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I. Introduction

L’analgésie intrathécale a connu au cours des 20 dernieéres années un développement
considérable, en raison de son efficacité clinique prouvée, notamment dans les pathologies

cancéreuses [1], et par la mise a disposition de pompes implantables au décours des années 90.

Les traitements antalgiques par cette voie, reposaient initialement sur 1’infusion
d’opioides et particulicrement de la morphine qui depuis toujours est considérée comme le
médicament de référence a utiliser en premicre intention méme dans les conférences de
consensus les plus récentes [2-6]. Progressivement, I’utilisation d’autres antalgiques par voie
intrathécale, seuls ou en association avec un morphinique s’est développée. Ainsi, la
commercialisation aux USA en 2004 d’un nouvel antalgique, le ziconotide, a considérablement

modifié la prise en charge des douleurs par voie intrathécale.

Le ziconotide, est la version synthétique du w-conotoxine MVIIA, conopeptide
neuroactif extrait du venin d’un escargot marin « conus magus ». La molécule, trés hydrophile,
est un petit peptide de 25 acides aminés et d’un poids moléculaire d’environ 2500 daltons [7].
C’est un analgésique non opioide. Il appartient & une nouvelle classe de puissants analgésiques,
les inhibiteurs des canaux calciques voltage dépendants de type N (N type Calcium Channel
Blockers) [8]. Il bloque sélectivement ces canaux calciques des fibres A0 et C localisés en pré
synaptique au niveau médullaire et diminue ainsi la libération du glutamate [9]. Son action
antalgique a été mise en évidence chez I’animal [10, 11] puis chez I’homme [8, 12, 13]. Il est
validé depuis 2004 par la Food and Drug Administration [14] et par 'E.M.E.A. (European
Medecines Agency) depuis 2005 [15] dans I’analgésie intrathécale pour les douleurs chroniques,
en cas d’échec ou d’intolérance aux autres traitements tels I’analgésie systémique ou la morphine

intrathécale (IT).

Plusieurs publications ont mis en ¢évidence 1’action synergique des associations
d’antalgiques en intrathécal et notamment celles contenant du ziconotide [16, 17]. De plus,
’utilisation de ces associations a fait 1’objet de plusieurs conférences de consensus notamment
aux Etats Unis afin de définir les protocoles d’incrémentation des antalgiques par cette voie

d’administration [2, 5, 18, 19]

16



Cette technique d’analgésie s’est développée plus récemment en France, particuliérement
dans les pathologies cancéreuses [20]. L’anesthésique local de référence pour cette voie
d’administration, la bupivacaine, recommandée par les conférences de consensus [2, 4], n’est
pas disponible dans le pays a des concentrations suffisantes pour ce mode de traitement et c’est
la ropivacaine qui est le plus souvent utilisée comme anesthésique local en association avec la

morphine, le ziconotide et parfois la clonidine. [21]

Cependant, I’utilisation de ces associations d’antalgiques intrathécaux est complexe a
mettre en ceuvre et nécessite de connaitre la stabilité des mélanges, dans les pompes entre deux
remplissages, ainsi que leur compatibilité avec le matériel utilisé. En effet, si le ziconotide
semble stable dans les pompes implantables lorsqu’il est utilisé seul a des concentrations
¢levées (100pg/ml)[22], il n’en est pas de méme lorsque la concentration diminue et lorsqu’il
est utilis¢ en association avec d’autres antalgiques, comme la morphine [23], I’association
morphine-clonidine[24] et la bupivacaine [25]. Les seules études publiées a ce jour, ’ont été
pour des associations de seulement deux ou trois drogues, « ziconotide et bupivacaine [25] »,
« ziconotide , clonidine et (ou) morphine » [24], « ziconotide et morphine » [23] et toujours

avec des concentrations de ziconotide élevées (25ug/ml).

Dans ce contexte, aucune étude n’a évalug, a ce jour, la stabilité de ce type d’associations
médicamenteuses contenant a la fois de la morphine, de la ropivacaine, de la clonidine et du
ziconotide, dans les pompes intrathécales. Parallelement, plusieurs publications ont mis en
évidence la nécessité de débuter les traitements par ziconotide a des posologies faibles avec des
incrémentations lentes afin de limiter le taux d’effets indésirables graves, notamment neuro-

psychiques. [8, 17, 21, 26].

De plus, la concentration initiale de la préparation commerciale du ziconotide est en
France, uniquement de 100ug/ml, ce qui rend la compositions des solutions a faible
concentration, particuliecrement délicate. Ces contraintes rendent nécessaire, 1'utilisation de
faibles quantités et de dilutions importantes de ziconotide dans les préparations. Or les
concentrations utilisées lors des précédentes et seules études de stabilité¢ (25 a 100pg/ml) [8, 17,
21, 26] étaient largement plus élevées que celles utilisées en clinique pour les patients cancéreux
[21]. Ces mémes études ont montré une dégradation progressive du ziconotide en association

notamment avec la morphine [23].
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11 est donc essentiel de connaitre la stabilité de ce type de mélange ainsi que la conformité
des préparations par rapport aux prescriptions initiales compte tenu de ces contraintes. C’est

I’objectif de ce travail.
Au cours de cette étude préliminaire, nous avons donc cherché a évaluer:

- La stabilit¢ du ziconotide a des concentrations différentes en association avec un
mélange de sulfate de morphine, de ropivacaine et de clonidine correspondant aux concentrations
moyennes utilisées en pratique clinique [20].

- La stabilité¢ du ziconotide seul a des concentrations faibles correspondant également a
notre utilisation clinique dans des pompes intrathécales afin d’évaluer I’influence des autres
traitements sur la stabilité du ziconotide.

- La stabilité du ziconotide a concentrations faibles seul et en association dans des
seringues maintenues a 5°C, afin de connaitre le délai autorisable entre la préparation des

mélanges et leur administration dans ces conditions de stockage.

