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Contexte

Aujourd’hui dans le monde, il y a 2,6 Milliards de myopes, et ce chiffre pourrait
atteindre 4,8 Milliards a I’horizon 2050. La myopie constitue donc un probléme majeur de santé
publique, en tant que pathologie oculaire la plus répandue. Malgré de nombreux progreés depuis
la moiti¢ du XXe siecle, les traitements actuels, qu’ils soient physiques ou pharmacologiques
ne donnent pas entiére satisfaction, en cela que la myopie est un phénoméne aujourd’hui
irréversible. En effet, ils ne permettent pas de supprimer la myopie une fois que celle-ci s’est
déclaree, ils ne permettent que de la corriger de facon plus ou moins invasive, ou de ralentir sa
progression.

Parmi les traitements disponibles, une molécule se détache : I’atropine, qui présente une
efficacité¢ et un profil d’effets indésirables trés favorable. En effet, nous verrons que de
nombreuses études ont montré que 1’atropine en faible dosage, instillée chez de jeunes patients,
ralentissait considérablement la progression de la myopie. L atropine est une molécule connue
de longue date, utilisée pour ses propriétés anticholinergiques en tant qu’antagoniste des
récepteurs muscariniques. Elle était par exemple déja utilisée comme antidote pour soigner les
intoxications aux organophosphorés, qu’ils soient sous forme de gaz neurotoxiques tels que le
gaz sarin, ou le VX, ou sous forme plus conventionnel dans certains pesticides comme le
glyphosate.

Au Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Saint-Etienne, une concertation entre la
pharmacie a usage intérieur (PUI) et le service d’ophtalmologie a permis la mise en place d’un
circuit de consultation et de production et dispensation d’atropine en collyre dosés a 0,1mg/ml.
Le nombre de patients suivis dans le bassin de population du CHU est en constante
augmentation, ayant été multiplié par quatre entre 2017 et 2022.

Les collyres d’atropine en faible dosage n’existant pas sous forme de spécialité
pharmaceutique industrielle, il est nécessaire de les fabriquer sous le statut de préparation
pharmaceutique. Le circuit repose donc sur la fabrication des collyres au sein de la PUI, sous
la responsabilité du pharmacien, selon des normes et des référentiels, sur les locaux, le
personnel, les équipements, ou les matiéres premieres qui seront présentés.

Afin de garantir une sécurité optimale pour le patient, les préparations pharmaceutiques
sont contrdlées avant d’étre libérées puis dispensées. Parmi les contrdles réalisés, nous nous
concentrerons sur le contrdle de teneur. En effet, le nombre croissant de patients myopes pris

en charge dans notre établissement a nécessité une montée en puissance de la production de
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collyre, impliquant de sécuriser encore d’avantage le processus. C’est dans ce cadre qu’a eu
lieu le développement et la validation analytique d’une méthode de dosage de I’atropine
contenue dans nos collyres. Actuellement au CHU de Saint-Etienne ce dosage est effectué au
Laboratoire de Toxicologie par Chromatographie Liquide Haute Performance couplée a la
spectrométrie de masse. Etant équipés d’une électrophorése capillaire nous avons souhaité
effectuer ces dosages au sein de la PUI pour étre plus autonomes. Le caractére innovant de cette
méthode de dosage réside dans I’utilisation d’une méthode différente de la méthode de
référence par chromatographie liquide haute performance, puisqu’elle repose sur une technique
de séparation par électrophorese capillaire, couplée a une détection UV-visible par un détecteur
a barrettes de diodes.

L’objectif de cette thése est de présenter le développement et la validation d’une
méthode de dosage de I’atropine en collyre a 0,01% par électrophorése capillaire.

Nous évoquerons le contexte de la fabrication de cette préparation pharmaceutique, qu’il
soit réglementaire ou local. Nous verrons aussi les principes physiques et techniques sur
lesquels se repose la méthode de dosage développée. Nous discuterons ensuite des difficultés
rencontrées lors de la mise en place de cette méthode de quantification, de ses avantages et de
ses limites. Enfin nous présenterons des perspectives de développements futurs offertes par ce

travail.
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Introduction

1. Lamyopie

1.1. Physiopathologie de la myopie

La Société francaise d’ophtalmologie définit la myopie comme « I'amétropie sphérique dans
laquelle, en vision de loin, le foyer image est situé en avant de la rétine. 1l s'ensuit une baisse
d'acuité visuelle de loin, mais une préservation de la vision de pres. ».

D’un point de vue physiologique, les rayons de lumicre se propagent de facon paralléle
avant d’arriver a I’ceil et d’étre déviés par le complexe cornée-cristallin. Les rayons ainsi déviés
doivent arriver en un point sur la rétine, qui transfert les informations regues au cerveau sous la
forme d’un signal électrique via le nerf optique. C’est ce qui se produit pour un ceil sain.

Pour un ceil myope, la courbure du complexe cornée-cristallin est trop marqueée, et les

rayons de lumicre se croisent en amont de la rétine. Les faisceaux de lumiére n’arrivent donc

plus en un point, ce qui se traduit par une vision de loin floue (Figure 1).

MY Z 059

Figure 1. Illustration de la vision d’un myope avec et sans correction. (1)

Le point le plus éloigné offrant une vision nette, le punctum remotum, est alors

rapproché de 1’ceil par rapport a un ceil emmétrope (Figure 2).
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Figure 2. Schéma de la physiopathologie de la myopie. D’aprés Tkatchenko TV et al, 2019 (2)

La myopie est diagnostiquée apres un simple examen clinique. Les ophtalmologistes se
sont longtemps appuyés sur le tableau de Snellen, qui évalue 1’acuité visuelle du patient
exprimée en dixiéme, obtenue en faisant lire au patient des lettres de plus en plus petites. Ce
type de tableau est retrouvé en arriere-plan sur la figure 1. Aujourd’hui le diagnostic se déroule
grace a un réfracteur automatique qui mesure automatiquement la réfraction (exprimeée en
dioptries).

La myopie peut relever de différents stades en fonction de I’atteinte de I’ceil du patient.
Il n’existe pas de classification officielle des degrés de myopie mais on retrouve souvent la
notion de myopie faible quand la réfraction est comprise entre -1 et -3 dioptries, myopie
moyenne entre -3 et -6 dioptries, et myopie forte lorsque la réfraction est supérieure a -6

dioptries.

1.2. Epidémiologie de la myopie

Parmi les troubles réfractifs, la myopie est le plus fréquent dans le monde et en Europe avec
plus de 30% d’européens myopes en 2015 (3). Plus largement, dans son rapport de 2020,
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estimait a 2,6 Milliards le nombre de personnes
myopes dans le monde (4). La myopie constitue donc une vraie préoccupation de santé publique
pour plusieurs raisons.

En premier lieu, la qualité de vie des personnes atteintes de myopie est affectée. En effet
des études menées chez des adolescents ont montré que les scores de qualité de vie étaient
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systématiquement diminués dans les groupes atteints de myopie (5). Dans ces études, la myopie
affectait non seulement le niveau scolaire mais aussi le fonctionnement psychosocial, le niveau
d’anxiété, et I’estime de soi (5,6). Chez 1’adulte, on trouve également cet aspect de diminution
de la qualité de vie, avec un handicap ou une incapacité a réaliser des activités de la vie courante
(7). Enfin, bien que la littérature nous montre que chez les adultes la qualité de vie retrouve un
niveau équivalent aux groupes controles quand la myopie est corrigée, chez les enfants et
adolescents la pression sociale et la stigmatisation des porteurs de lunettes diminue fortement
cet aspect positif, pour renforcer un peu plus le rejet et le dénigrement de soi (8,9).

L’impact individuel est donc important, mais il est accompagné également d’un coft
élevé pour la société. 1l y a naturellement le cot des soins ophtalmologiques et des corrections
optiques. Il y a également un colt en termes de perte de productivité, du fait des impacts
individuels évoqués précédemment. Une myopie non corrigée est potentiellement suffisamment
handicapante pour impacter le travail, ou ’empécher totalement. Ainsi, une étude menée en
2015 a montré une perte potentielle de 244 Milliards de dollars due a la myopie (10). Une
estimation similaire a été retrouvée dans une autre étude publiée dans le bulletin de I’OMS, qui
estimait en 2009 a 268 Milliards de dollars par an les pertes de productivité liées aux troubles
réfractifs.

Au-dela des impacts individuels et collectifs, c’est également la progression de la
myopie dans la population mondiale qui en fait un probléme majeur de santé publique. L’étude
sur laquelle se fonde I’OMS pour son estimation de la prévalence de la myopie en 2020 rapporte
aussi, qu’en 2050, le nombre de myope augmenterait a 4,76 Milliards, tandis qu’il y en avait
seulement 1,95 Milliards en 2010 (11). Les études menées sur les enfants et adolescents vont
¢galement dans le sens d’une augmentation de la prévalence de la myopie (12).

De nombreux facteurs de risque de développement de la myopie ont été identifiés. Le
plus récent est I'utilisation quotidienne des écrans. En effet, les activités qui stimulent
uniquement la vision de prés ont été corrélées avec un risque accru de développer une myopie
(13). Cependant, il faut bien reconnaitre que la myopie précéde largement 1’invention des
smartphones, et d’autres facteurs entrent donc en jeu, comme 1’dge, les prédispositions
génétiques, 1’activité physique ou le niveau d’éducation (14-16). En effet plus I’age est élevé,
plus la prévalence de la myopie est élevée. La prévalence de la myopie chez les enfants sans
parent myope était de 7%, tandis qu’elle était de 43,6% chez les enfants ayant deux parents
myopes, mettant en évidence un facteur de risque génétique (17). La myopie était d’autant plus
importante que le niveau d’éducation était élevé, ou que le niveau d’activité physique était

faible.
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2. Traitements de la myopie

2.1. Moyens thérapeutiques physiques

2.1.1. Préventifs

Devant les conséquences d’une myopie non corrigée, que ce soit a titre individuel ou
collectif, la prise en charge de cette affection oculaire apparait comme primordiale. 1l est alors
possible d’agir de deux manieres, de facon préventive et curative.

