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Introduction

Le rétinoblastome est un cancer rare de la rétine mais, cependant, la tumeur intra-oculaire la plus
fréquente. Ce cancer est diagnostiqué, généralement, dans les premieres années de vie de I'enfant. Il
posséde une base génétique et 40 % des rétinoblastomes sont héréditaires. Si tel est le cas, il se
manifeste majoritairement par un cancer bilatéral ; sinon, il est toujours unilatéral. Divers traitements
existent, certains plus invasifs que d’autres. Les buts principaux des traitements sont de sauver la vie de
I’enfant, sauver ses yeux, garder la meilleure qualité de vue possible et la meilleure qualité de vie autant
pendant qu’apres le traitement. L'hdpital ophtalmique de Lausanne demande trés régulierement a
I'unité de fabrication du CHUV de reconstituer I’Alkeran® qui est un agent alkylant utilisé dans divers
cancers. Ce melphalan présente une faible stabilité ce qui nécessite une administration du médicament
dans I’heure et demie qui suit sa reconstitution. Le but est donc d’étudier sa stabilité et si possible, de
proposer une alternative afin d’augmenter cette stabilité.

Matériels et Méthodes

La chromatographie liquide a haute performance en phase inverse (C18) a été utilisée selon une
méthode analytique optimisée a partir de celle fournie par la Ph. Eur. 8.8. La détection s’est faite par
UV-DAD a une longueur d’onde de 260 nm. La spécificité de cette méthode a été testée avec un blanc et
le melphalan pour conformité du systeme. La méthode analytique a été validée avec un modéle de
régression linéaire passant par 0, ajustée en utilisant uniguement le niveau 3, soit une solution a 30
pug/mL. Les limites de quantifications sont de 5.707 a 30.00 pg/mL. Des essais de dégradation et de
stabilité du melphalan ont été effectués. Pour cela, la solution de melphalan reconstituée a été
conservée a T° ambiante et injectées a t0, 6 et 48 heures. Pour I'étude de stabilité du melphalan au
congélateur, les deux concentrations extrémes utilisées lors du traitement du rétinoblastome ont été
testées, soit 15 pg/mL et 200 pg/mL. Les solutions ont été conservées dans leurs conditionnements
finaux et ont été gardées au congélateur a -18 °C. Les solutions ont été injectées toutes les semaines sur
1 mois. Des essais de décongélation et de stabilité du L-PAM apres décongélation ont été faits. Deux
modes de conservation ont été comparés, soit le réfrigérateur et a T° ambiante.

Résultats et Discussion

Le melphalan est une molécule instable qui se dégrade tres rapidement. Lors de sa conservation a T°
ambiante, apres 5.80 heures, seulement 70.00 % de la concentration initiale sont encore présents. Il a
été remarqué que la stabilité du L-PAM augmente lorsque ce médicament se trouve en milieu acide. En
effet, le melphalan présentait encore 98.14 % de la concentration initiale apres avoir été conservé 6.28
heures a T° ambiante. Les solutions de melphalan, directement congelées aprés reconstitution, sont
stables sur une période d’'un mois, autant les solutions a 15 pg/mL que celles a 200 pg/mL. En effet,
toutes les concentrations se trouvent entre 90-110 % de la concentration initiale, méme aprés un mois
de conservation au congélateur. De plus, apres décongélation des seringues, il a été remarqué que les
solutions sont stables sur 5.00 heures lorsqu’elles sont conservées au réfrigérateur, a une T° de 4.6 °C.

Conclusion et Perspectives

Les essais de stabilité sur le melphalan pendant un mois se sont révélés positifs, ce qui permet une
modification du mode de préparation de ce médicament. Elles pourront, dorénavant, étre préparées a
I’avance et conservées au congélateur a une température de -18 °C. Les poches de perfusion stériles
devront étre remplies avec le volume adéquat de solution de NaCl 0.9 % et placées au réfrigérateur au
préalable. Le volume nécessaire de solution melphalan 5 mg/mL devra étre ajouté dans les poches pour
obtenir les concentrations voulues. Les poches devront étre mélangées de maniere adéquate et lors du
prélevement de solution, les seringues devront directement étre placées au congélateur. Il est
préférable que la décongélation se fasse au réfrigérateur car c’est dans celui-ci que les solutions devront
étre conservées avant leur administration.
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1.1.Rétinoblastome
Le rétinoblastome est un cancer rare de la rétine ; il touche 1 enfant sur 20'000 naissances. En revanche,
c’est la tumeur intraoculaire la plus fréquente dans le monde. Elle se manifeste, généralement, dans les
premieres années de vie de I'enfant, soit avant 4 ans (1, 2). Différentes formes de
rétinoblastome existent : unilatérale (un ceil atteint), bilatérale (les 2 yeux atteints) ou trilatérale
(touchant la glande pinéale). Ce cancer peut également étre unifocal ou multifocal avec une moyenne
de 6 tumeurs par enfants (2-4). Sur la figure 1 ci-dessous, une photo d’une tumeur plurifocale.

