatine dans le traitement du
mesotheéliome malin non résécable chez des patients non prétraites.

B SITUATIONS HON ACCEPTABLES

Cancer bronchigue & petites cellules

Dans une &tude de phass Il datant de 2006 (Hanna), le pemetrexed est jugé comme ayant unes
efficacité faible et donc ne présentant pas d’intérét thérapeutique pour le patient [5].

Dans une étude de phase |l présentée a |"ASCO en 2008 (Jett), le critére de jugement principal qui
£tait le taux de réponse n’a pas été atteint sur une population de 48 patients. Il a donc été décide
de clore |’essai précocement [&].

Enfin, dans une étude de phase IIl, (Socinski et al) comparant un régime a base de pemetrexed a un
regime a base d'etoposide, il a été déemontré une efficacité inférieure pour le pemetrexed
comparée a celle de 'etopaside [7]. L'inclusion des patients dans I"étude a donc &té arrétée pour
un manque d'efficacité du pemetrexed.

& partir de ces données, on peut conclure que L'utilisation du pemetrexed chez les patients atteints
d'un cancer branchique a petites cellules peut &tre une perte de chance et correspond donc a une
situation non acceptable.
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Annexe Il : Appareillage et réactifs utilisé lors de la misep@int des méthodes et des études
de stabilité.

Appareillage :

CLHP : systeme LaChrom Elite équipé d’une pompeR/I¥2130, un injecteur automatique
VWR L-2200 a 4 °C, un détecteur VWR L-2400 UV - Mei(Fontenay sous bois, France) et
un DEDL SEDEX 85 - SEDERE (Alfortville, France). lprogramme utilisé est EZChrom
Server software (Merck, Darmstadt, Germany).

Colonne : Synergi MAX-RP C12 (4 um, 150 mm x 4,6 imunie d’une pré-colonne MAX-
RP (4 mm x 3 mm) (Phenomenex), thermostatée a 20 °C

Une double détection UV a 254 nm puis DEDL (3,5 (a@r comprimé) ; température 50 °C ;
gain 10).

Réactifs :

Alimta®-pemetrexed, Methotrexate Mylan 50mg/2mL et 100 mig/ ont été fourni par
'UBCO du CHRU de Tours (Eli Lilly company).

L’acétonitrile et le méthanol qualité HPLC methapobviennent de la société Carlo-Erba
(Val de Reuil, France).

L’acide trifluoroacetique (TFA, 99% pureté), I'aeichonafluoropentanoique (NFPA, 97%
pureté), et I'acide tridecafluoroheptanoique (TDFHA% pureté), I'acide L-glutamique et le
4-[N-(2,4-Diamino-6-pteridinylmethyl)-N-methylamihacide benzoique proviennent de la
société Sigma Aldrich (St Quentin Fallavier, Frgnce

L’eau ultra-pure est produite par un systeme Milleo(Molsheim, France).
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Annexe Il . Brevet déposé le 18/03/2010 par la société Elyland Company, n°WO
2010/030598 A2. (pl et 9).
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| Permalrexed appears o be susceplibla o n:k:lahﬂ and the presance ol
rrpisiune; rence IS foemulations should be processed and maintalned al minkmum
levels of ouygen. The headspace of a vial should contain less than about &%
{eaght percent) Wi oxygen, or in the range ol about 2% to about 5% vy owygan, or
in the range of sbout 3% (o about 5% wiv cuygen. The heedspace of the vial can
be adjusted to minimize the formulstion contact with oxygen. it is genarally
desired [hal the headspace &5 not more than about one-lhird of the fotal volume of
Ihie conlainer, with thi contents acsupying 3 1eas aboul two-hirds of the lotal
volurne of the conlamer, For example, 5 mL of product may be contained ina 7.5
mil wial, To avokd osidation, antioedents can be mcluded, Ifa greater hepdspace
retio is desired, then the concentration of an antinxidant mey be edjusted as

meCaseary

Comrmon anlickidants thal can be used in e lormulalon inglude, bl are
nol limied (o, moncthioglycend, L-cysleine, thiogiyoalic acid, sodium melakbsulfie,
ascorbic acid, godlum EDTA, monoethanstaming gentisate, sodium farmaidenyde
sulfoxylate, aodiem biswfite, and the ke