Il existe plusieurs types de préventions, primaire, secondaire et tertiaire. La prévention
primaire consiste en la mise en place de moyens thérapeutiques afin d’éviter 1’apparition d’une
pathologie. La prévention secondaire repose sur les moyens mis en place afin de limiter
I’évolution d’une pathologie. Enfin la prévention tertiaire consiste en la mise en place de
moyens pour réduire les complications et le risque de rechute.

En ce qui concerne la prévention primaire de la myopie on retrouve dans la littérature
que I’augmentation du temps passé€ a I’extérieur serait un facteur protecteur de I’apparition et
de la progression de la myopie (14). Malheureusement, la force de ce facteur n’est pas encore
completement établie, de méme que le nombre d’heures nécessaires passées a 1’extérieur pour
bénéficier de cette protection.

Devant le peu de solutions disponibles, il parait nécessaire de se tourner vers des moyens
thérapeutiques physiques relevant plutdt de la prévention secondaire. L’un des moyens les plus
courant est le port de lunettes ou de lentilles correctrices. Les verres correcteurs exercent une
déviation de la lumiere en amont de I’ceil, permettant aux rayons lumineux de se rejoindre a
nouveau en un seul point sur la rétine. Le port de lunettes est également associé a un
ralentissement de la progression de la myopie (18). Bien que cette réduction soit statistiquement
significative, elle ne se traduit pas par une réelle amélioration clinique. Le port de lentilles de
contact n’a pas non plus montré d’efficacité dans le ralentissement de la progression de la
myopie.

Le port de lentilles multifocales montre des résultats encourageants dans le
ralentissement de la progression de la myopie chez 1’enfant, avec une réduction de 1’ordre de
50% en comparaison au port de lentilles correctrices simples (19).

Des lunettes avec des verres innovants sont également disponibles et prometteuses, il

s’agit de verres composés de microlentilles asphériques (Figure 3). Le centre du verre permet

17



la déviation de la lumiére et la correction de la myopie, tandis que la périphérie, composee de
ces microlentilles asphériques, ralentiraient la progression de la myopie. Les études menées
tendent a confirmer les résultats encourageants obtenus avec cette technique (20,21). En

revanche, leur disponibilité et leur colt sont encore des freins a leur généralisation.

LES RAYONS LUMINEUX QUI TRAVERSENT
LA CONSTELLATION DE MICROLENTILLES
CREENT UN VOLUME DE SIGNAL LUMINEUX J
DEVANT LA RETINE, CE QUI RALENTIT VOLUME
LA PROGRESSION DE LA MYOPIE DE SIGNAL

Figure 3. Schéma de fonctionnement des verres a microlentilles asphériques, technologie
HALT de Essilor™. (22)

L’orthokératologie consiste a porter pendant la nuit des lentilles qui modifient la surface
de I’ceil. Les résultats obtenus dans plusieurs études montrent une amélioration d’environ 40%
dans le groupe des enfants portant ces lentilles d’orthokératologie en comparaison d’enfants
portant de simples lentilles (23,24). Cependant cette technique n’est efficace que sur des
patients présentant une myopie faible, et ne persiste pas a ’arrét du port nocturne de ces
lentilles. De plus, ces deux derniéres techniques comportent les mémes limites que le port de

lentilles classiques : un risque infectieux, une utilisation contraignante et un effet réversible.
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2.1.2. Curatifs

Parmi les traitements physiques de la myopie, il reste en traitement curatif la chirurgie
réfractive. Cette chirurgie est disponible uniquement pour les adultes présentant une myopie
faible a modéreée, et stabilisée. La chirurgie réfractive repose sur plusieurs techniques, comme
la technique « LASIK » qui permet la découpe fine et précise de 1’épithélium cornéen, puis la
technique « Excimer » qui permet le remodelage de la surface cornéenne. Ces techniques sont
purement curatives, et n’ont pas pour objectif le ralentissement de la progression de la myopie.
Elles sont de plus exclusivement réservées a 1’adulte, et ne peuvent étre envisagées en

population pédiatrique chez laquelle la myopie évolue.

2.2. Moyens thérapeutiques pharmacologiques

En complément des traitements physiques, les traitements pharmacologiques, dit
« freinateurs » visent a ralentir la progression de la myopie. Il s’agit donc uniquement de
traitements préventifs.

L’ensemble des molécules utilisées possédent un mécanisme commun en tant
qu’antagonistes des récepteurs muscariniques de D’acétylcholine. Ce mécanisme n’est
néanmoins pas totalement élucidé a ’heure actuelle.

Le tropicamide est une molécule anticholinergique en bloguant les récepteurs
muscariniques de 1’acétylcholine. Son efficacité sur la progression de la myopie chez I’enfant
a été testée dans plusieurs études, sous la forme d’un collyre a une concentration de 0 ,4%.
Cependant les résultats obtenus sont tres variables, allant de I’absence d’effet face a un placebo,
a un effet intéressant face a d’autres molécules, ce qui nécessite donc d’autres études cliniques
(25,26).

La pirenzépine, un antimuscarinique specifique, est également souvent retrouve dans le
ralentissement de la progression de la myopie. Le schéma suivi dans les études cliniques utilisait
des gels ophtalmiques de pirenzépine a 0,5%, 1% et 2%. Les résultats obtenus sont
encourageants, mais limités du fait de son absence sur le marcheé francais (27). De plus malgré
sa spécificité, des effets indesirables propres aux antagonistes muscariniques sont retrouves tels
que des troubles de I’accommodation et une sécheresse oculaire.

L’atropine est un antagoniste muscarinique non spécifique, utilisé depuis le 19° siecle
dans le traitement de la myopie. Il existe deux théories pour expliquer son effet freinateur sur
la progression de la myopie (28) :
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(1) I'atropine fonctionne a une dose relativement faible par le biais d'une cascade
neurochimique, qui commence au niveau des récepteurs My dans la rétine (peut-étre
dans les cellules amacrines)

(2) I'atropine a un effet direct sur les fibroblastes scléraux en inhibant la synthese
des glycosaminoglycanes par un mécanisme non muscarinique.

L’efficacité et la sécurité de 1’atropine ont été évaluées dans trois grandes études cliniques :
ATOM 1&2 et LAMP.

L’¢tude ATOM 1 (Atropine for the Treatment of Childhood Myopia) avait pour
objectifs d’évaluer I’efficacité et la sécurité de 1’utilisation de collyre d’atropine a 1% dans le
traitement de la myopie chez I’enfant a raison d’une goutte instillée dans 1’ceil le soir, pendant
deux ans. Elle s’est déroulée aupres de 400 enfants répartis en deux groupes, I’un recevant le
traitement par atropine et le deuxiéme recevant un placebo. Dans chaque groupe, placébo ou
atropine, un seul ceil était traité. La progression de la myopie était significativement ralentie
pour D’ceil traité par atropine comparé a 1’autre ceil non traité, ou aux yeux traités ou non du

groupe placebo. (29)(Figure 4)

Baseline 1 Year 2 Years
-2.5 - : . \ . , —¢— Atropine
Treated
L —e— Atropine
e ~ Untreated
~
~ Eye
(D) -4.0 S
N - —a— Placebo
-4.5 T Mg | Treated
B - Eye
-5.0 T
- =4~ Placebo
Untreated
-5.5 Eye
Time

Figure 4. Graphique montrant 1’évolution moyenne de la sphéricité de 1’ceil. D=dioptrie.

D’aprés Chua WH et al. 2006. (29)

L’étude ATOM 2 s’est concentrée sur détermination de la dose minimale efficace pour
ralentir la myopie chez I’enfant. ATOM 2, faisant suite a ATOM 1, a démontré que 1’utilisation
d’un collyre a 0,01%, 0,1% et 0,5% d’atropine a raison d’une goutte par jour le soir chez des

enfants de 6 a 12 ans diminue de 77% la progression de la myopie. Ces résultats ont permis de
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conclure a I’efficacité et a la sécurité de 1’utilisation de 1’atropine dans le ralentissement de
I’évolution de la myopie chez I’enfant (30). Cette étude revele également que les effets
indésirables étaient plus fréquents avec des dosages plus importants (kératites, conjonctivites,
troubles de I’accommodation, et diminution de I’acuité visuelle de prés notamment). La dose
optimale au regard des résultats a été fixée a 0,01%, permettant le meilleur effet dans le temps,
grace notamment a la réduction de I’effet rebond, et réduisant significativement la fréquence

des effets indésirables (Figure 5).

Cessation of

i Greal_er rebound with the higher
- atropine concentrations

.2 68% (A 0.5%), 59% (A 0.1%) and 24% (A 0.01%)
&5 ' progressed > 0.5D in washout and were restarted
= -4 onA0.01%
5 .6
E 8- Change in SE
% (-14D) less in A

-1 o
E 0.01% at 5 year
g-mz s - SO
-1.4 : |
Myopia slowed by 80% (A10%), ||  ‘=g="megr=========
1.6 75% (A0.5%), 70% (A0.1%) & |
L 60% (A0.01%) at 2 year 1| Same -14D increase in
1| placebo group at 2.5 year
-2 < | I
T T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
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[—a.—Placebo(ATom)—o—Aom% —@—A01% —@—A 0.5% —dh— A 1.0%(ATOM1)|

Figure 5. Résumé des résultats des études ATOM 1 & 2. D’aprés Chia A et al. 2012. (31)

L’effet rebond, qui consiste a la reprise accélérée de la myopie a ’arrét du traitement,
était également considérablement réduit avec de faibles doses d’atropine. L’existence de cet
effet rebond rend 1’efficacité globale de 1’atropine 0.01% supérieure a I’efficacité obtenue avec
de plus forts dosages. En effet, un an aprés I’arrét du traitement, 68% du groupe ayant recu
I’atropine 0,5% avait vu sa myopie augmenter de plus de 0,5 dioptrie. Ce chiffre n’était que de
59% pour le groupe 0,1% et de seulement 24% pour le groupe traité par I’atropine 0,01%
(Figure 5).