Figure 1 : Rétinoblastome plurifocal photographié par caméra RETCAM® (3)

1.1.1. Génétique

40 % des cancers de ce type sont héréditaires, ce qui engendre, le plus souvent, une tumeur bilatérale.
Par ailleurs, il peut également étre non-héréditaire et cela produit toujours des tumeurs unilatérales (2-
4). Le rétinoblastome apparait aprés deux mutations sur le gene Rb1. Ce dernier, jouant un réle de
suppresseur de tumeur, se trouve sur le chromosome 13g14 (1, 5). La premiére mutation, qui est
germinale, confere une prédisposition pour le type héréditaire du rétinoblastome. La transmission se
fait de maniere autosomique dominante. Le cancer se développe lorsqu’une deuxieme mutation se fait
dans les tissus somatiques (1, 6). Une mutation sur ce géne représente également un facteur de risque
pour le développement de cancer secondaire di a la perte de son activité suppresseur de tumeur (5).

1.1.2. Symptomes

Le signe principal d’'une atteinte par le rétinoblastome est la leucocorie ou « ceil de chat amaurotique ».
Ce dernier se manifeste par une tache blanchatre dans I'ceil, correspondant a la visualisation directe de
la tumeur a travers I'ceil. Ce signe est essentiellement mis en évidence en présence d’une lumiere
intense telle que le flash d’'une photo. Dans 20 % des cas, la tumeur se traduit par un strabisme (2, 3, 5,
7). La prise en charge de ces symptémes le plus rapidement possible est importante afin d’éviter
I’étendue de la tumeur et permettre ainsi, la diminution de la morbidité due aux traitements (3, 5). Sur
la figure 2 ci-dessous, la tumeur est visible a travers I'ceil.

Figure 2: Photo d'un enfant présentant une leucocorie (6)
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1.1.3. Traitements du rétinoblastome
La prise en charge doit étre adaptée a chaque cas de cancer et doit étre réévaluée en fonction de la
réponse au traitement (8). Ce dernier a différents buts tels que sauver la vie de I'enfant, sauver les
organes atteints, garder la meilleure vue possible et conférer la meilleure qualité de vie pour I'enfant
autant pendant, qu’apres le traitement (2).
L’énucléation était le traitement de choix afin d’éviter que la tumeur ne se propage dans le reste de
I'organisme. A I'heure actuelle, elle est encore pratiquée pour les cas avancés de rétinoblastome et
lorsqu’un traitement conservateur n’est pas envisageable (2-4, 8). Un examen histologique de la piece
d’énucléation est effectué pour décider du traitement postopératoire (7). Par ailleurs, cette énucléation
diminue drastiquement la qualité de vie du patient puisque son/ses ceil/yeux est/sont enlevé(s) (6).
La radiothérapie externe a largement été utilisée comme traitement de premier choix. Cela a été
possible car la tumeur de la rétine présente une hypersensibilité aux rayons X. Cette technique induit
des effets indésirables graves pouvant étre de I'ordre endocrinien, ophtalmologique, esthétique et/ou
induire des tumeurs secondaires (2, 4, 7, 8). D aux conséquences citées ci-dessus, le développement de
nouvelles méthodes s’est révélé nécessaire afin de minimiser le recours a cette technique et de
préserver au maximum la vision. Cette pratique est, par ailleurs, toujours utilisée lors de récidive de la
tumeur. Avant d’utiliser un traitement conservateur, une premiére phase de chimiothérapie
néoadjuvante peut étre appliquée afin de diminuer la taille de la tumeur et ainsi, la rendre accessible
aux traitements conservateurs (3, 8). Ce traitement est constitué d’une combinaison de 2 ou 3
médicaments tels que la vincristine, I’étoposide et le carboplatine (7) qui causent différents effets
indésirables (9).
Divers traitements conservateurs existent comme la thermothérapie qui consiste a élever la
température de I'ceil ou de la tumeur entre 45 et 60 °C a I'aide d’un rayon laser (8, 10), ou la
thermochimiothérapie qui est |'application de la thermothérapie une a deux heures aprés
I'administration de carboplatine par perfusion intraveineuse. L’élévation de la température semblerait
augmenter la perméabilité des membranes et donc, I'augmentation de la perméabilité de I'agent
chimiothérapeutique (8). Il existe aussi la cryothérapie, qui consiste a diminuer la température jusqu’a -
80 °C, et la curiethérapie consistant en I'implantation d’un disque d’iode ou ruthénium (3, 4, 7). Le choix
du traitement adjuvant dépend, entre autres, du nombre de tumeur, de leur localisation, de la présence
d’un décollement de la rétine, de I’age ou des antécédents.
Il est important de savoir qu’avec ces différents traitements, le taux de survie est de 95 % pour les
personnes atteintes du rétinoblastome dans les pays industrialisés (3, 6, 7, 11).