En parall¢le nous avons étudié :

- La stabilité de la morphine, de la ropivacaine et de la clonidine dans les mélanges aux
concentrations étudiées.

- La conformité des préparations effectuées.
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II. Matériel et méthodes

Les dosages du ziconotide, du sulfate de morphine, de la ropivacaine et de la clonidine
ont été réalisés par chromatographie ultra haute performance en phase liquide : U. H. P. L. C.

(Ultra High Pressure Liquid Chromatography).

A. Drogues

Les médicaments utilisés au cours de 1’étude ont été :

1. Le ziconotide.
Le ziconotide était extrait a partir d’un flacon de 1 ml a une concentration de 100 pg/ml.
2. Le sulfate de morphine (50 mg/ml).

C’est un morphinomimétique, sans adjuvant, dont I’hydrophilie assure un effet
prolongé [27] par voie intrathécale. La concentration finale en sulfate de morphine dans les
préparations ne doit jamais excéder 20mg/ml comme recommandée par les conférences de

consensus de 2007 et 2012 afin de prévenir le risque de syndrome de masse spinale [28].

3. La clonidine (150mcg/mL).

Elle inhibe les impulsions nociceptives en activant les adrénorécepteurs pré et post
synaptiques alpha2 dans la corne dorsale de la moelle épiniére et possiblement en inhibant la

libération de substance P [29, 30].
4. La Ropivacaine (10 mg/ml).

Les anesthésiques locaux, inhibiteurs des canaux sodiques, sont souvent des
médicaments de seconde ligne dans le cadre de ’analgésie intrathécale mais peuvent étre
utilisés en premicre ligne en association avec la morphine dans les douleurs cancéreuses [31].
La bupivacaine est généralement choisie du fait de sa longue durée d’action, mais en France
cette molécule n’est pas disponible aux hautes concentrations requises pour une administration

intrathécale. Nous utilisons donc la ropivacaine.
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B. Matériel

1. UH.P.L.C.

Pour la réalisation des dosages, nous avons utilis¢ I’'UHPLC Perkin Elmer : flexar FX-
10 avec son détecteur UV-Visible avec une colonne Kinetex 2.6um C18 100A 150x2.1mm
(Phenomenex) chauffée a 50°C avec un débit de 0.5ml/min (pression du system 5500psi). Les
gradients d’¢lution sont réalisés avec la phase mobile A : eau a 0.1% acide trifluoroacétique et
la phase mobile B : acétonitrile a 0.1% acide trifluoroacétique.

Les préparations des échantillons étaient réalisées avec des pipettes calibrées (40uL,

200uL, 1000uL et 10000uL), des tubes de 2mL en polypropyleénes et des flacons de 50mL.
2. Pompes Synchromed [I® Medtronic

Quatre pompes de type Synchromed II® Medtronic de 20 ml, naives, ont été utilisées
pour la réalisation de cette étude. Les 4 pompes n’ont pas été rincées au préalable avec une
solution de ziconotide. L’étude de stabilité du ziconotide seul au sein des pompes intrathécales
a été réalisée dans un deuxiéme temps et nous avons utilisé¢ les mémes pompes que lors de
I’étude de stabilité du ziconotide en mélange. Ces pompes ont été rincées au sérum salé
isotonique avant d’étre remplies & nouveau avec les préparations de ziconotide seul aux

dilutions de 0,25; 0,5; 0,75 et 1pug/ml dans des seringues de 20 ml.

C.  Préparation des solutions contenant le ziconotide

Les préparations des solutions pour cette étude ont été réalisées dans des conditions
identiques a celles de notre pratique clinique quotidienne, de 1’analgésie intrathécale. Ces
préparations ont été effectuées sous hotte a flux laminaire, dans des conditions d’asepsie
strictes, par la pharmacie a usage intérieur (P.U.L.) de I'ICO (Institut de Cancérologie de

I’Ouest), Angers.

Les doses a prélever pour obtenir les concentrations voulues étaient calculées a 1’aide
d’un logiciel développé localement pour les prescriptions intrathécales (Access 97 Microsoft

corporation)

Le ziconotide était prélevé a 1’aide d’une seringue de 1 ml pour obtenir des
concentrations de 0,1; 0,25; 0,5 et 0,75 pg/ml respectivement dans chacune des quatre

seringues de 20 ml.
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Le sulfate de morphine, la ropivacaine et la clonidine, sous forme non lyophilisés,
étaient prélevés directement vers la seringue de 20 ml avec une aiguille de 20 G pour obtenir
des concentrations fixes de 7,5 mg/ml pour le sulfate de morphine et la ropivacaine et de

15pug/ml pour la clonidine.

La seringue était ensuite remplie de sérum salé isotonique en complément pour obtenir
une solution de 20 ml. Pour les préparations de ziconotide seul, nous avons utilisé la méme
méthode de préparation, des seringues de 20 ml avec une dilution du ziconotide par du sérum

salé isotonique.

D.  Méthode de remplissage

Les pompes natives étaient préalablement vidées de leur 17,5 ml d’eau stérile. Une
premicre vidange de la pompe était réalisée a I’aide d’une aiguille de Huber courbe 22G et une
seringue de 50 ml.

Au moyen d’une aiguille de Huber, les quatre pompes étaient ensuite remplies de mélanges

similaires en ropivacaine 7,5 mg/ml, morphine 7,5 mg/ml, clonidine 15 pg/ml et avec des

concentrations variables de ziconotide 0.1, 0,25, 0,5, 0,75 pg/ml pour chaque pompe.

E. Conservation

Les 4 pompes ont ensuite été disposées dans une étuve a 37°C pendant 40 jours. On a
disposé dans le méme temps, dans 1’étuve, un flacon de ziconotide a 100pg/ml (dans son
emballage d’origine).