L’étude LAMP (Low-dose Atropine in Myopia Progression), a évalué 1’efficacité de
trois dosages de collyres d’atropine (0,01 ; 0,25 et 0,5%) dans la progression de la myopie chez

I’enfant comparé a un placebo. Les résultats révelent une efficacité significative pour les trois
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dosages, et une relation effet-dose, avec une efficacité plus importante pour les dosages plus

élevés (32). Ces résultats viennent donc corroborer ceux obtenus dans les études ATOM.

2.3. Comparaison d’efficacité des traitements

Plusieurs études ont comparé I’efficacité d’un ou plusieurs traitements sur le développement
de la myopie chez I’enfant. Parmi ces études, deux méta-analyses démontrent une efficacité
supérieure de I’atropine en collyre comparativement aux autres traitements.

En 2016, Huang et al. a effectué une méta-analyse se basant sur 30 études, et comprenant
5422 yeux. Cette étude internationale comparait 16 traitement dans la prise en charge de la
myopie chez I’enfant. Parmi les traitements comparés figuraient 1’atropine a faible, moyenne et
forte dose, la pirenzépine, 1’orthokératologie, les lunettes classiques, ou encore 1’activité en
extérieur. Cette méta-analyse a conclu sans équivoque a une efficacité supérieure de 1’atropine

en collyres (18). (Tableau 1)

Tableau I. Efficacité relative des différents traitements utilisé dans le contréle de la progression

de la myopie comparé au groupe placebo/sans intervention. D’aprés Huang et al. 2016. (18)

Ineffective Weak Moderate Strong
R: <0 Dfyr R: 0 to 0.25 Dfyr R: 0.25 to 0.50 Dfyr R: 20.50 Djyr
AL: 20 mm/yr AL: 0 to —0.09 mm/yr AL: —0.09 to —0.18 mmjyr AL: € —0.18 mm/yr
Arr H R: 0.68 (0.52—0.584)
AL: —0.21 {—0.28 to —0.16)
Ao M R: 0.53 (0.28-0.77)
AL: —0.21 (=032 ro —0.12)

Arr L AL: =0.15 (=0.25 to —0.05) R: 0.53 (0.21-0.85)
Pir AL: —0.09 (—0.17 o —0.01) R: 0.19 (0.05—0.52)
PDMCLs R: 0.21 (-0.07 1o 0.48) AL: =0.11 {(—0.20 to —0.03)
OK AL: =0.15 (=022 to —0.08)
PBSLs AL: —0.08 (—0.16 to 0.00) R: 0.25 (—0.03 to 0.54)
Cye R: 0.33 (—0.02 to 0.67)
PASLs R: 0.14 (0.02—0.26

AL: —0.04 (=0.09 v —0.01)
BSLs R: 0.09 (-0.07 w0 0.25)

AL: —0.06 (—0.12 1o 0.00)
PDMSLs R: 0.12 (-0.24 10 0.47)

AL: —0.05 (—0.15 1o 0.05)
MOA R: 0.14 (-0.17 1o 0.46)
RGPCLs AL: 0.02 (—0.05 to 0.10) R: 0.04 (-0.21 1o 0.29)
Tim -—O" (=031 w0 0.27)
SCLs R: —0.09 (-0.29 to 0.10)

AL 0.01 (—0.06 to 0.07)
USVSLs R: —0.11 (—0.35 to 0.13)
AL 0.03 (—0.06 to 0.11)

AL = axial length change; Atr = atropine; At H = high-dose atropine (1% or 0.5%); A L = low-dose atropine (0.01%); At M = moderate-dose atropine
(0.1%); BSLs = hifocal spectacle lenses; Cye = cyclopentolare; D = diopter; MOA = more outdoor activities (14—15 hrsfwk); OK = orthokeratology;
PASLs = progressive addition spectacle lenses; PBO = placebo; PBSLs = prismatic bifocal spectacle lenses; PDMCLs = peripheral defocus modifying
contact lenses; PDMSLs = peripheral defocus modifying spectacle lenses; Pir = pirenzepine; R = refraction change; RGPCLs = rigid gas-permeable contact
lenses; SCLs = soft contact lenses; SVSLs = single vision spectacle lenses; Tim = timolol; USVSLs = undercorrected single vision spectacle lenses.
The underlined data indicate that there are statistically significant effects (P < 0.05). A 0.18-mm axial length change is estimated to produce a 0.50 D
change in refraction.
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En 2018, Tan et al. a comparé différentes études portant sur I’efficacité de plusieurs
traitements, comme les lunettes multifocales, bifocales, 1’orthokératologie, la pirenzépine, ou
I’atropine a haute, moyenne ou faible dose (28). L’atropine a montré une supériorité d’action

dans chacun de ses dosages. (Figure 6)
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Figure 6. Comparaison de I’efficacité de différentes interventions dans le controle de la myopie.
D’apres de Tan et al. 2018. (28)

L’atropine apparait donc comme le traitement le plus sdr et le plus efficace dans le

ralentissement de I’évolution de la myopie chez I’enfant.
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3. L’atropine en collyre, une préparation pharmaceutique

3.1. Contexte réglementaire

Les collyres faiblement doses en atropine, et particulierement celui a 0,01%, semblent
étre ’'une des meilleures stratégies pour ralentir 1’installation de la myopie chez 1’enfant.
Des spécialitées commencent a étre disponibles sur le marché asiatique, notamment en
Malaisie (Myopine™). Cependant, en France, il n’existe pas de spécialité industrielle
d’atropine en collyre disponible sur le marché avec ce dosage.

En I’absence de spécialité¢ industrielle disponible et d’alternatives thérapeutiques, les
pharmacies sont autorisées par 1’article L-5121-1 du code de la santé publique, a réaliser
une préparation. Il existe deux types de préparations : les préparations magistrales, et les
préparations hospitaliéres. Toutes deux doivent étre conformes aux Bonnes Pratiques de
Préparation (BPP), dont la version actuelle date de 2022, émises par I’ANSM.

Les préparations magistrales sont préparées de facon extemporanée pour un patient
donné.

Quant aux préparations hospitaliéres, elles sont préparées par les pharmacies a usage
intérieur et sont dispensées sur prescription médicale a un ou plusieurs patients. Elles font
I’objet d’une déclaration aupres de I’ANSM. Cette production est donc une production par
lot, avec une limite actuelle fixée a 300 unités galéniques par lot. Au-dela, la fabrication est
considérée comme se rapprochant d’une production industrielle est doit étre soumise aux

Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF).
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En fonction du type de préparation choisi, les bonnes pratiques de préparations imposent
différent niveaux de contrdles. (Tableau 2)

Tableau Il. Comparaison des contréles exigés par les bonnes pratiques de préparation entre les
préparations magistrales et hospitaliéres. D’aprés les Bonnes pratiques de préparation 2022,
(33)

Contrdles d’une préparation liquide stérile Préparation | Préparation
magistrale | hospitaliére
Contrdle a réception
e MPUP (Matiére premiére & usage pharmaceutique) v v
e Article de conditionnement v v
Contrdles en cours de préparation
e Doubles contréles volumes v v
e Enregistrement des étapes de fabrication v v
Controles des préparations terminées
e Etiquetage v v
e Adéquation avec la prescription v v
e Aspect v v
e Teneur Y
e Stabilité Y
v
o Stérilité
Controle libératoire
e Dossier de lot v v
e Conditions de préparation v v
e Résultats des contrdles v d
e Respect du référentiel qualité Y v
Controle des locaux et équipements
e Qualification v v
e Microbiologie v
Evaluation du personnel v
Echantillothéque 4
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3.2. Contexte local

Au Centre Hospitalier Universitaire de Saint-Etienne (CHUSE), 19 patients étaient traités
par des collyres d’atropine 0,01% en 2017. En 2021, ce nombre passe a 78, ce qui représente
une augmentation de plus de 300%. De fait, le nombre de flacons produits a également
augmenté, passant de 569 en 2018 a 1513 en 2021. (Figure 7)
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Figure 7. Evolution du nombre de patients traités par des collyre d’atropine 0,01% suivis au
CHU de Saint-Etienne, et du nombre de flacons de collyres produits par la PUI entre 2018 et
2022.

La production était jusqu’a présent réalisée sous le statut de préparation magistrale, mais
compte tenu de 1’augmentation constante du nombre de patients, et dans une volonté de
sécurisation supplémentaire de la production, I’idée d’un passage a une production sous le statut
de préparation hospitaliere s’est progressivement imposée. De plus, la production sous forme
de préparation hospitaliére permet une planification de production, une meilleure organisation
du travail, et a terme, une meilleure efficience.

La formulation du collyre produit au CHUSE, repose sur deux matieres premiéres : des
ampoules d’atropine a 0.1% (1mg/ml), actuellement fournies par le laboratoire Aguettant
(Lyon, France), et du BSS™ (Balanced Salt Solution) du laboratoire Alcon (Puurs-sint-
Amands, Belgique).

Cette préparation est effectuée par des préparateurs en pharmacie hospitaliere (PPH),
préalablement formés et habilités. La fabrication a lieu dans une zone a atmosphere contrélée

(ZAC) de classe C, sous une hotte a flux laminaire classée A. L’équipement utilisé est qualifié
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chaque année par un organisme extérieur. Les controles microbiologiques d’air, d’eau et des

surfaces sont réalisés de fagon trimestrielle.

4. Electrophorése

L’¢électrophorése est une technique séparative qui permet des analyses qualitatives et
quantitatives. Elle repose sur la migration différentielle de particules chargées, en fonction de
leur taille, de leur charge et de leur forme, sous I’influence d’un champ électrique. Le nom
¢lectrophorése vient d’ailleurs d’ « électro- » préfixe d’origine grecque pour désigner
I’électricité, et « —phorese » du grec phoresis qui signifie « porter », littéralement « porter par
1’¢lectricité ».

C’est I'une des principales techniques séparatives utilisée en chimie et en biologie avec la

chromatographie.