1.2. Melphalan
Le melphalan est un agent alkylant aussi bien utilisé chez I’adulte que chez I'’enfant pour le traitement de
tumeurs solides (12). Il est, entre autres, recommandé dans le traitement du myélome multiple, du
carcinome ovarien avancé et du carcinome mammaire. Kaneko & al ont découvert que le melphalan
était I'agent chimiothérapeutique le plus efficace dans le traitement du rétinoblastome, apres avoir
testés 12 agents différents (9, 13). lls I'ont alors utilisé pour la premiere fois par voie intra-artérielle,
dans le traitement du rétinoblastome et celui-ci a montré un bon contréle de la tumeur avec peu
d’effets indésirables séveres (11, 14). L'avantage majeur de I'utilisation du L-PAM par administration
sélective dans I'ceil est d’éviter la toxicité systémique induite par la chimioréduction (6, 11). Le
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melphalan, injecté par voie intra-vitréenne, semblerait augmenter le pourcentage d’ceil sauvé lors de
rétinoblastome (15).

1.2.1. Stabilité

Par ailleurs, le probleme majeur de ce médicament est sa stabilité. En effet, il se dégrade trés
rapidement par hydrolyse spontanée, lorsqu’il se trouve en milieu aqueux. Cela génére deux produits de
dégradation: le monohydroxymelphalan qui est instable et qui se dégrade ensuite, en
dihydroxymelphalan (12, 16-18). De nombreuses études sur la stabilité du melphalan ont été effectuées
et elles ont révélé que sa stabilité est augmentée lorsqu’il se trouve dans une solution de NaCl, conservé
au réfrigérateur et a 'abri de la lumiere (12, 18, 19). Il semblerait également que la dégradation du
melphalan diminue s’il se trouve dans des conditions acides (20). La concentration du médicament
aurait également une influence sur sa stabilité. En effet, les poches contenant une concentration plus
élevée en L-PAM présentent une meilleure stabilité et cela serait d0 a une vitesse plus élevée de
diminution du pH suite a la libération du ion chlorure dans les solutions (12, 18). Sur la figure 3 ci-apres,
le mécanisme de substitution nucléophile et la formation des produits d’hydrolyses sont montrés.

r Nu;
cl
0 H—QN/T/_/‘ -Cl- 0»_(—@—”53)
: —Cey —
™ \ja HO  NHy l
Nuy
(Cl)-Mel-(OH): Nuy= -OH and Nuy=-C| Nu,
{OH)-Mel-{OH): Nu, and Nu; = -OH . Nf—’
AA-Mel(Cl) adduct: Nu;=AA and Nu,=-C| \_\
AA-Mel(OH) adduct: Nu;=AA and Nu;=-OH HO  NH; Nu,

Figure 3 : Réaction de substitution nucléophile et formation des produits d'hydrolyse (17)
Diverses impuretés se retrouvent dans les solutions de melphalan. Elles viennent soit de la dégradation,
soit de la synthese, ou encore des deux (20). Dans le tableau 1 ci-dessous, sont présentées les impuretés

principales trouvées dans le melphalan ainsi que leur structure et leur origine.
Tableau 1 : Principales impuretés présentent dans le melphalan, leur structure chimique et leur origine

Nom composé Structure chimique (20) Origine (20)
Aryle R@
FO
Dihydroxymelphalan N—Ar Syntheése et dégradation
—~
HO
m\_\
Monohydroxymelphalan N—Ar Synthese et dégradation
—~
HO
Ci
Meth Iphal N—A Dégradati
ethoxymelphalan —A égradation
/_/
CH,0
G\L\N .
Dimeére de Melphalan N °\_\ Synthese et dégradation
N—Ar
cl
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1.2.2. Mode d’action