The foliowing pemelrexed-related degradants or mpuriies have been
oiosarvad:

1) “Pamatraxed Imparity 7,7 hawing a chemical name £-[2-(2-armino-4-
oo T dibvpdro-3H-pyrnoto (2, 3-d] pyrimidin-S-ylJathyl]-benzoic acid, and
represanted by siruclesal farmula L

ghl, s
a.\_r:_,_-
i

I

s

. -H
T A

2} “Pemetrexnsd Imgurily 8,° hawing a chemical name M-4-[2{2-aming.
4 T-dihydro-4-omxo-1H-pyrmalo [2,3-d) pyrineidin-S-¢) ethyd] benzoyl-L-ghutamic ackd
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Renaud RESPAUD R

Etude de stabilité de médicaments anticancéreux iegtables :UNITVERSITE
. . FRANCOIS - RABELAIS
Péle Universités apports analytiques et pharmaceutiques TOURS

Centre Val de Loire

La prise en charge des patients atteints de caademtervenir le pharmacien hospitalier dans la
préparation des médicaments anticancéreux injastatifin de limiter les colts de cette prise enrgé:
médicamenteuse, une des alternatives consisteirisgt leur préparation en prenant en compte lailgéa
physico-chimique des anticancéreux : 1-en utili$asreliquats générés lors de la préparationn Zvaluant |3
possibilité de fabriquer a I'avance les préparaidianticancéreux. L'absence de données de séahbititces
médicaments nous a conduits a I'évaluer sur le prexed et le methotrexate afin de répondre a cettdble
problématique et d’étudier le gain de colt associé.

Nous avons démontré, au cours de ce travail, llistades reliquats de pemetrexed-Alifitaendant
14 jours permettant ainsi leur réutilisation. Noagons également montré la stabilité de solutiong de
meéthotrexate conditionnées en seringues pendgougs

Une des conséquences de ces études est la réalighconomie pour la sécurité sociale par
'optimisation de la gestion des reliquats d’anticéreux. Cette économie représente environ 10 %udget
annuel des anticancéreux injectables soit 750 k€.

Nous avons montré au cours de ce travail I'appertlad chimie analytique et organique ainsi que
'apport de la pharmacie dans la mise en placeegplbitation des études de stabilité sur les nmedients
anticancéreux injectables.

55

Hospital pharmacists are involved in the managenwntancer patients through preparation| of
intravenous anticancer drugs. To limit the coststh&f chemotherapies, an alternative is to optintizsr
preparation by considering the physicochemicalialof anticancer drugs. This can be done by gdime
leftovers generated during the preparation and Igparing in advance the devices to be used| for
administration. The lack of data on the stabilifyamticancer drugs has led us to evaluate pemetraxe
methotrexate with the aim of answering both thevabssues. In parallel, we studied the associatst |c
savings.

In this thesis, we have demonstrated the statbfitieftovers of pemetrexed-Alinftafor 14 days allowing
their use for subsequent preparations. We also ethdle stability of solutions of methotrexate pagdiin
syringes for 28 days.

One consequence of these studies is its translatiooost-savings for our Healthcare Funding
Organization by managing leftover anticancer drifggese cost-savings (about 750 k€) represent difoti of
the total annual expenditure of anticancer drugs.@rk illustrates the contribution of analytiGld organig
chemistry and the role pharmacists can have inamipg costs by performing stability studies of aaticer
drugs.

Mots-clés : Anticancéreux injectables, stabilité ygibo-chimique, CLHP, économies, pemetrexed,
methotrexate, pharmacie hospitaliere.

Equipe 5 : Laboratoire de Chimie Organique et Theéusique
UMR CNRS 6239 GICC Génétique-Immunothérapie-Chieti€ancer
UFR des Sciences Pharmaceutiques — Université ¢isaR@abelais

31, Avenue Monge — 37200 TOURS (France)