4.1. Electrophorgse capillaire

L’¢lectrophorese capillaire repose sur les principes de 1’¢lectrophorése évoqués
précédemment. Elle utilise comme support de migration un capillaire généralement en silice
fondue équipé d’une fenétre de lecture. Les extrémités du capillaire trempent dans les solutions
de tampon, de méme que les électrodes reliées a une source de courant. Lorsqu’un courant
¢lectrique est appliqué aux extrémités d’un capillaire rempli de tampon, cela crée un flux de
tampon appelé flux d’électro-osmose. Ce flux dépend de la mobilité électroosmotique, qui
dépend elle-méme des caractéristiques du tampon et des charges de la paroi interne du
capillaire. La vitesse de migration d’un composé dans un capillaire est donc la somme de la
vitesse electrophorétique et de la vitesse électroosmotique. Ces mobilités peuvent étre
complémentaires ou agir en sens contraire. L’électrophorese capillaire, grace a ces nombreux
parametres permet d’obtenir une excellente efficacité avec un nombre de plateaux théoriques

allant jusqu’a 500 000 par métre linéaire. (34)
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Figure 8. Schéma de fonctionnement d’une électrophorése capillaire. D’aprés Kizilkaya, Funda.

2012. (35)

4.2. Parameétres influencant la séparation électrophorétique

Différents paramétres peuvent modifier la séparation des molécules, avec, en premier

lieu, les paramétres liés a la molécule elle-méme :

- La charge de la molécule : plus une molécule est chargée, plus elle migrera
rapidement. Cette charge est liée au pKa de la molécule qui est sa capacité a se
charger positivement ou négativement, en captant ou en cédant un proton.

- Lataille : les molécules de faibles poids moléculaire migrent plus rapidement que
les molécules plus imposantes

- La forme : des molécules a charge et taille identiques migrent difféeremment en

fonction de leur composition structurelle linéaire, bi- ou tridimensionnelle.

Le champ électrique influence également la séparation en électrophoreése : la mobilité
électrique est la vitesse de déplacement des particules en suspension : les particules sont
chargées et sont influencées par un champ électrique qui exerce une force électrostatique. Ainsi,
une particule de charge électrique Q, placée dans un champ électrique E, est soumise a une
force F qui I'entraine vers I'électrode de signe oppose :

F=Q.E
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Des forces de frottement, liées a la viscosité du milieu (qui dépend de la température)
ralentissent la migration de la particule. Ces forces sont d’autant plus importantes que la
particule est grosse et que la vitesse de migration est grande :
f=6m.n.r.v

Avec f la force de frottement, n le coefficient de viscosité, r le rayon de la particule, et v la
vitesse de migration.
Lorsque ces deux forces s'équilibrent, la particule se déplace alors a vitesse constante :

Q.E = 6m.n.r.vsoitv=Q.E/6m.n.r

Pour chaque particule on définit sa mobilité électrophorétique i :
v
W= £ soit p = Q/6m.n.r

Elle dépend des parametres suivants :
- Voltage : la vitesse de migration est proportionnelle au voltage.
- Ampérage : la vitesse de migration est proportionnelle a I’intensité du courant.
- Résistance : la vitesse de migration des molécules est inversement proportionnelle a
la résistance qui est dépendante de la longueur du support et de la concentration des

ions du tampon.

Parmi les facteurs ayant une influence sur la séparation des molécules par
électrophorese, on retrouve également les parameétres liés au tampon

- La nature et la concentration du tampon : elles déterminent la force ionique, le
courant électrique est transporté par les ions du tampon et de 1’échantillon. Plus un
tampon est concentré, plus le flux d’électroosmose est diminué, ainsi que la vitesse
des solutés.(Figure 9)

- Le pH du tampon : détermine le degré d’ionisation des molécules contenues dans
I’échantillon. En fonction du pH les molécules seront plus ou moins chargees en
fonction de leur pKa (Figure 9 et 10), influengant leur mobilite. Plus le pH est acide,

plus les molécules sont chargées positivement. (36)
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Figure 9. La mobilité électrophorétique en fonction du pH et de la concentration en
électrolyte. m NaCl 2mM, o NaCl 20mM, « NaNO3z500mM
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Figure 10. Mobilité de deux acides faibles en fonction du pH du tampon. (37)

L’ajout de solvants organiques : ils permettent d’accroitre la solubilité des solutés,

ou agir sur le degré d’ionisation des composants de 1’échantillon a analyser. (38).

Les solvants les plus utilisés en électrophorése sont le méthanol, 1’alcool

isopropylique, ou encore 1’acétonitrile.
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Le support, qui est en théorie inerte, mais qui, en pratique influence la séparation des

molécules, par des phénoménes d’adsorptions, ou d’électro-0Smose.

La pharmacopée européenne précise, en outre, les paramétres liés a I’instrument disponibles

pour optimiser une méthode séparative en électrophorese capillaire de zone (CZE) (39):

La tension : plus la tension est élevée, plus le temps de migration est réduit.
Cependant, I’application d’une tension trop élevée conduit a un effet-Joule, qui
correspond a I’apparition de gradient de température et d’un gradient de viscosité,
ce qui diminue la résolution. En pratique, il est recommandé d’appliquer la plus
haute tension disponible qui ne provoque pas ce phénomeéne.

La polarité des électrodes : deux modes de polarité sont possibles. Elle peut étre
normale (de 1’anode a la cathode, du plus vers le moins) ou en mode inversé (de la
cathode vers 1’anode). Ce dernier mode a pour conséquence d’inverser le flux
¢lectroosmotique, et donc I’ordre de sortie des molécules sur 1’électrophérogramme.
La temperature : elle agit principalement sur la viscosité et la conductivité électrique
du tampon. Une température élevée diminue la viscosité et augmente la conductivité.
Cependant un travail mené a une température trop élevée pourrait dénaturer
I’analyte, et perturber sa migration. (40)

Le capillaire : la longueur et le diamétre du capillaire jouent sur la résolution et sur
le temps d’analyse. Plus le capillaire est long, plus la résolution est importante, mais
plus la durée de 1’analyse sera élevée. La position et le type de fenétre de lecture

influence également ’efficacité et la sensibilité de I’analyse. (41)

4.3. Détecteur a barrette de diode

Ce détecteur repose sur le principe des spectrophotometres UV/Visible, donc sur la

détection de 1’absorbance lors du passage d’un produit. Cette variation d’intensité

lumineuse permet, via la loi de Beer-Lambert, de déterminer la concentration dans

I’échantillon du soluté détecté grace a la formule suivante :

A=¢g.l.C

Avec A I’absorbance, €, le coefficient d’extinction molaire a une longueur d’onde donnée,

| 1a longueur du trajet optique et C la concentration du soluté d’intérét.
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La spectrophotométrie est basée sur la propriété de la matiere d’absorber certaines
longueurs d’ondes du spectre UV-visible. Elle permet de réaliser des dosages du fait d’une
relation de proportionnalité entre 1’absorbance et la concentration. Cette méthode est basée
sur I’utilisation d’un spectrophotométre qui détermine I’absorption d’une solution pour une
longueur d’onde donnée ou pour une plage de longueurs d’ondes judicieusement choisie.

L’absorbance d’une molécule dépend donc de la longueur d’onde appliquée par la lampe
UV/Visible. Il est donc primordial de rechercher la longueur d’onde permettant une
absorption maximale, ou du moins optimale pour rechercher et quantifier un produit. Sur
un spectrophotométre classique, il faudrait tester chaque longueur d’onde, c’est ce que 1’on
appelle un balayage. L’avantage du détecteur DAD est de pouvoir faire ce balayage
automatiquement grace a I’émission dans la totalité du spectre UV/Visible (Figure 11 et
12).

Motorized
Grating
(a)
& b
Er_ltrance
Deuterium Slit
Lamp
(b) Photodiode

et

Deuterium
Lamp
Diode Array

Figure 11. Schéma comparant le fonctionnement d’un détecteur photodiode simple et un DAD.

Le DAD absorbe dans tout le spectre UV-Visible. D’aprés Wysocki J. et al. 2019. (42)
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Figure 12. Graphique 3D obtenu apres un balayage du spectre UV-Visible par un DAD. A :

Atropine ; B : Scopolamine ; C : EOF

4.4. Electrophérogramme

L’¢électrophérogramme est le tracé obtenu par une méthode d’électrophorese, a I’instar
du chromatogramme en chromatographie. Sur un électrophérogramme on retrouve le signal
recu et traité informatiquement par le détecteur, dans le cas de notre électrophorése capillaire
au CHU de Saint-Etienne, par le détecteur DAD. Le signal recu par le détecteur est le plus
souvent constitué d’un signal de base, horizontal et plat. Pour chaque molécule d’intérét, un pic
sera présent, dont la hauteur et I’aire sous la courbe dépendront de la concentration. Enfin, on
retrouve également une perturbation du signal de base qui est 1li¢ a I’EOF (ElectroOsmotic
Flow), c’est le signal du passage du flux électroosmotique. D’un point de vue physique, dans
un fonctionnement de 1’¢électrophoreése en mode cationique, de 1’anode vers la cathode, les
especes chargées positivement seront détectées avant I’EOF, les neutres sortiront en méme
temps que ’EOF, et les molécules chargées négativement seront détectées apreés ’EOF. (Figure

13)

33



r

&
20
W
= Molécules chargées i EOF | Molécules chargées
ﬁ positivement Molécules négativement
g _ ‘neutres |
g '- ! =
= I
g .

[l

Temps

Figure 13. Schéma d’un électrophérogramme pouvant étre obtenu par électrophorése capillaire

en code cationique.

Les molécules chargées positivement sont soumises aux flux électrophorétiques et
électroosmotique, qui vont dans le méme sens, ce qui accélére leur migration par rapport a la
seule vitesse du solvant. Pour les molécules négatives c’est I’inverse, elles sont ralenties par
rapport au flux de solvant du fait d’un flux électroosmotique allant en sens contraire du flux
électrophorétique. Les molécules neutres ou non chargées, ne subissent que le flux

électroosmotique et sont donc détectées au niveau de I’EOF (Figure 14).
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Figure 14. Représentation du comportement de molécules chargées dans un capillaire

d’¢électrophorése. D’apres Kizilkaya, Funda. 2012. (35)
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4.5. Avantages et inconvénients de I’électrophoreése

Parmi les méthodes separatives, la chromatographie liquide haute performance et
I’¢lectrophorese capillaire sont les plus répandues. L’HPLC étant la technique quantitative de
référence dans les monographies de la pharmacopée européenne, nous allons nous en servir
comme référence afin d’expliciter les avantages et les inconvénients de 1’électrophorése

capillaire. (Tableau 3)

Tableau I1l. Comparaison de 1’électrophorése capillaire et de la chromatographie liquide haute

performance.

