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Tests in vitro représentatifs pour I'administration sous-
cutanée de médicaments
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Traduction Antoine Babin:

L'injection sous-cutanée est une méthode courante d'administration de médicaments,
notamment pour les produits biopharmaceutiques. Cependant, il est difficile de prédire
comment les ingrédients pharmaceutiques actifs (API) tels que les anticorps monoclonaux
(mADb), les peptides et les hormones seront impactés par le processus d'injection et I'entrée
dans la couche sous-cutanée. L'application d'une contrainte de cisaillement pendant le
processus d'injection, les changements de température et de pression, et les contraintes
chimiques telles que les modifications de la composition du tampon et du pH ont toutes le
potentiel de déclencher I'agrégation et la précipitation de I'API.

De tels effets peuvent entrainer de mauvaises caractéristiques de libération in vivo,
compromettant la biodisponibilité et I'efficacité clinique et, dans le pire des cas, la sécurité.
Le développement réussi d'un médicament nécessite une évaluation solide du devenir d'un
médicament depuis son introduction chez le patient en passant par |'absorption et le
métabolisme jusqu'a I'excrétion. Pour des raisons éthiques et financiéres, il y a une
préférence pour minimiser les investigations in vivo pour élucider un tel comportement,
mais pour les médicaments administrés par voie sous-cutanée, il y a la complication
supplémentaire que les corrélations entre les modeles animaux et les résultats humains ont
tendance a étre particulierement faibles. Des outils in vitro pour des investigations bio
pertinentes sont donc hautement souhaitables.

Cet article présente le simulateur de site d'injections sous-cutanées (SCISSOR), un
instrument de premiére classe qui simule le stress et les transitions environnementales
associées a l'injection sous-cutanée. En surveillant de maniere fiable I'impact des
changements de température, de pH et d'autres aspects de I'environnement chimique, le
systeme SCISSOR permet aux formulateurs de remplacer les tests in vivo de valeur
douteuse par des stratégies in vitro au pouvoir prédictif plus fort. Les données
expérimentales mettent en évidence I'application et la valeur de cette technologie
innovante.
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Le processus d'injection sous-cutanée

Un examen plus approfondi du processus d'injection sous-cutanée permet d'expliquer
pourquoi les tests bio pertinents constituent un défi important lorsqu'il s'agit d'étudier le
comportement des formulations médicamenteuses associées.

Les produits biologiques et autres médicaments destinés a étre administrés par injection sous-
cutanée sont généralement formulés dans des conditions acides a I'aide d'un tampon citrate ou
phosphate, et stockés a basse température pour prolonger la durée de conservation. Ces
conditions changent rapidement et de maniére significative lors de l'injection dans la couche de
graisse sous-cutanée qui se trouve sous le derme et I'épiderme de la peau.

Premierement, la formulation est soumise a une contrainte de cisaillement lorsqu'une pression
est appliquée pour pousser la dose a travers une aiguille a alésage fin dans la couche sous-
cutanée. In vivo, I'actif passe ensuite des conditions acides contrélées dans le flacon ou la
seringue préremplie au pH proche de la neutralité (~ 7,4) de I'espace sous-cutané. Ici, il est
possible que I'APl interagisse avec d'autres composants de la matrice extracellulaire, tels que
I'acide hyaluronique, le collagene, la fibronectine, le sulfate de chondroitine, et la température
augmente jusqu'a environ 34°C. La couche sous-cutanée est plus froide que la température
corporelle centrale, mais nettement plus chaude que les conditions généralement appliquées
pendant le stockage pour maximiser la stabilité du médicament.
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Figure 1. Subcutaneous injection delivers
formulations into the pH neutral, sub-core body
temperature subcutaneous fat layer beneath the
dermis and epidermis,

Figure 1. L'injection sous-cutanée délivre des formulations dans la couche de graisse sous-cutanée a pH neutre et
a température corporelle sous le derme et I'épiderme.
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Etant donné que les API biologiques sont intrinséquement labiles, ces contraintes et transitions
environnementales introduisent le risque de changement de conformation, d'agrégation entre les
molécules d'APl ou I'API et le ou les excipients, et de précipitation. L'agrégation des excipients peut
également étre un probléme avec les médicaments a petites molécules. Ces processus peuvent
influencer directement I'efficacité thérapeutique et augmenter le risque d'une réponse
immunitaire lors de I'injection. De plus, les agrégats plus gros sont plus susceptibles d'étre
engloutis par les macrophages avant de pénétrer dans les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, un
effet qui peut faire chuter la biodisponibilité.