Des seringues témoins de chaque dosage étaient conservées a 5°C simultanément pour

contrdler 1’évolution des concentrations pendant I’étude cinétique.

F. Dosage

1. Controle.

Lors de la réception des préparations pharmaceutiques (seringues de 20 ml) injectées
dans les pompes, 250uL étaient prélevés afin de réaliser une premiere quantification par

UHPLC. Ces premiers dosages seront ensuite considérés comme les concentrations témoins.
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2. Me¢éthode de prélévement.

Avant chaque ponction dans les pompes, celles-ci étaient légérement agitées avant le
prélevement de 250uL de mélange pour effectuer les dosages par UHPLC. On a effectu¢ ainsi,
trois prélevements de 250uL par pompe et par temps.

Les prélévements étaient réalisés au premier jour (J1) puis J2, J4,J7, 110, J14, J17, J21,
124,128, J31, 135, J38, J42. Au total, 42 prélévements ont été exécutés pour effectuer la totalité

de la cinétique pour une pompe (trois séquences de dosages étant réalisées a chaque cinétique).

a) Quantification de la morphine et de la ropivacaine.

Les solutions analgésiques a doser étaient diluées avant injection pour obtenir des
concentrations en morphine et ropivacaine compatibles avec les gammes de concentrations.
100uL du prélévement étaient nécessaires. Ils étaient ensuite dilués au 50° soit une premiére
dilution de 100uL de prélevement avec 900uL de sérum salé isotonique, puis une deuxiéme

dilution 100uL du prélévement dilué avec 400uL de sérum salé isotonique.

b) Quantification de la clonidine et du ziconotide.
100pL de prélevement étaient nécessaires : ils étaient introduits sans dilution dans un

vial de ’'UHPLC.

¢) Quantification de la concentration commerciale du ziconotide dans sa

présentation d’origine (100ug/ml).
10ml de sérum salé isotonique ¢était diluée avec 30uL de ziconotide, soit une
concentration de ziconotide de 0.3pg/ml. Les différents prélévements étaient ensuite introduits

dans un vial de ’'UHPLC.
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3. Méthode de quantification.

Nous avons utilisé¢ 2 méthodes de quantification :

a) Morphine - ropivacaine.

Le volume d’injection est de Sul et la détection s’effectue a la longueur d’onde de 210 nm.
Le gradient d’¢élution commence avec une composition 95% de la phase mobile A et 5% de phase
mobile B, en 3 min a 50% de phase mobile A et 50% de phase mobile B. On maintient pendant 2
min puis on revient dans les conditions d’équilibre de la colonne 95% de la phase mobile A et 5%
de phase mobile B en 1 min et on maintient 6 min. Les points de calibration de la morphine et de
la ropivacaine sont réalisés simultanément a des concentrations de 12.5pug/ml, de 25pg/ml, de
50pg/ml, de 100 pg/ml, 140pg/ml et de 200png/ml, les dilutions sont réalisées successivement ou
« en cascade » (la solution la plus concentrée est diluée pour obtenir la solution suivante et ainsi
de suite). Dans nos conditions d’¢élution et de concentration, les temps de rétention sont de 2.6 min

pour la morphine et de 6.6 min pour la ropivacaine.

b) Clonidine — ziconotide.

Une 2°™ méthode permet de doser la clonidine et le ziconotide. Le volume d’injection est
de 10ul et la détection s’effectue a la longueur d’onde de 205 nm. On commence avec une
composition de 95% de la phase mobile A et 5% de phase mobile B maintenue pendant 3 min puis
un gradient d’¢lution en 6 min a 70% de phase mobile A et 30% de phase mobile B puis 50% de
phase mobile A et 50% de phase mobile B en 2 min, on revient dans les conditions d’équilibre de
la colonne 95% de la phase mobile A et 5% de phase mobile B en 2 min et on maintient 10 min.

Les gammes d’étalonnage de la clonidine et du ziconotide sont réalisées séparément. Les
points de calibration de la clonidine sont réalisés a des concentrations de 0.625ug/ml, 1.25ug/ml,
2.5ug/ml, Spg/ml, 10pg/ml et 20pug/ml (dilutions « en cascade »). Les points de calibration du
ziconotide sont réalisés en une seule dilution indépendamment les unes des autres avec des
flacons en polypropyléne (avec des dilutions successives et/ou des flacons en verre la courbe de
quantification n’est pas linéaire): 0.1pg/ml (20ul de ziconotide a 100ug/ml + 20mL Chlorure de
sodium 0.9%), 0.3pug/ml (30ul de ziconotide a 100pug/ml + 10mL Chlorure de sodium 0.9%),
0.6pg/ml (60ul de ziconotide a 100ug/ml + 10mL Chlorure de sodium 0.9%), 0.79ug/ml (80ul
de ziconotide a 100pg/ml + 10mL Chlorure de sodium 0.9%), 1.57ug/ml (160ul de ziconotide a
100pg/ml + 10mL Chlorure de sodium 0.9%), 1.96ug/ml (200ul de ziconotide a 100pug/ml +

10mL Chlorure de sodium 0.9%). Nous ajoutons les 2 courbes de quantifications dans une méme
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méthode de « process » pour pouvoir quantifier la clonidine et le ziconotide en méme temps (sur
un méme chromatogramme).

Dans nos conditions d’¢lution et de concentration, les temps de rétention sont de 6.3 min
pour la clonidine et de 11.5 min pour le ziconotide (la clonidine doit étre éluée sur le palier de
départ composé de 95% de la phase mobile A et 5% de phase mobile B pour étre séparée d’un pic

parasite) [24].