Parametre CE HPLC
Référentiels Peu représentée Méthode de référence
Rapidité (exemple atropine) ~6 min ~10 min
Efficacité N > 50 000 plateaux | Limité par la longueur de

la colonne
Colt Faible Moyen
Précision Bonne Trés bonne
Polyvalence Limitée (molécules Importante
neutres)

Volume de tampon utilisé <5ml >10ml
Volume d’échantillon nécessaire <lpL 10-20pL
Encombrement Faible Moyen

La rapidit¢ de la CE s’explique par la méthode en elle-méme, la vitesse en
chromatographie liquide impacte immédiatement la résolution sur le chromatogramme, en
augmentant le débit, on diminue la résolution. C’est partiellement vrai en électrophorése pour
la mobilité électroosmotique, mais pas pour la mobilité électrophorétique.

L’efficacité est montrée par le nombre de plateaux théoriques, qui est treés élevé en
électrophorese, mais qui est dépendant de la longueur de la colonne en HPLC, et donc limité
par I’encombrement de la machine.

Pour le codt, cela se retrouve essentiellement en colt de fonctionnement, une

chromatographie liquide étant trés consommatrice de solvant.
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En revanche, un avantage majeur de la chromatographie est également qu’elle constitue
la technique de référence de la pharmacopée Européenne. Il y a, de ce fait, de hombreux
référentiels pour le développement de méthode en chromatographie, ce qui est plus rare en
électrophorese.

Dans le cas du collyre d’atropine a 0,01% fabriqué par le CHU de Saint-Etienne, la
méthode & mettre en place est une méthode de quantification a utiliser en routine sur un produit
unique et chargé, dans une matrice simple. Les inconvénients soulevés ne sont donc pas un
obstacle a I’utilisation de I’¢électrophorése capillaire. La vitesse et le faible colit d’utilisation

compensent la perte de précision de la méthode.

5. Méthode de quantification

5.1. Critéres de validation

Pour effectuer les contrdles de teneur sur nos collyres d’atropine a 0,01%, nous avons développé
une méthode de quantification par électrophorése capillaire. Ces méthodes de quantification
doivent étre validées, pour prouver leur fiabilité. Pour ce faire, plusieurs paramétres sont étudiés
dont nous allons voir les définitions. Ces définitions sont tirées du référentiel de la conférence
internationale d’harmonisation (ICH guidelines Q2(R1)) (43).

La spécificité est la propriété qui fait qu’une méthode d’analyse rend compte sans
ambiguité de la substance analysée en présence d’autres composantes normalement présentes.

La justesse correspond au degré de concordance entre la valeur de la méthode obtenue
et la valeur de référence ou la valeur considérée comme Véritable par convention.

La précision d’une méthode correspond au degré d’accord (degré de dispersion) entre
les résultats des mesures obtenues par I’analyse individuelle de plusieurs prélévements d’un
méme échantillon homogene, prélevés dans des conditions prescrites. La précision peut
s’évaluer a trois niveaux : répétabilité, précision intermédiaire et reproductibilité.

o Répétabilité : La répétabilité est une expression de la précision de 1’analyse
lorsque celle-ci est reprise dans les mémes conditions de réalisation, aprés un
court intervalle de temps. La répétabilité est également appelée « précision intra-

jour »,
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o Précision intermédiaire : correspond aux variations survenant dans un méme

laboratoire : analyses effectuées a des jours différents, par des personnes
différentes, au moyen d’appareils différents, etc.

o Reproductibilité : correspond a la concordance entre laboratoires (travaux de

collaboration visant généralement 1’uniformisation de la méthodologie).

La limite de détection est la concentration la plus faible a laquelle la substance peut étre
détectée de facon fiable. En général, un rapport signal/bruit de 3 pour 1 est considéré comme
acceptable pour I'estimation de la limite de détection.

Limite de quantification est la concentration la plus faible a laquelle la substance peut
étre quantifiée de facon fiable. En général, le rapport signal/bruit est de 10 pour 1, ou le rapport
signal/limite de détection est de 3 pour 1.

La calibration est le passage d’échantillon de concentrations connues afin d’établir la
relation de proportionnalité entre le signal obtenu et la concentration en composé d’intérét. 11
est recommandé d’inclure 5 points de calibration et un zéro.

La linéarité d'une méthode d'analyse est sa capacité de donner des résultats qui sont
directement (a l'intérieur de certaines limites) proportionnels a la concentration (quantité) de la
substance analysée dans un échantillon. La mesure de la régression linéaire est effectuée grace

au coefficient de détermination, r2, qui doit tendre le plus possible vers 1.

5.2. Etalonnage

L’¢talonnage interne consiste a intégrer dans I’échantillon un composé de concentration
connue. Le but de ce composé est de subir toutes les étapes de I’analyse de la méme facon que
le compos¢ d’intérét. Cela permet de rajouter de la précision a la méthode. En effet, si la
température, la pression atmospheérique, ou le matériau du contenant par exemple, varient par
rapport aux conditions de réalisation de 1’étalonnage, 1’étalon interne permettra de visualiser
ces changements. Il permet aussi d’objectiver un effet matrice.

L’étalon interne idéal doit étre proche du composé d’intérét d’un point de vue physico-
chimique, afin d’avoir le comportement le plus similaire possible. Il ne doit normalement pas
étre contenu dans 1’échantillon a analyser. Il doit aussi €tre distinctement identifié pour ne pas
interférer avec le composé d’intérét. Enfin 1’aire de son pic doit étre proche de celle du composé
d’intérét pour des concentrations identiques, c’est ce qu’on appelle le coefficient de

proportionnalité, ou coefficient de réponse. (43)
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5.3. Spécificité de la quantification de ’atropine par électrophorése

L’atropine est un alcaloide tropanique retrouvé dans de nombreuses plantes comme la
belladone. En tant que principe actif ¢’est un puissant antagoniste des récepteurs muscariniques
de I’acétylcholine. C’est une molécule chirale avec deux énantiomeéres, R et S, présentée sous

forme racémique (mélange équimolaire de chaque énantiomere).

Figure 15. Représentation de la molécule d’atropine. (44)

L’atropine posséde deux groupements donneurs de protons, ce qui implique qu’elle a
donc deux pKa. Le premier, pKazs, est de 4,35, et le deuxieme pKa est de 9,43.

La pharmacopée Européenne lui attribue huit impuretés, de A a H dont les plus connues
sont I’acide tropique (impureté C), et la scopolamine (impureté F). Les impuretés sont des
molécules que 1’on peut retrouver a la suite du processus d’extraction et de purification de la
molécule. 1l ne faut pas les confondre avec les produits de dégradations de I’atropine, qui eux

sont le fruit de I’instabilité chimique de la molécule d’atropine qui conduit a sa modification.

Dans ce travail, nous avons recherché trois impuretés. Tout d’abord, I’impureté B a été
sélectionnée, du fait de sa mobilité électrophorétique proche de I’atropine, afin de s’assurer
d’une résolution suffisante entre les deux pics. Nous avons également recherché 1’acide
tropique, car il s’agit d’une des impuretés les mieux décrites dans la littérature, et qui est aussi

un produit de dégradation de 1’atropine. (46)
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Enfin, du fait de sa disponibilite immédiate et de sa proximité moléculaire avec
I’atropine, nous avons travaillé sur la scopolamine. Cette derniére a finalement servi d’étalon

interne dans notre méthode de quantification.

Figure 16. Représentation de la molécule de scopolamine. (45)

A pH neutre, ’atropine est chargée positivement, et son pic de détection se situe en

amont de I’EOF en ¢lectrophorése capillaire en mode cationique.
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Partie 2 : ’article original

Title: Quantification of 0.01% atropine compounded eye drops by capillary zone

electrophoresis, is it conceivable?

Abstract: Children’s myopia is a whole world public health problem. One of the most effective
pharmacological treatment is low-dose atropine eye drops. But there is no low-dose formulation
of atropine eye drops currently on the market. So, this treatment has to be compounded and
controlled in hospital pharmacies. Quantification of drugs is usually done with High
Performance Liquid Chromatography methods but Capillary Electrophoresis could be an
alternative to HPLC. The aim of this work was to validate a quantification method of atropine
by capillary electrophoresis coupled with a diode-array detector in 0.01% atropine eye drops.
We chose Hyoscine as internal standard, and our method was developed following the ICH
guidelines Q2 (R1). We obtained a linear validated quantification method with a mean
correlation of 0.9998 (n=6). The method was precise and accurate with validated intraday and
between day. This work could offer an alternative to HPLC in atropine concentration
quantification in compounded eye drops. Our method was validated for routine but still need
optimization to be used as an alternative to HPLC in atropine eye drops stability indicating
studies. HPLC is still the European pharmacopeia reference. This work suggests that CE could

be an interesting tool for the quantification of active substances in hospital pharmacies.