De telles interactions sont impossibles a voir dans des modeles in vivo congus pour se concentrer
sur 'absorption de médicaments. Bien que de tels modeles élucident le sort du médicament, ils
fournissent peu de compréhension sur les raisons associées au succes ou a |'échec, de ce qui arrive
a I'APl immédiatement apres sa transition dans I'espace sous-cutané. Cela explique pourquoi la
corrélation entre les modeles animaux et les résultats humains est notoirement faible pour les
médicaments administrés par injection sous-cutanée. Les études in vitro sont préférables mais
reposent sur un systéme bio pertinent qui peut simuler de maniére représentative les conditions
physiologiques associées a ce processus d'administration de médicament spécifique.

Présentation de SCISSOR, un nouvel outil de simulation d'injection sous-cutanée

La figure 2 montre un schéma de la chambre Sc mettant en évidence les principales
caractéristiques de conception. Au coeur de l'instrument se trouve une cartouche remplie d'une
matrice extracellulaire artificielle (ECM) qui simule |'espace sous-cutané. Sur deux cotés paralléles
de la cartouche se trouvent des membranes de dialyse en polycarbonate personnalisées tandis
que les deux autres cOtés sont transparents pour permettre la transmission de la lumiére pour la
mesure de la turbidité. La cartouche est suspendue a l'intérieur d'une chambre remplie d'un
tampon a base de bicarbonate pour simuler le liquide interstitiel.

Les échantillons de médicament formulés sont injectés directement dans la cartouche et diffusent
ensuite hors du site d'injection a travers les membranes de dialyse dans le tampon de la chambre.
L'extraction d'aliquotes du tampon a différents moments permet a I'utilisateur de quantifier la
libération de médicament de la cartouche en fonction du temps via une analyse hors ligne. La
configuration avec échantillonnage automatisé est utile pour les essais effectués sur une période
prolongée, et plus généralement pour augmenter la productivité. Alternativement, une
surveillance en temps réel peut étre mise en ceuvre a l'aide d'un appareil tel que la sonde a
immersion a fibre optique Rainbow pour mesurer la libération de médicament in situ et générer
des données rapidement et facilement en temps réel.
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Figure 2.

Les électrodes dans la cartouche et dans la chambre permettent la surveillance constante du
pH nécessaire pour maintenir le systéme dans des conditions physiologiquement pertinentes ;
un bulleur de CO2 est utilisé pour ajuster le pH si nécessaire. Un plateau chauffant permet une
régulation de la température pour maintenir les 34°C requis, tandis qu'un barreau agitateur
assure I'homogénéité du systeme. Deux volumes de chambre sont disponibles : 300 ml pour
les produits de formulations relativement concentrées, dans la plage de ~ 100 a 200 mg/mL et
une chambre plus petite de 60 ml pour les formulations plus diluées, d'environ 10 mg/mL ou
moins, selon les caractéristiques de I'échantillon. A de faibles concentrations, la dilution par
diffusion dans une grande chambre peut compromettre la robustesse de I'analyse.

Les événements de précipitation et d'agrégation a l'intérieur de la cartouche sont détectés par
la mesure de la turbidité a l'aide d'un affichage LED et d'une configuration de détection de
diode correspondante. Lorsque le contenu de la cartouche est compléetement clair, une
transmission de lumiére a 100 % se produit. A l'inverse, une suspension complétement
opaque réduit la transmission a 0%. La mesure de la turbidité a différentes hauteurs a
I'intérieur de la cartouche, tout au long de I'expérience, fournit donc une évaluation de la
stabilité du médicament pendant et aprées |'injection. Ces capteurs de turbidité sont complétés
par une caméra intégrée qui capture des images permettant la visualisation directe de tout
agrégat ou précipité.