4. Concentrations étudiées.

Nous avons ¢étudié la stabilité du ziconotide a 4 dosages différents 0.1; 0,25; 0,5; 0,75
pg/ ml avec des mélanges similaires de ropivacaine 7,5 mg/ml, morphine 7,5 mg/ml et
clonidine 15 pg/ml, conservées dans des pompes naives a 37°C. Puis nous avons analysé la
stabilité du ziconotide seul a quatre dosages différents (0,25; 0,5; 0,75 et 1 pg/ml) dans des
pompes a 37°C. Les mémes dosages ont également été réalisés pour étudier la stabilité du
ziconotide a 4 dosages différents en mélange conservés dans des seringues a 5°C pendant une

durée de 40 jours.

G.  Les tests statistiques

Les tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel winSTAT 7.0TM (Fitch Software).

Les données sont présentées en valeurs moyennes +/- écart type.
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IT1. Résultats

A.  Stabilité de I’association ziconotide, morphine, ropivacaine et
clonidine in vitro

L’analyse des échantillons prélevés sur les pompes natives in vitro a 37°C met en
évidence une décroissance quasi linéaire des concentrations de ziconotide en association. Il
reste en moyenne de 82,72%( +/- 0,89%) a 7 jours, 72,85 %( +/-1,14%) a 17 jours et 53,4%

(+/-3,33%) a 35 jours de la concentration initiale de ziconotide. (Figure 1)
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Figure 1. Stabilité du ziconotide (0,1; 0,25; 0,5; 0,75 pg/ml) en mélange avec des dosages fixes de morphine (7,5mg/ml),
clonidine (15mcg/ml), ropivacaine (7,5 mg/ml) in vitro, pompes naives a 37°C. Concentration de ziconotide exprimée en
pourcentage de la concentration initiale de ziconotide a J0.

Cette décroissance est modérément influencée par la concentration de ziconotide dans le
mélange, la dose résiduelle a 42 jours étant respectivement de 41,67% pour la concentration a
0.1pg/ml, de 44,32% pour la concentration a 0.25ug/ml, de 48,34 % pour la concentration a
0.50png/ml, de 50,45% pour la concentration a 0,75ug/ml. La différence n’est pas significative.

Les concentrations de ropivacaine, morphine et clonidine, elles sont parfaitement
stables dans les pompes quelque soit les concentrations de ziconotide. Pour la morphine, on
retrouve une concentration moyenne sur les 4 pompes a 101% (+/- 0,44%) de la concentration

initiale a J42. (Figure2)
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Figure 2. Stabilité de la morphine 7500 pg/ml en mélange avec ziconotide, ropivacaine et clonidine dans des pompes
intrathécales naives a 37°C in vitro. Concentration de morphine exprimée en pourcentage de la concentration initiale en
morphine a J0.

Les concentrations de ropivacaine a J42 sont également stables par rapport a la
concentration initiale sur les 4 pompes avec une concentration a 42 jours a 102,3% (+/- 0,50%)

de la concentration initiale. (Figure 3)
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Figure 3. Stabilité de la ropivacaine 7500 pg/ml en mélange avec ziconotide, morphine et clonidine dans des pompes
intrathécales naives a 37°C in vitro. Concentration de morphine exprimée en pourcentage de la concentration initiale en
ropivacaine a JO.
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La concentration moyenne de clonidine sur les 4 pompes natives dans les mémes

conditions reste a 98,99 % (+/-0,41%) de la concentration initiale. (Figure 4)
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Figure 4. Stabilité de la clonidine a 15 pg/ml en mélange avec du ziconotide, de la morphine et de la ropivacaine dans des
pompes intrathécales naives a 37°C in vitro. Concentration de clonidine exprimée en pourcentage de la concentration initiale
ajo.

B. Stabilité ziconotide seul

Lors des dosages des solutions de ziconotide seul, uniquement trois dilutions
différentes, ont pu étre dosées (0,25ug/ml, 0,5ug/ml, 1pg/ml). En effet, le dosage de la solution
de ziconotide 0,75 pg/ml n’a pu étre réalisé, la pompe s’étant spontanément vidée dans 1I’étuve

a la suite d’une mauvaise manipulation du programmateur.

L’analyse des échantillons prélevés sur les pompes non naives contenant uniquement
une solution de ziconotide avec sérum physiologique a des temps variables et a des
concentrations variables met en évidence une décroissance par rapport a la concentration

initiale.

La concentration de ziconotide diminue de facon quasi linéaire pour toutes les
concentrations avec dés le 3™ jour: 79,4 % ( +/- 0,02%) de la concentration initiale pour
0,25 ng/ml, 81,34% ( +/- 0,02%) pour 0,5 pg/ml et 82,36% ( +/- 0,02%) pour 1 pg/ml. A dix
jours, on retrouve une concentration résiduelle en moyenne de 60,35% (+/- 0,04%) de la
concentration initiale a 0,25pug/ml, 51,49% ( +/-0,02 %) pour une concentration de 0,5 pg/ml, et
68,49% (+/- 0,04%) pour 1 pg/ml.

Au trente et uniéme jour, la concentration résiduelle de ziconotide par rapport a la
concentration initiale est de 35,54% (+/- 0,04%) pour la concentration a 0,25pg/ml,
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de 39, 37% ( +/- 0,15%) pour la concentration a 0,5ug/ml et de 44,49% (+/-0,18%) de la

concentration initiale pour la concentration a 1pg/ml (Figure 5).
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Figure 5. Stabilité du ziconotide seul dans des pompes Medtronic non naives sous incubateurs a 37°C pour des
concentrations de 0,25; 0,5 et 1 pg/ml. Les résultats sont exprimés en pourcentage de ziconotide dosé par rapport a la
concentration initiale a JO.

C.  Stabilité du ziconotide a 5°C dans les seringues

L’analyse des seringues initiales maintenues a 5°C montre une stabilité¢ du ziconotide en

mélange quelque soit le dosage initial. (Figure 6)
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Figure 6. Stabilité du ziconotide (0,1; 0,25; 0,5; 0,75 pg/ml) dans des mélanges a posologie stable de morphine (7,5mg/ml);
clonidine (15 pg/ml); ropivacaine (7,5 mg/ml) dans des seringues a 5°C. Les résultats sont exprimés en pourcentage de
ziconotide dosé par rapport a la concentration initiale a JO.
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D.  Conformite des préparations de ziconotide.