Keywords: Atropine, quantification method, eye drops, myopia, capillary electrophoresis
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1. Introduction

Myopia is an ophthalmic affection that disturbs the patient's distant vision. According to Holden
et al., n the world in 2020, there were 2.6 billion of myopic people (1). That’s why WHO’s
world report on vision concluded that myopia is a major public health preoccupation (2). It is
a whole world problem with ethnical and sexual influences, for example, at the age of 15, 16.7%
of white people were myopic against 69% of east Asians. Moreover, 40% of migrant South
Asians were myopic while it was only 9% in indigenous South Asians (3). Myopia commonly
starts in childhood, with identified risk factors like age, parental myopia, shorter time outdoors,
and longer time indoors with close-vision activities (4). Untreated myopia can have many
consequences, like reduce quality of life, or productivity. Myopia could be associated with a
productivity loss from US$49 billion to US$697 billion (5). Myopia can be treated by different
methods, physical or pharmacological. Physical treatments may include glasses, lenses, or
refractive surgery. In pharmacological treatment, mydriatic agent like atropine in eye drops are
used for many years in limiting children’s myopia progression. Atropine is an alkaloid tropane
that influences pupil accommodation. In literature we found that atropine seems to be one of
the most effective treatments in the myopia progression (6). Many clinical trials have
investigated atropine eye drops effects on childhood myopia progression, particularly in Asia.
ATOM 1 explored efficacy and safety of atropine in eye-drops, then ATOM 2 focused on the
lowest effective concentration of atropine in eye drops for limiting the myopia progression
(7,8). On Asian patients, ATOM studies concluded that atropine in eye-drops was the safest
and the most effective at 0.01%. A recent meta-analysis and the LAMP study showed that
optimal concentration in the myopia progression was 0.1 mg/ml too, and confirm that higher
concentrations were effective but showed bouncing effect (9—11).

Today, there is industrial atropine eye drops in France, but in those, atropine is too concentrated.
Hence, hospital pharmacies are allowed to compound low-dose atropine eye drops. The French

good manufacturing practices require a content control for the hospital preparations (12). At
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the Saint-Etienne university hospital, more and more patients are treated with 0.01% atropine
eye-drops for limiting the myopia progression. Between 2017 and 2022, the number of patients
increased by 300%, that’s why it was interesting switch to serial production. In our hospital,
quantification of atropine concentration in eye drops was performed at toxicology laboratory,
using a high-performance liquid chromatography method coupled with mass spectrometry
(HPLC-MS). However, it could be more effective to measure it in pharmacy, that is also
recommended by the French good manufacturing practices.

The aim of this work was to develop and validate a quantification method of atropine by

capillary electrophoresis in our 0.01% atropine eye drops.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and reagents

Atropine sulfate 0.25 mg/ml was purchased by Aguettant (Lyon, France). Hyoscine
hydrobromide 0.25 mg/ml was obtained from Renaudin (Itxassou, France). Sodium phosphate
(0.05 mol/l) buffer solution, pH 7.0, and water for HPCE were obtained from Agilent (Santa
Clara, USA). Isopropyl alcohol was purchased by Laurypath (Chaponost, France). BSS™
sterile irrigating solution was provided by Alcon (Puurs-sint-Amands, Belgium). Atropine
impurities (impurity B, tropic acid, and tropine) were obtained from council of Europe EDQM

(Strasbourg, France)

2.2. Calibration standards and quality control samples

Calibration curve standards and quality control (QC) samples were prepared in BSS™
and Water for HPCE, with hyoscine hydrobromide as internal standard (IS) at a concentration

of 50 ng/ml. Calibrator concentrations were 0, 40, 45, 50, 55, and 60 pg/mL and QC levels

42



were 42.5, 50 and 57.5 pg/mL. Calibration curves and QC samples were prepared from separate
working solutions.

2.1 Sample preparation

Calibration standards and QC samples were prepared with 135ml of BSS™, 60pul of
hyoscine 0.25mg/ml, increasing volumes of atropine 0.25mg/ml from 48l to 72ul, and water
to 300uL. Sample preparation consisted in 150ul of atropine 0.01% eye drops, 60ul of ISTD

and 90ul of water.

2.3. Capillary electrophoresis (CE)

Electrophoretic analysis was performed using an Agilent 7100 capillary electrophoresis
system coupled with a diode-array detector from Agilent (Santa Clara, USA). Electrophoresis
was on cationic mode (anode at the inlet, cathode at the outlet). Instruments control, data
acquisition and data handling was performed by a CE Chemstation (Agilent). Separation was
performed at 25°C using an Extended Light Path Bare Fused-Silica capillary (56cm effective
length, SOum ID). Detection was set at 206nm. Applied voltage was 30kV. Buffer solution was
a mix of 80/20 V/V sodium phosphate buffer and isopropyl alcohol respectively. Time of
injection was 5s, applied pressure was S0mbar. Before each sequence of analyses, capillary was
conditioned by an air flush of Smin and a buffer flush of 10min. Our method included a pre-
treatment step of 2min buffer flush. There was no post-treatment of the capillary.

Replenishment was performed every five analyses to prevent buffer electrolysis.

2.4. Method validation

The method was validated in line with the French Good Manufacturing Practices (12),

and ICH guidelines Q2 (R1) (13).
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2.4.1. Linearity, accuracy and precision

Calibrators and QC samples were used to appraise linearity, accuracy and precision.
Linearity was evaluated with six standard curves. Linear regression analysis was carried out on
the standard curve generated by plotting peak areas ratio of atropine and ISTD versus
concentration of atropine. Despite no minimal acceptable correlation factor value has been fixed
by the ICH guidelines, a value of 0,99 is commonly admitted.

Intraday and between-day precisions were assessed by analysis of low, mid and high
QC samples six times during the same day and on six different days, respectively. The accuracy
was assessed by comparing the measured concentrations against the theoretical concentration
((1 — (theoretical concentration — mean concentrations)/theoretical concentration) x 100) for
the 3 level QC samples. A relative standard deviation of 5% was fixed as acceptance
requirement.

2.4.2. LLOD and LLOQ determination

Lower limit of detection (LLOD) was determined by the lowest atropine concentration
detected. LLOD was estimated as three times the signal-to-noise ratio. The LLOD was
determined by injecting atropine solutions of decreasing concentrations. Lower limit of
quantification (LLOQ) was defined as the lowest concentration that can be clearly quantify.
The LLOQ was estimated as three times the LLOD (13). For LLOQ, precision should be better

than 20% and accuracy in the range of 80—120%.

2.4.3. Specificity and carry over

Specificity was evaluated by determining atropine concentration with and without
presence of three different impurities: impurity B, tropine and tropic acid. Resolution (Rs) was
calculated through the equation R=2[(t>-t1)/(w1tw>)], where #; and 7 are the migration times
and w1 and w» are the base peak widths of solutes 1 and 2, respectively.

Carry over was investigated by performing three blank runs after the injection of the

highest concentration standard.
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3. Results

3.1.Method development

During the analyses, electrical power of 1.0W and intensity of 34pA were obtained.
Time for each analysis was around 10min. Atropine was detected around 6.8min and hyoscine
around 7.5min (Figure 1). On each run, Rs between atropine and hyoscine peaks was higher

than 2.5.

wa

Figure 1. Typical electropherogram of atropine at 50ug/ml and hyoscine at 50ug/mi.
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3.2. Linearity

The linearity of the method was evaluated on six calibration runs for concentrations

from 40pg/ml to 60ug/ml. The results are summarized in Table 1.

Table 1. Calibration standards means for quantification of Atropine in eye drops (n=6)

Call Cal 2 Cal 3 Cal4 Cal 5
Concentration (p1g/ml) 40 45 50 55 60
Mean + SD (ug/ml) 40.6+0.83 453+069 49.7+092 543+0.83 59.9+1.20
Precision (%) 2.0 1,5 1,8 1,5 2,0
Accuracy (%) 1,57 0,75 -0,70 -1,34 -0,19

An example of calibration curve is shown on Figure 2. All correlation coefficients were between

0.99936 and 0.99999.
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Figure 2. Example of a calibration curve of atropine
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3.3. Precision, accuracy

Intraday was determined by replicate injection (n=6) for each QC concentration on the
same day. Between-day was obtained by injection of each QC concentration on six different

days. Results are shown on table II.

Table II. Method validation, precision and accuracy (n=6).

Between-day Intraday
Low QC Mid-QC High QC Low QC Mid-QC High QC
Concentration (ug/ml) 42.5 50 57.5 425 50 57.5

Mean + SD (pg/ml) 42.1+13 498+09 57.5+0.6 420+05 499+04 57.6+03
Precision (%) 3.1 1.8 1.1 13 0.8 0.5

Accuracy (%) -1.05 -0.49 0.05 -1.26 -0.22 0.15

3.4. Carry-over and specificity

After the injection of the highest concentration standard, three blank runs were
performed to evaluate the carry-over. No peak was detected in the three blank runs.

Atropine quantification was also performed in presence of impurities to assess
specificity. Quantification was not influenced by the presence of impurity B, tropine, or tropic
acid (impurity C) (Figure 3). There is no peak for tropine because it has no chromophore group

and so, tropine cannot be detected in direct mode by a DAD detector.
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Figure 3. Typical electropherogram of atropine, hyoscine, impurity B and tropic acid. A boost
of pressure was applied at 13min to detect tropic acid earlier.

3.5.LLOD and LLOQ determination

The LLOD was determined at 3.75ug/ml. The LLOQ was fixed at 10ug/ml. We
obtained a mean + SD of 11.272 £ 0.42 pg/ml. Precision for LLOQ was better than 4.1% and

accuracy was in the range of 87-113%.

4. Discussion and conclusions

Children’s myopia is a major public health preoccupation. Of all the treatments currently
available, one of the safest and effective is low concentration atropine eye-drops. These atropine
eye drops are compounded in hospital pharmacies due to a lack of industrial formulations. The
objective of our work was to develop a validated method for the quantification of atropine in
our compounded 0.01% atropine eye-drops.

No HPLC was available in our hospital pharmacy, so CE was selected because of the
compact size of the instrumentation, low cost using and efficiency. The French Academy of
pharmaceutical sciences described that CE is faster than HPLC (14). We obtained a fast CE

method for determining atropine concentration in eye drops with a time of analysis of 10 min,
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and atropine peak detection around 7 min. It is indeed faster than the HPLC method of Berton
et al. with an atropine detection at 9.7 min (15). Our method is slower than the method of
Cherkaoui et al., which obtained atropine peaks at 4 min (16). This difference in retention time
can be explained by the different composition of the buffer, in particular the addition of
isopropyl alcohol in our buffer.