SCISSOR in Action: Mabs

Les Mabs sont I'une des classes les plus populaires de médicaments biopharmaceutiques et les
principaux candidats pour I'administration sous-cutanée de médicaments. Les premieres
études menées par une équipe de I'Université de Bath montrent I'efficacité du dispositif
SCISSOR pour prédire la biodisponibilité de différents mAbs1 (voir Figure 3). Ces résultats
indiquent que les valeurs de % de biodisponibilité (% BA) générées pour huit mAb différents
sont beaucoup plus proches des
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données comparables d'études humaines in vivo que des données in vivo de deux
especes modeles, des singes ou des miniporcs

Comparing % BA between Human-Monkey-Minipig
with Scissor
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Figure 3. Percent BA outcomes for different mAbs
in human, monkey and minipig as well as percent
BA predicted using the model developed for the
Scissor study.

Figure 3. Résultats en pourcentage de BA pour différents mAbs chez I'homme, le singe et
le cochon miniature ainsi que le pourcentage de BA prédit a I'aide du modéle développé
pour |'étude Scissor.

La figure 4 montre d'autres données générées pour les mAbs, cette fois pour comparer le
profil d'administration de deux formulations légerement différentes de la méme
molécule de médicament. De telles comparaisons de composés alternatifs sont une
application importante pour SCISSOR, qui peut étre utilisé pour soutenir la formulation
vers des caractéristiques de livraison spécifiques.Les résultats montrent qu'au cours des
24 heures post-injection, les profils de libération des deux formulations sont quelque peu
similaires. Pendant les six premiéres heures environ, les courbes de libération sont
presque identiques, mais au fil du temps, de petites différences dans le comportement
des précipitations apparaissent qui provoquent un changement dans le profil de
libération. Ces différences peuvent étre observées dans les données de turbidité et les
images des
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échantillons (voir Figure 4). La possibilité de générer ce type d'informations est
utile pour déterminer quelle pourrait étre la meilleure formulation a choisir pour

un développement ultérieur.

Monoclonal Antibody Formulation Comparison Study
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Figure 4. Data for alternative formulations of a specific mAb show small but clear differences between the
release profiles due to differences in precipitation behavior.

Figure 4. Les données pour les formulations alternatives d'un mAb spécifique montrent
des différences faibles mais claires entre les profils de libération en raison des
différences de comportement de précipitation.

La figure 5 montre les données d'une autre étude d'un mAb différent qui fournit des
preuves supplémentaires de la valeur de pouvoir étudier directement le comportement
de précipitation, aprés l'injection de médicament. Cette formulation n'a entrainé
aucune libération de médicament sur une période de 24 heures, bien que les raisons
n'en soient pas claires. L'appariement de la transmission et des données
photographiques donne un apercu de ce qui arrive a cet échantillon apres I'injection et
une justification du comportement a libération nulle. A la premiére injection, la
formulation est assez transparente, mais aprés environ trois minutes, a partir de la
photographie G, I'échantillon commence a devenir opalescent. La diminution
correspondante de la transmission est particulierement marquée dans les canaux 3 et 4
indiquant que la précipitation se produit principalement vers le bas de la cartouche.

Ces données suggérent que la précipitation était la raison pour laquelle aucun API n'a
été libéré de la cartouche dans la chambre.
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Figure 5. Photographic and transmission data
provide evidence of precipitation - photo G
onwards - notably in the lower half of the cartridge,

providing a rationale for zero drug release.

Figure 5. Les données photographiques et de transmission fournissent des preuves de
précipitations - a partir de la photo G - notamment dans la moitié inférieure de la
cartouche, ce qui justifie I'absence de libération de médicament.

SCISSOR en action : Loin des anticorps

Bien que les anticorps reposent généralement sur l'injection sous-cutanée pour
|'administration, ils sont loin d'étre la seule modalité médicamenteuse a étre
administrée de cette maniére. Les exemples suivants fournissent des instantanés de
SCISSOR en action avec une gamme de différents types de molécules
médicamenteuses. Comme exemple de grande molécule non protéique, I'énoxaparine
polysaccharidique anticoagulant, une forme d'héparine, a été étudiée.