La concentration initiale du ziconotide dans les seringues sur I’ensemble des
prélevements a JO correspond aux concentrations prescrites avec une précision entre + 20% a
-2,6%, moindre pour la plus faible concentration (concentration prescrite 0,1 pg/ml et
concentration mesurée 0,12 pg/ml). Ces résultats permettent de conclure a un pourcentage
d’erreur < 10 % en moyenne pour des concentrations supérieures ou égales a 0,25 pg/ml lors de

la préparation du ziconotide, avec un écart type de 0,02 (Figure 7).

1,2

& Concentration prévue

i Concentration mesurée
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ml

Figure 7. Conformité des préparations du ziconotide en mélange et seul aux posologies de 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 pg/ml et seul
aux posologies de 0,25; 0,5 et 1 pg/ml.
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IV. Discussion

A. Interprétation des résultats

Trois mécanismes de dégradation du ziconotide sont connus.

Le principal est I’oxydation. La dégradation a lieu quand 'oxygéne dissous réagit avec
l'acide aminé methionine du peptide. La L-Methionine libre (50pug/ml) inclue comme un
excipient de la formulation du ziconotide est congue pour réduire la dégradation du ziconotide,
elle est plus aisément oxydée que celle de la w-conotoxin. Ce mécanisme de protection est
¢videmment atténué lors de la dilution du ziconotide avec une dilution concomitante de la
L-méthionine qui entraine une dégradation plus rapide par I’oxygene dissous [22]. Le second
mécanisme est la dégradation par la chaleur, par dégradation de ’acide aspartique. Le troisieme
mécanisme de dégradation du ziconotide est la déamination de la cystéine par les oxydes de
titane produits a la surface du réservoir de la pompe lors de la fabrication. Les produits de
dégradation ne sont pas toxiques (données en ligne, Elan Pharmaceuticals Inc). Ce mécanisme
absorbe environ 17ug de Ziconotide sur les pompes Synchromed II de 20ml et 28 a 30ug sur
les pompes de 40ml [32].

En dehors de ces mécanismes, et malgré une vidange compléte de la pompe, il persiste

un espace mort de 1a 2 ml qui accentue la dilution du ziconotide dans la pompe.

1. Stabilité du ziconotide en association

Peu d’études ont évalué la stabilité du ziconotide en condition d’utilisation clinique.
Seuls Shields et al ont effectué ces travaux a des concentrations trés différentes de celles de

notre pratique clinique.

Notre étude met en évidence une diminution quasi linéaire de la concentration de
ziconotide in vitro dans un mélange de morphine, ropivacaine, clonidine et ziconotide. On
retrouve en moyenne une concentration résiduelle de 82,72% a 7 jours, 72,85 % a 17 jours et
53,4% a 35 jours de la concentration initiale de ziconotide en mélange. Les autres produits
restent quant a eux stables aux concentrations étudiées comme dans les études précédentes [22-

25].
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Lorsque 1’on compare ces résultats avec ceux de Shields [23, 24], la posologie de
morphine était plus faible dans notre étude (7,5 mg/ml) que dans celle de Shields (35 mg/ml)
mais correspond plus aux conditions cliniques. La vitesse de dégradation semble 1égerement
plus importante dans notre étude avec des concentrations beaucoup plus faibles, mais Shields et
al ont limité leur analyse a 17 et 20 jours (Figure 8) et si I’on exécute une régression linéaire,
celle-ci montre une pente de décroissance trés comparable et une projection de la concentration

a 30 jours quasi identique, a 60 % de la concentration initiale (Figure 9).
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Figure 8. Evolution comparative des concentrations de ziconotide en association dans des pompes intrathécales in vitro.
Comparaison des résultats de I'étude aux données de la littérature Shields et al [23], [24].
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Figure 9. Evolution comparative des concentrations de ziconotide en association de I'étude aux données de la littérature
Shields et al [23], et régression linéaire.
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Aux faibles concentrations étudiées, la dégradation du ziconotide en association est
presque linéaire et parait n’étre que faiblement influencée par la concentration initiale. Ces
constatations, effectuées sur des pompes naives, semblent montrer que la dégradation par

déamination de la cystéine par I’oxyde de titane influence peu la dégradation du ziconotide.

2. Stabilité du ziconotide seul.

Dans I’étude de Shields et al [22], I’auteur retrouve une stabilité de 95% a J28 pour une
solution de ziconotide seul a 100 pg/ml sur des pompes naives a 37°C. Il constate également
une stabilit¢ moins importante du ziconotide (25 pg/ml) lorsque celui-ci est dilué a partir de la

formulation 100pg/ml, 85,1% a J28 sur des pompes non naives.

Notre étude concernait des dilutions beaucoup plus importantes de ziconotide seul 0,25;
0,5 et 1 pg/ml dans des pompes non naives. Nous constatons une décroissance plus importante
des concentrations de ziconotide seul. Le ziconotide semble donc effectivement moins stable

lorsqu’il est dilué. (Figure10)

ziconotide seul : comparaison des concentrations
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Figure 10. Comparaison des concentrations de ziconotide seul de '’étude aux données de la littérature Shields et al [22].
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Cette dégradation plus importante du ziconotide lorsqu’il est trés dilué peut s’expliquer
par les trois mécanismes connus de dégradation du ziconotide et également par I’effet espace
mort. Sur des pompes non naives, le mécanisme principal est probablement la sensibilité plus
¢levée a I’oxygene. Shields et al ont comparé deux concentrations & 25ug/ml de ziconotide
soit dilué, soit préparée avec une formulation commerciale de 25pg/ml disponible aux USA, la
concentration réalisée a partir d’une formulation a 25pg/ml se dégrade moins vite qu’une
solution a la méme concentration préparée avec une formulation a 100pg/ml [22-24]. Dans
notre étude, les produits utilisés étaient tous dilués, méme si des précautions étaient prises lors
de la préparation pour limiter 1’oxygeéne dissous. Donc lors des préparations, il est
indispensable de réduire les contacts avec I’air ambiant afin de limiter la dégradation du

ziconotide par I’oxygeéne dissous.