According to the French Academy pharmaceutical sciences, CE is also cheaper than
chromatography, with lower using costs due to low volumes of samples and buffer used.
Volume of capillary is shorter than volume of chromatography columns. For a sequence of 5
samples analyses, our method only used 150ul of each atropine 0.01% sample, and 3.5ml of
buffer. It is lower than the method described in the European pharmacopeia, with a buffer flow
rate of Iml/min in HPLC. Consequently, during a 10 min analysis the volume of buffer used in
our method is three times lower.

In literature we found many studies comparing CE and HPLC, like in cosmetics,
biology, or pharmaceutics. Several studies conducted on various medicines and disinfectants
such as natamycin, ketoconazole or benzyldimethyldodecylammonium bromide, support our
results concerning an advantage for CE in speed and costs (17-19).

One of the limitations of CE seems to be a higher detection limit, and a lack of precision
compared to HPLC. According to studies that have compared HPLC and CE, HLPC would
have a higher precision, and a superior sensibility (17,18). We considered that CE precision
was enough for our routine using.

Like for all analytical methods, it is very important to find the good working buffer.
There were only few references in literature about atropine quantification by CE. We found in
Cherkaoui ef al. many results of their trials of many buffers. They concluded to best results with
a pH around 7 (16). They used a tris buffer, titrated at pH 7 by adding sodium phosphate. We

also based on the pKa of atropine and its impurities to determine the pH of our buffer, and we
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found that pH 7 was central and allowed a good working ionization. That’s why we chose a
phosphate buffer at pH 7. We tested different solvents like methanol and isopropyl alcohol.
Acetonitrile was not tested because of a physicochemical incompatibility with phosphate
components. The addition of isopropyl alcohol in the phosphate buffer allowed to increase
buffer viscosity and resolution, especially between atropine and impurity B. We obtained the
best results at 20% V/V, after trying other concentration like 15% and 25% (data not shown).

One limitation of our method is variation in retention times, which appears to be due to
the capillary conditioning and conservation. Indeed, after some time without analyses or when
using a new capillary, we observed a diminution of the retention time until it stabilized. Because
our atropine eye drops are a simple matrix, and we are expected only atropine and scopolamine
peaks, this was not an obstacle to the validation of our quantification method, which appeared
to stay reliable. The retention times changed but the peaks remained constant in their height.
However, we have been working on a longer capillary conditioning time for future work.

ICH guidelines Q2 (R1) recommended to evaluate the linearity across the range of
analytical procedure (13). Our atropine eyedrops had a theorical concentration of 0.1 mg/ml but
analyzed samples were half-diluted, that’s why the concentration range was 0.04 mg/ml to 0.06
mg/ml, corresponding to an interval of [80%; 120%] needed for the acceptance of a
pharmaceutical compounding according to European Pharmacopeia (20).

One challenge in our work was to quantify a sodium chloride high concentrated eye
drops by capillary electrophoresis. Garcia et al. showed that high concentrations in sodium
chloride decreased the peaks heights in capillary electrophoresis, made wider peaks, with longer
retention times (21). Our 0.01% atropine compounded eye-drops are compounded with BSS™,
that contains 6.4 mg/ml of sodium chloride. At first, pure atropine samples were analyzed, but
low and wide peaks, with a bad resolution were obtained (data not shown). That’s why we

finally chose to work on half diluted samples, after also testing one-third dilution. Half dilution
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had the best results in resolution and signal strength (data not shown). More, our method had
an electrical power of 1.0W, that was the high limit before causing a Joule effect because of the
high sodium concentration in buffer and samples.

This work provided a reliable quantification method of atropine eyedrops. Relative
standard deviations were less than 3.1% for both intra- and between-day precision, and accuracy
was within 98.7% and 100.2%. It is similar with the results obtained by Berton et al. with a
HPLC method, with results for accuracies and precision within 3% of the expected value (15).
The above values were within the acceptable range, so we considered the method was accurate
and precise.

We evaluated specificity in presence of three CRS impurities: tropine, tropic acid and
impurity B. According to Kirchhoff ef al., degradation products of atropine are mainly tropic
acid, and apoatropine. Both degradation pathways produce tropine (22). The presence of these
impurities didn’t seem to affect the quantification of our atropine eye drops. Apoatropine
(impurity A) was not tested because it was not available on the time of experimentations.

To validate our method in routine, samples from 10 compounding 0.01% atropine
eyedrops were analyzed with our CE method and with the HPLC-MS method developed by our
toxicology laboratory. No significantly difference in determined concentrations of the 10
atropine samples was observed between these two methods (data not shown). Advantages of in
situ method were the speed of execution, specificity of the instruments, and a specific validated
method. The French good manufacturing practices recommend that the control of hospital
compounding should be carried out in the hospital pharmacy unit under the responsibility of
the pharmacist (12). Moreover, toxicology laboratory is specialized in quantification of drugs
in blood. Searched blood concentrations and method settings are very different. For example,
concentration of atropine in blood in the case of an organophosphate poisoning treatment is a

thousand times less than in our atropine eye drops, about 12 ng/ul (23).
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To conclude, this work provided a reliable capillary electrophoresis validated method
for the quantification of atropine in 0.01% atropine eyedrops. It is used in routine to determine
the atropine concentration in our compounded eye drops. Although this method is currently
used routinely, a work is now warranted to explore the degradation products and perform a
global stability indicating study for our atropine eyedrops. Our work suggests that
quantification by capillary electrophoresis could be an alternative when HPLC is not available
or possible. Indeed, many active substances used in the composition of medicines can be
quantified by capillary electrophoresis because of their characteristics suitable for this approach

(electrophoretic mobility capacity).
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Partie 3 : Discussion générale

1. Développement de la méthode de dosage

1.1. Optimisation des paramétres de I’électrophorése capillaire

Le choix de I’électrophorese capillaire comme méthode analytique de nos collyres
d’atropine a été motivé d’une part par la disponibilité immédiate de I’appareil, que nous
possédions dans notre unité, mais également par la compacite, la rapidité, et le colt limité de
cette méthode pour un usage de routine. Ce choix s’est accompagné de contraintes auxquelles
nous avons cherché des solutions.

Le principal obstacle était 1’absence de référentiel pour nous guider dans ce
développement de méthode, car la pharmacopée européenne repose essentiellement sur la
chromatographie liquide haute performance. Afin de mettre en place notre méthode de
quantification par électrophorése capillaire, la pharmacopée européenne nous a fourni les
exigences nécessaires que nous avons adaptées en nous appuyant sur la littérature scientifique.
Cette recherche bibliographique nous a confirmé que I’électrophorese capillaire est trés peu
utilisée dans le domaine de la production pharmaceutique. Nous avons principalement retrouvé
des articles a propos de la séparation de substances actives dans des extraits de plantes ou de
médicament, mais plus rarement concernant la quantification de ces substances actives. Nous
avons donc di nous baser sur un petit nombre d’article, et expérimenter différentes solutions
afin de déterminer les parametres les plus favorables en terme de séparation, de temps de

migration, ou de résolution.

1.2. Choix du tampon d’électrophoreése

Nous avons en premiére intention utilisé un tampon phosphate a pH 7 dosé a 50 mmol/I
qui semblait donner des résultats satisfaisants pour I’atropine (36). Nous obtenions des pics trés
larges, impliquant une faible résolution, et une trés mauvaise précision. Nous avons donc choisi
de rajouter un solvant dans notre tampon dans le but d’améliorer la résolution, en essayant le
méthanol et 1’alcool isopropylique. L’acétonitrile est a éviter avec un tampon phosphate du fait
d’une incompatibilité physico-chimique provoquant une précipitation. Le méthanol n’a pas

permis d’améliorer la résolution entre I’impureté B et 1‘atropine, contrairement a 1’alcool
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isopropylique qui a montré les meilleurs résultats, en affinant les pics, et en améliorant la
résolution. Une des limites de 1’ajout de solvant au tampon réside dans 1’allongement du temps
de I’analyse. Nous avons essay¢ différentes proportions pour trouver le bon compromis entre
résolution et temps d’analyse, notamment 15% v/v (volume/volume), 20% v/v ou 25% v/v. Le
tampon contenant 20% d’alcool isopropylique a fourni une résolution suffisante pour un temps

d’analyse acceptable pour une utilisation en routine.

1.3. Choix des autres parametres

En électrophorése capillaire il est recommandé de toujours travailler avec le plus haut
voltage disponible ne provoquant pas d’effet Joule. Cet effet est observé lors de 1’application
d’une tension trop forte, provoquant une production de chaleur et créant un différentiel de
viscosité et donc de mobilité a I’intérieur du capillaire. Dans notre méthode nous avons travaillé
a la tension maximale offerte par notre appareil soit 30kV, et aucun effet Joule n’a été observé.
Cela est cohérent avec les parameétres décrits par Cherkaoui et al. (36). La puissance de 1.0W
atteinte dans notre méthode, était la puissance limite du fait de la présence d’une forte
concentration de sodium dans notre tampon et notre échantillon.

Nous avons également testé différentes températures (20°C, 25°C, et 30°C) afin de jouer
sur la viscosité du solvant. De trés bons résultats étaient obtenus avec une température de 25°C,
similaires a ceux retrouvés dans la littérature (41). Du fait de sa disponibilité au sein de notre
unité et de son caractére polyvalent, nous avons opté pour un capillaire de silice fondue de 56
cm de longueur effective avec un diametre interne de 50um.

Nous avons également choisi d’appliquer un prétraitement a ce capillaire de fagon
systématique avant chaque série d’analyses, afin de s’assurer de la reproductibilité de nos
résultats. Le prétraitement consistait a vider le capillaire du tampon précédemment utilisé grace
a un flush (un nettoyage) d’air de 5 minutes, puis a le rincer et le remplir de tampon frais. Pour
ce faire, nous appliquions un flush de 10 minutes de tampon phosphate et alcool isopropylique
(80/20 viv).

1.4. Sélectivité de la méthode

Nous avons testé notre méthode de quantification en présence et en absence de différents

composeés, afin de tester la sélectivité. Le choix des composés testés s’est porté sur I’acide
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tropique, I’impureté B, la tropine et la scopolamine. Concernant 1’acide tropique, c’est un
produit de dégradation majeur de I’atropine, puisqu’il est présent dans les deux voies principales
de dégradation (46).