La figure 6 montre les données SCISSOR pour une formulation commerciale
d'énoxaparine. Il n'y a aucune preuve de précipitation - la transmission reste proche
de 100% tout au long - et les résultats indiquent que le médicament commence a
quitter le site d'injection environ une heure apres l'injection. Bien que la corrélation
avec les performances in vivo soit difficile a établir (en raison de la disponibilité et de
la variabilité des données publiées), le profil de libération du médicament est
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cohérent avec les rapports d'activité thérapeutique maximale environ cing a six
heures aprés injection.

Enoxaparin Formulation Study
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Figure 6. Scissor data for a commercial enoxaparin formulation shows no evidence of precipitation and
produces a well-defined drug release profile.

La figure 7 illustre davantage le potentiel de SCISSOR en tant qu'outil pour les études de
formulation, cette fois pour le dépistage des excipients. Un réle important des excipients est
d'adapter les profils d'administration, avec des ingrédients utilisés pour modifier la
viscosité, le pH ou la charge théorique d'une formulation a pH 7,4 afin de contréler le profil
de libération. Dans cette étude, du PEG, du mannitol, du NaCl et du NaOH ont été ajoutés a
une formulation commerciale de succinate de sodium d'hydrocortisone, un médicament a
petite molécule, pour évaluer leur impact sur le profil de libération du médicament. Les
résultats montrent que I'ajout de PEG et de mannitol (Formulation 1) accélere
considérablement la libération d'API tandis que I'ajout de chlorure de sodium et
d'hydroxyde de sodium la ralentit a nouveau. Il s'agit d'informations précieuses pour
I'optimisation de la formulation.

Hydrocortisone Excipient Study
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Figure 7. SCISS0R data elucidate the effect of different excipients on the release profile of
hydrocortisone providing valuable insight for formulation.

Figure 7. Les données SCISSOR élucident I'effet de différents excipients sur le profil de
libération de I'hydrocortisone, fournissant des informations précieuses pour la formulation.
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Insulin Formulation Study
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Figure 8, 5CISSOR data clearly differentiate the rapid and basal insulin formulations.

Figure 8. Les données SCISSOR différencient clairement les formulations d'insuline rapide et
basale.

La figure 8 montre des données comparant les performances de libération rapide et
retardée de formulations d'insuline pour fournir une illustration finale de |'utilité de
SCISSOR. La formulation d'insuline rapide est une solution claire comme en témoigne une
transmission élevée, avec un temps d'apparition relativement rapide et un profil de
libération rapide. En revanche, la formulation basale est congue pour libérer I'hormone de
maniére lente et réguliére. Le profil de libération du médicament suggere qu'il réussit a cet
égard avec des données de transmission correspondant a une solubilisation prolongée de
la suspension microcristalline sur les six heures de I'étude.

Regarder vers I'avant

Les outils in vitro qui élucident l'impact de l'injection sous-cutanée sur les APl ont un role
important a jouer dans I'amélioration de notre capacité a utiliser cette importante voie
d'administration de médicaments de maniére fiable et réussie. Minimiser les tests in vivo
est important d'un point de vue éthique et financier, mais avec l'injection sous-cutanée, les
corrélations entre les modeéles animaux et le comportement des médicaments chez
I'homme sont notoirement peu fiables.

Cet article présente une nouvelle technologie, la plateforme SCISSOR, qui peut étre utilisée
pour |'étude in vitro de I'impact de I'injection. Adapté a une large gamme d'API, y compris
les mAb, les petites molécules, les peptides, les gels et méme les implants solides tels que
les batonnets polymeres, SCISSOR fournit des informations tout simplement inaccessibles
via des tests in vivo et a démontré sa capacité a prédire le %BA et la libération de
médicaments profil. Les données expérimentales démontrent la large application et la
valeur de SCISSOR dans les études de formulation pour évaluer la cohérence
biopharmaceutique immédiatement aprées l'injection, pour détecter comment le
changement d'excipients modifie les profils d'administration et pour classer de maniere
représentative les formulations potentielles. Il s'agit de gains importants pour accélérer le
développement de nouvelles formulations de médicaments pour injection sous-cutanée.
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