3. Comparaison des cinétiques du ziconotide seul et en association a 0,25 et
0.5 pg/ml dans les pompes a 37°C.

Deux concentrations de ziconotide ont pu étre comparées seul dans les pompes et en
association; 0,25pug/ml et 0,5pg/ml. On retrouve une différence significative (p< 0,05) pour les
deux dosages 0,25 et 0,5 pg/ml entre le ziconotide seul et en mélange similaire, dans des
pompes a 37°C. La dégradation est significativement plus importante pour le ziconotide seul
comparée au ziconotide en mélange morphine 7,5mg/ml, ropivacaine 7,5mg /ml et clonidine 15
pg/ml pour des concentrations similaires de ziconotide de 0,25 et 0,5 pg/ml respectivement.

(Figure 11 et 12)
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Figure 11. Comparaison ziconotide a la concentration de 0.25ug/ml seul et en mélange (morphine 7,5mg /ml,
ropivacaine 7,5mg /ml et clonidine 15 pg/ml) dans des pompes a 37°C.
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Figure. 12. Comparaison ziconotide a la concentration de 0.5pug/ml seul et en mélange (morphine 7,5mg /ml,
ropivacaine 7,5mg /ml /ml et clonidine 15 pg/ml) dans des pompes a 37°C.

Ces données vont a I’encontre des études précédentes [23-25] qui observaient une
stabilit¢é moindre du ziconotide lorsqu’il était associ¢ a d’autres analgésiques. De plus, ces
dosages de stabilité du ziconotide en mélange ont été réalisés sur des échantillons issus de
pompes naives alors que les dosages de ziconotide seul étaient réalisés a partir d’échantillons

de pompes non naives. Or le ziconotide apparait plus stable dans des pompes non naives [22].

Ces constatations contradictoires ne sont pas explicables en 1’état. Il parait prématuré de
conclure a un effet protecteur des associations médicamenteuses sur la stabilité¢ du ziconotide
dans les pompes. En effet, I’échantillon dans notre étude est faible et il est indispensable de

contrdler ses résultats sur un échantillon plus large.

4. Stabilité a 5 °C.

La température joue un role dans la dégradation du ziconotide. Dans notre étude, on ne
retrouvait pas de dégradation du ziconotide en mélange a 5°C dans les seringues contrairement
aux pompes a 37°C. Nous n’avons pas étudié la stabilité du ziconotide en mélange dans les
seringues a 37 °C. Dans les études de Shields et al [23, 24], la dégradation du ziconotide en
mélange a 37°C était similaire en seringue ou dans les pompes. Cette stabilité a 5 °C est
particulierement intéressante pour la conservation des préparations pharmaceutiques et pour le

transport des mélanges au patient.
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B.  Intérét clinique

1. Fréquence des remplissages

On constate dans notre étude qu’a partir de J10, les concentrations résiduelles de
ziconotide en mélange sont égales ou inférieures a 80% des concentrations initiales. Cette
diminution de concentration du ziconotide doit étre prise en compte par les cliniciens, car elle
pourrait expliquer une éventuelle baisse d’efficacité de I’analgésie chez les patients dont les
remplissages sont plus espacés. Cependant dans notre pratique clinique, les intervalles de
remplissage sont généralement inférieurs a 10 jours compte tenu de la concentration faible de
I’anesthésique local (10mg/ml) [21]. De plus, lors de la phase de titration, il est nécessaire
d’anticiper ce phénomene pour Dl'incrémentation des doses afin de prévenir les effets

secondaires.

2. La conformité des préparations.

L’étude des concentrations des médicaments dans les préparations initiales a permis de
mettre en ¢vidence que celles-ci, telles qu’elles sont réalisées par la PUI de I'ICO,
correspondaient aux dosages prescrits avec une précision de +/- 10 % et un écart type de 0,02
pour les concentrations supérieures ou égales a 0,25ug/ml. Par contre, pour les concentrations
plus faibles, les variations sont plus importantes et elles ne peuvent étre recommandées. Cette
¢tude est une étude préalable et nécessitera d’étre validée par un suivi prospectif des

concentrations des préparations.

3. Conservation des préparations

D’autre part, la stabilité¢ du ziconotide en mélange dans les seringues de préparation
pharmaceutique a 5 °C permet de valider la conservation et éventuellement le transport des
seringues de mélanges antalgiques intrathécaux a 5°C sans risque de dégradation. Cette
stabilité est essentielle, en cancérologie, dans la mesure ou les patients sont parfois
difficilement transportables pour les remplissages en fin de vie. De plus certains hopitaux ne
disposent pas des structures nécessaires pour mettre en ceuvre des préparations intrathécales
conformes. Une des solutions a ce probleme, est la préparation des mélanges par une pharmacie
disposant des capacités de préparation sous conditions stériles et de controle de conformité,
puis le transport des préparations afin d’assurer le remplissage de la pompe dans un hopital de

proximité, voir méme a domicile.
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C. Limites de 1’étude

I. Données partielles

Les données recueillies lors de notre étude sont des données in vitro et nécessiteront
d’étre validées par une étude in vivo avec des concentrations de ziconotide différentes et des
durées entre les remplissages variables, afin de mieux connaitre I’évolution des concentrations
de ziconotide en fonction de la concentration des autres composants et de la durée de
I’exposition de la pompe au ziconotide. D’autre part, la stabilit¢ moindre du ziconotide seul
comparée a celle du ziconotide en mélange nécessite d’étre validée sur des pompes naives avec

plusieurs dosages équivalents de ziconotide.