Dans notre méthode, avec un pH de travail de 7, I’acide tropique sous forme ionisée est
détecté apres I’EOF, et est donc bien séparé de ’atropine. Nous avons testé la scopolamine du
fait de son utilisation dans la méthode en tant qu’étalon interne. Nous avons choisi d’évaluer la
sélectivité avec I’'impureté B car son pic sur I’électrophérogramme était le plus proche de celui
de I’atropine dans les conditions de notre méthode. Bien que la pharmacopée européenne
suggere une résolution supérieure a 2,5 pour I’HPLC, il n’y a pas de référentiel exigible pour
I’électrophorése capillaire, nous avons donc estimé que la séparation des deux pics était bonne
avec une résolution de 2.

Enfin, I’un des intéréts majeurs de notre méthode est de pouvoir détecter la tropine. En
effet, I’électrophorése permet la détection directe des particules, mais aussi la détection
indirecte, permettant de visualiser les composés sans groupe chromophore.

Les résultats des dosages de nos collyres avec et sans ces quatre composés n’était pas

significativement différents, notre méthode était donc sélective.

1.5. Préparation de I’échantillon

En électrophorése capillaire, la concentration en ion de I’échantillon a doser influe de
facon importante sur la résolution et les pics obtenus sur 1’électrophérogramme. L’une des
principales difficultés a laquelle nous avons été confrontés est que notre collyre comporte
comme solvant du BSS™, qui par définition est trés riche en ion. Les premiers essais effectués
étaient donc peu concluants avec des pics tres larges de forme patatoide.

Les ions et le sodium en particulier ont été largement décrits dans la littérature comme
interférant clairement avec la qualité de la séparation électrophorétique (47,48).

Nous avons donc opté pour travailler avec I’injection de I’échantillon dilué. Nous avons
testé la dilution au demi, et au tiers. Les résultats obtenus apres ces deux dilutions étaient bien
supérieurs a la limite de quantification. Cependant, la dilution au demi permettait une meilleure
séparation, et de pics bien différenciés du bruit de fond, ce qui était moins concluant avec la
dilution au tiers.

Apres avoir constate des premiers résultats peu concluants en terme de linéarité, nous
avons travaillé sur la formulation des points de calibration, pour se rapprocher au maximum de

la composition de I’échantillon de collyre d’atropine a doser. Nous avons donc ajouté du BSS™
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en proportion équivalente a celle de I’échantillon pour chaque contréle qualité, et chaque point
de calibration, zéro compris. Ceci a nettement amélioré les résultats de notre méthode, en
réduisant 1’effet matrice du BSS™.,

L’un des points faibles de la CE étant le manque de précision, nous avons souhaité que
notre méthode repose sur un étalonnage interne pour compenser cette faiblesse. L’étalon interne
est un composé¢ proche du composé d’intérét, et qui subit toutes les étapes de la méthode. Une
étude brésilienne a montré que 1’incertitude lors du dosage de I’ammonium dans des cartouches
pour cigarettes électronique passait de 18,6% en étalonnage externe a 13,9% avec I’utilisation
d’un étalon interne. (49)

Nous avons choisi la scopolamine pour sa proximité physicochimique avec ’atropine.
Le paramétre calculé était donc le rapport des aires sous la courbes de ’atropine et de la
scopolamine, permettant de mettre en évidence et de corriger des erreurs de dilution, de
manipulation, et de dosage.

Grace a tous ces ajustements, nous avons obtenu une méthode fiable, rapide et efficace.

1. Intérét et limites de I’étude

Notre étude est, a notre connaissance, la premiere a mettre au point et a valider une méthode
de quantification de I’atropine en collyre par électrophorese capillaire dans un usage de routine.
La particularité de notre étude n’était pas le développement d’une méthode de dosage, mais
I’¢électrophorése capillaire en tant qu’outil de cette méthode. Les résultats obtenus étaient
amplement conformes a nos attentes. En effet nous avons obtenu une méthode rapide, avec un
résultat en 10 minutes. Le pic d’atropine sortait méme en moins de 7 minutes, ce qui est plus
rapide que la méthode de référence par HPLC (50).
Nous avons également obtenu une méthode fiable, alliant exactitude et précision. En
effet nos résultats de précision intra et inter jour remplissaient les criteres fixés par les ICH (43).
Cette précision n’était pas affectée par les différences de temps de rétention pour les pics entre
le début et la fin du developpement de méthode. En effet, une des limites de notre méthode est
cette variabilité dans les temps de rétention. Cette variabilité a été grandement améliorée par
I’ajout du flush d’air en prétraitement. Elle peut s’expliquer par un conditionnement insuffisant
de notre capillaire, ou de longues périodes sans passage de tampon. Le flush d’air permettrait
alors de vider correctement le capillaire avant de le remplir de tampon frais, ce qui est d’autant

plus important qu’il contient un solvant volatile avec I’alcool isopropylique. En fin de
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développement, et lors de 1’utilisation en routine, nous avons remarqué une stabilisation des
temps de rétention a 6,8 minutes. Nous étudierons a nouveau la variabilité des temps de
rétention lors d’études ultérieures, notamment pour une prochaine étude de stabilité sur nos
collyres et notre conditionnement. Néanmoins les résultats de I’étude étaient suffisamment
robustes pour valider notre méthode de dosage et I’utiliser en routine.

Cette étude répondait a un besoin du service d’internaliser le contréle de teneur de nos
collyre d’atropine, néanmoins notre méthode n’est pas applicable, en 1’état, a une étude de
stabilité de nos collyres. Notre travail n’a, en effet, pas exploré la détection et la quantification
des produits de dégradation de 1’atropine. Ceci devra étre mis en ceuvre pour le passage de la
fabrication de nos collyres sous le statut de préparation hospitaliere.

L’intérét majeur de cette étude est d’offrir une perspective d’alternative a I’HPLC dans
la quantification de substances actives dans des formulations pharmaceutiques., pour des
¢tablissements dans lesquels I’"HPLC ne serait pas disponible, ou trop cotliteuse a 1’utilisation,

ou sur le dosage de produits avec un tres faible échantillon disponible.

2. Perspectives

Cette étude est la premiere que nous avons mis en place avec notre électrophorese capillaire.
Elle devrait servir de support pour plusieurs travaux futurs :
Le développement et la conduite d’une étude de stabilité « stability-indicating » pour nos
collyres d’atropine, s’appuyant sur cette méthode de dosage. En effet cette méthode a été
développée dans une optique plus large d’étudier notre collyre d’atropine et son comportement
dans le temps afin d’optimiser au mieux sa production.
Le développement d’autres méthodes de quantification pour des molécules différentes de
I’atropine. En effet dans le secteur de pharmacotechnie, nous fabriquons également des collyres
d’antibiotiques renforcés (Piperacilline, Amikacine, Vancomycine notamment) mais également
d’autres formes pharmaceutiques, comme par exemple des gélules servant a la réalisation de
tests allergologiques. Il est donc nécessaire de développer des méthodes de dosages pour ces

produits afin de pouvoir les produire en séries sous le statut de préparation hospitaliere.
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Conclusion

Pour conclure, ce travail nous a permis de développer et valider une méthode de
quantification fiable et rapide de 1’atropine par électrophorése capillaire dans les collyres a
0,01% fabriqués a la PUI du CHU de Saint-Etienne.

Bien que peu utilisée en pharmacie hospitaliére, 1’électrophorése capillaire semble étre
un outil analytique performant, adapté aux contr6les des préparations réalisées au sein de la
PUI. Cette méthode est a present utilisée en routine a chaque campagne de fabrication.
L’internalisation du contréle de la production du secteur permet de limiter les flux logistiques,
et de mieux maitriser le circuit, de la prescription a la libération de la préparation
pharmaceutique. Nous pourrons nous appuyer sur ce travail pour étendre I’utilisation de cet
outil au développement et au contrdle d’autres préparations pharmaceutiques. Cette nouvelle
possibilité de contréle de notre production nous permet de répondre a des besoins existants et
futurs des prescripteurs.

Enfin, nous envisageons d’augmenter de fagon significative notre production, pour
répondre a une demande croissante des prescripteurs du bassin stéphanois et du GHT Loire
concernant les collyres d’atropine en tant que traitement efficace et siir de la limitation de la
progression de la myopie chez I’enfant. La mise en place de cette technique constituait une
étape essentielle afin de déclarer 1’atropine sous le statut de préparation hospitaliere. Une étude
de stabilité sera nécessaire pour finaliser la transition de nos collyres d’atropine a 0,01% vers

ce statut.
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Résumé

La myopie est un probléeme majeur de santé publique dans le monde. L’instillation de
collyres faiblement dosés en atropine constitue 1’un des traitements les plus efficaces et sirs.
Cependant, en 1’absence de spécialit¢ pharmaceutique industrielle disponible sur le marché
francais, la fabrication de ces collyres est réalisée dans les unités de pharmacotechnie des
pharmacies a usage intérieur. Afin de réaliser le contréle de teneur directement dans les locaux
de la pharmacie, nous avons développé une méthode de dosage de 1’atropine en collyre par
électrophorese capillaire. Cette méthode tend a répondre aux exigences des Bonnes Pratiques
de Préparation, mais aussi des lignes directrices de I’ICH. Nous avons développé une méthode
de dosage par électrophorése capillaire, fiable et rapide, qui permet de contrdler en routine nos
collyres d’atropine a 0,01%, en raison de 1’absence de référentiels pour cette technique. Ce
travail a montré que 1’¢lectrophorése capillaire est utilisable dans le dosage de composés
pharmaceutiques, et pourrait constituer une alternative a I’HPLC. Le développement de cette
méthode de dosage était une étape indispensable pour passer a une production en série, mais
une étude de stabilité sera nécessaire pour finaliser cette transition, puis envisager de I’appliquer

a d’autres molécules.

Mots-clés
- Electrophorése capillaire - Méthode de dosage
- Atropine - Myopie
- Collyre
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