2. Absence de contrdle des seringues a 37°.

Lors de notre étude nous n‘avons pas réalisé 1’étude de la stabilité du ziconotide en
mélange dans les seringues a 37°C. Cette étude aurait permis d’affirmer ou d’infirmer le rdle de
la température dans la dégradation du ziconotide. En effet, nous pouvons juste affirmer que le
ziconotide reste stable dans les seringues a 5°C. D’autre part, un autre mécanisme de
dégradation décrit est la déamination de la cystéine provoquée par I’oxyde de titanium produit a
la surface interne des pompes réservoir. Ces données auraient permis d’établir le role

intrinséque des pompes dans la dégradation du ziconotide.

3. Analyse du pH.

Les solutions de ziconotide sont trés sensibles aux variations de pH et nécessitent un
pH autour de 5 [32] . Nous n’avons pas réalisé les dosages du pH des échantillons dosés. Nous
ne pouvons donc exclure ce mode de dégradation des préparations que nous avons analysées.
De plus une alerte récente de Medtronic met en garde les praticiens sur le risque de dommage

des pompes avec des mélanges d’antalgiques de pH<3 [33].

36



V. Conclusion

Toutes ces données permettent de conclure que le ziconotide se dégrade seul et en
mélange. Nos résultats sur la stabilité in vitro du ziconotide en mélange corroborent ceux de la
littérature actuelle. Mais nous avons mis en évidence une stabilité moins importante du
ziconotide seul plutdt qu’en mélange Il sera nécessaire de réaliser une étude in vitro afin de

confirmer ces données.

Le ziconotide a un faible index thérapeutique avec une stabilité¢ d’autant plus faible que
sa dilution est importante ce qui correspond a la pratique clinique. Par contre, 1’association avec
d’autres analgésiques au sein des pompes intrathécales ne semble pas diminuer
significativement sa stabilité par rapport aux concentrations déja évaluées. La stabilit¢ du
ziconotide apparait méme moins importante que lorsqu’il est seul en solution. Le ziconotide en
association est stable a 5°C dans des seringues ce qui permet sa conservation et son transport

dans ces conditions de température.

La diminution des concentrations de ziconotide au cours du temps implique de prendre
en compte ces données pour évaluer 1’efficacité clinique du ziconotide et des remplissages

fréquents.

Les dosages des concentrations de médicaments dans les mélanges intrathécaux sont a
ce jour uniquement réalisés dans le cadre d’études, en raison de la complexité du processus et
du colit du matériel. Grace aux progres techniques, il est possible d’effectuer aujourd’hui ces
dosages en quelques minutes de facon prospective. Ainsi, on pourra mieux connaitre,
I’ensemble des données manquantes a ce jour. La stabilit¢ du produit a 5°C permettra
d’envisager une production de ces mélanges par des pharmacies spécialisées avec un controle

systématique de la qualité des productions.

37



Bibliographie

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Smith, T.J., et al., Randomized clinical trial of an implantable drug delivery system
compared with comprehensive medical management for refractory cancer pain: impact
on pain, drug-related toxicity, and survival. J Clin Oncol, 2002. 20(19): p. 4040-9.

Deer, T., et al., Polyanalgesic consensus conference 2007: recommendations for the
management of pain by intrathecal (intraspinal) drug delivery: report of an
interdisciplinary expert panel. Neuromodulation, 2007. 10(4): p. 300-28.

Deer, T.R., Polyanalgesic consensus conference 2012. Neuromodulation, 2012. 15(5): p.
418-9.

Deer, T.R., et al., Polyanalgesic Consensus Conference-2012: Recommendations to
Reduce Morbidity and Mortality in Intrathecal Drug Delivery in the Treatment of
Chronic Pain. Neuromodulation, 2012. 15(5): p. 467-482.

Deer, T.R., et al., Polyanalgesic Consensus Conference-2012: Consensus on Diagnosis,
Detection, and Treatment of Catheter-Tip Granulomas (Inflammatory Masses).
Neuromodulation, 2012. 15(5): p. 483-496.

Deer, T.R., et al., Comprehensive consensus based guidelines on intrathecal drug
delivery systems in the treatment of pain caused by cancer pain. Pain Physician, 2011.
14(3): p. E283-312.

Williams, J.A., M. Day, and J.E. Heavner, Ziconotide: an update and review. Expert Opin
Pharmacother, 2008. 9(9): p. 1575-83.

Wallace, M.S., Ziconotide: a new nonopioid intrathecal analgesic for the treatment of
chronic pain. Expert Rev Neurother, 2006. 6(10): p. 1423-8.

Schmidtko, A., et al., Ziconotide for treatment of severe chronic pain. Lancet, 2010.
375(9725): p. 1569-77.

Chaplan, S.R., J.W. Pogrel, and T.L. Yaksh, Role of voltage-dependent calcium channel
subtypes in experimental tactile allodynia. J Pharmacol Exp Ther, 1994. 269(3): p. 1117-
23.

Malmberg, A.B. and T.L. Yaksh, Voltage-sensitive calcium channels in spinal nociceptive
processing: blockade of N- and P-type channels inhibits formalin-induced nociception. )
Neurosci, 1994. 14(8): p. 4882-90.

Staats, P.S., et al., Intrathecal ziconotide in the treatment of refractory pain in patients
with cancer or AIDS: a randomized controlled trial. JAMA, 2004. 291(1): p. 63-70.
Rauck, R.L,, et al., A randomized, double-blind, placebo-controlled study of intrathecal
ziconotide in adults with severe chronic pain. J Pain Symptom Manage, 2006. 31(5): p.
393-406.

administration, F.a.d., ziconotide intrathecal infusion approval letter. 2004.

Agency, E.m., Ziconotide approval. emea european 2005.

Alicino, |., et al., Intrathecal combination of ziconotide and morphine for refractory
cancer pain: a rapidly acting and effective choice. Pain, 2012. 153(1): p. 245-9.
Wallace, M.S., R.L. Rauck, and T. Deer, Ziconotide combination intrathecal therapy:
rationale and evidence. Clin J Pain, 2010. 26(7): p. 635-44.

Hassenbusch, S.J., et al., Polyanalgesic Consensus Conference 2003: an update on the
management of pain by intraspinal drug delivery-- report of an expert panel. J Pain
Symptom Manage, 2004. 27(6): p. 540-63.

38



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Portenoy, R.K. and S.J. Hassenbusch, PolyAnalgesic consensus conference 2000. J Pain
Symptom Manage, 2000. 20(2): p. S3.

Dupoiron D, L.-k.D., Brenet O, de Bourmont S, Grelon F, Dixmeria F , Buisset N, Monnin
D, Douleur chronique cancéreuse et analgésie intrathécale : expérience de trois centres
de lutte contre le cancer. Douleurs, 2011. 12(3): p. 140-146.

Dupoiron, D., et al., Ziconotide adverse events in patients with cancer pain: a
multicenter observational study of a slow titration, multidrug protocol. Pain Physician,
2012. 15(5): p. 395-403.

Shields, D.E., et al., Statistical evaluation of the chemical stability of ziconotide
solutions during simulated intrathecal administration. J Pain Symptom Manage, 2008.
36(1): p. e4-6.

Shields, D., R. Montenegro, and M. Ragusa, Chemical Stability of Admixtures Combining
Ziconotide with Morphine or Hydromorphone During Simulated Intrathecal
Administration. Neuromodulation, 2005. 8(4): p. 257-63.

Shields, D. and R. Montenegro, Chemical stability of ziconotide-clonidine hydrochloride
admixtures with and without morphine sulfate during simulated intrathecal
administration. Neuromodulation, 2007. 10 Suppl 1: p. 6-11.

Shields, D., R. Montenegro, and J. Aclan, Chemical stability of an admixture combining
ziconotide and bupivacaine during simulated intrathecal administration.
Neuromodulation, 2007. 10 Suppl 1: p. 1-5.

Raffaeli, W., et al., Italian registry on long-term intrathecal ziconotide treatment. Pain
Physician, 2011. 14(1): p. 15-24.

Bernards, C.M., et al., Epidural, cerebrospinal fluid, and plasma pharmacokinetics of
epidural opioids (part 2): effect of epinephrine. Anesthesiology, 2003. 99(2): p. 466-75.
Miele, V.J., et al., A review of intrathecal morphine therapy related granulomas. Eur J
Pain, 2006. 10(3): p. 251-61.

Ackerman, L.L., K.A. Follett, and R.W. Rosenquist, Long-term outcomes during
treatment of chronic pain with intrathecal clonidine or clonidine/opioid combinations. )
Pain Symptom Manage, 2003. 26(1): p. 668-77.

Hassenbusch, S.J., et al., Intrathecal clonidine in the treatment of intractable pain: a
phase I/Il study. Pain Med, 2002. 3(2): p. 85-91.

Deer, T.R., et al., Clinical experience with intrathecal bupivacaine in combination with
opioid for the treatment of chronic pain related to failed back surgery syndrome and
metastatic cancer pain of the spine. Spine J, 2002. 2(4): p. 274-8.

Webster L. R, F.K.L., ziconotide for chronic severe pain. Practical PAIN MANAGEMENT,,
2005.

medtronic, Increased Risk of Motor Stall and Loss of or Change in Therapy with
Unapproved Drug Formulations.
http://professional.medtronic.com/wcm/groups/mdtcom_sg/@mdt/@neuro/docume
nts/documents/risk-motor-stall.pdf 2012.

39



Liste des figures

Figure 1.
120
100
80 —4&—ziconotide
0,1pg/ml
60 =il ziconotide
0,25ug/ml
40 ==#=7ziconotide
0,5pg/ml
=>&=7ziconotide
20 0,75ug/ml
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Figure 1. Stabilité du ziconotide (0,1; 0,25; 0,5; 0,75 pug/ml) en mélange avec des dosages fixes de morphine (7,5mg/ml), clonidine
(15mcg/ml), ropivacaine (7,5 mg/ml) in vitro, pompes naives a 37°C. Concentration de ziconotide exprimée en pourcentage de la
concentration initiale de ziconotide a J0. Données exprimées en pourcentage de la concentration initiale.
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Figure 2. Stabilité de la morphine 7500 ug/ml en mélange avec Figure 3. Stabilité de la ropivacaine 7500 pg/ml en mélange avec
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naives a 37°C in vitro. Concentration de morphine exprimée en 37°C in vitro. Concentration de morphine exprimée en pourcentage de la
pourcentage de la concentration initiale en morphine a JO. concentration initiale en ropivacaine a J0.
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Figure 5.

Figure 5. Stabilité du ziconotide seul dans des
pompes Medtronic non naives sous
incubateurs a 37°C pour des concentrations
de 0,25; 0,5 et 1 pg/ml. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de ziconotide dosé
par rapport a la concentration initiale.
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Figure 10.

ziconotide seul : comparaison des

Figure 10. Comparaison des concentrations
de ziconotide seul de I'étude aux données de
la littérature Shields etal [22].

Figure 11. Comparaison ziconotide a la
concentration de 0.25pg/ml seul et en mélange
(morphine 7,5mg /ml, ropivacaine 7,5mg /ml et
clonidine 15 pg/ml) dans des pompes a 37°C.
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/ml, ropivacaine 7,5mg /ml /ml et clonidine 15
pg/ml) dans des pompes a 37°C.
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