Les agents alkylants sont des molécules hautement électrophiles qui interagissent avec des
groupements nucléophiles, tels que les groupements —SH, -OH, -COOH, -NH pour former des liaisons
covalentes. lls réagissent essentiellement avec I'ADN et les protéines. Lors de la substitution
nucléophile, les agents alkylants transférent des groupements alkyles comme des méthyles ou éthyles.
La liaison covalente avec ces molécules engendre I'arrét de la division cellulaire, la réparation de I’ADN
et donc, la réparation des dommages faits par le cancer ou encore, induit I'apoptose des cellules. Le
melphalan fait partie de la famille des moutardes azotées et c’est le motif bis(2-chloroéthyle)amino qui
est responsable de son activité. L’atome d’azote est capable de substituer un ion chlorure pour donner
naissance a un ion aziridinium hautement électrophile qui peut alkyler ’ADN ou les protéines. Le
melphalan comporte 2 groupes alkylants qui interagissent chacun avec une guanine de la chaine d’ADN
et dong, rattachent les 2 brins, ce qui empéche le désenroulement de ce dernier lors de la réplication ou
de la transcription (17, 21-23). Sur la figure 4 ci-contre, le mécanisme de formation du ion aziridinium et
I"alkylation de I’ADN par le médicament est représenté.

-

. 2\ N
N—R /
B’ — Lo, (<
CICH, N
CICH,
lon aziridinium AJN
\ [0}
|
dG-N7 g N7-dG CICH,” ™
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Figure 4 : Mécanisme de formation du ion aziridinium et alkylation en position 7 de la guanine (22)

1.3. Méthode analytique
1.3.1. Fonctionnement

Différentes méthodes analytiques ont été décrites dans la littérature pour I'étude de stabilité du
melphalan, mais I’'HPLC-RP est la technique la plus couramment utilisée en étant couplée a un détecteur,
soit UV, soit fluorescent. Selon les différentes Pharmacopées, I’'HPLC est la méthode de choix. Lors de ce
travail, c’est une HPLC en phase inverse couplée a un détecteur UV-DAD qui va étre utilisée, car c’est le
matériel disponible dans le laboratoire et que cette méthode est décrite dans la Ph. Eur. 8.8 pour I'étude
du melphalan.
L'HPLC en phase inverse est la méthode séparative chromatographique la plus répandue pour les
analyses pharmaceutiques, autant pour l'identification des impuretés que pour le controle de qualité
(24-26). Cette technique est trés sensible et facilement adaptable aux analyses quantitatives. De plus,
elle permet de séparer aussi bien des molécules non-volatiles que thermosensibles (26). Le but de
I’'HPLC est de séparer et de quantifier les différents analytes présents dans un échantillon (24).
L'HPLC consiste en une séparation physique conduite par une phase liquide. Les molécules sont
séparées grace aux interactions entre la phase mobile et la phase stationnaire (24). La phase
stationnaire apolaire est généralement obtenue par une réaction de silylation (27). Pour éluer les
molécules, la phase mobile doit avoir une polarité inverse a la phase apolaire ; c’est pour cela qu’elle
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est, en principe, constituée d’eau et de solvants organiques tels que le méthanol, I’éthanol, I'acétonitrile
et le tétrahydrofurane (25, 28). Ces solvants doivent étre de qualité HPLC afin d’éviter des interactions
ou de perturber la séparation des analytes (27).
Un détecteur en ligne permet de mesurer les concentrations de chaque molécule séparée dans la
colonne et cela génere un chromatogramme. Généralement, les pics ont une forme gaussienne dont la
largeur des pics (w;p) devient plus grande lorsque le temps de rétention augmente.
Le mode gradient est, en général, utilisé car il permet la séparation de solutés ayant des polarités tres
différentes. Cela permet aussi d’augmenter la résolution, diminuer le temps d’analyse et d’améliorer la
sensibilité. Une phase de lavage est, en revanche, nécessaire afin d’éviter la présence de pics artéfacts
(27).
Le temps de rétention d’un analyte correspond au temps qu’il met pour atteindre le détecteur. Il est
nécessaire d’injecter une molécule qui n’est pas retenue dans la colonne pour obtenir le temps mort
nécessaire au calcul du temps de rétention des analytes séparés. Le temps de rétention permet
d’identifier les composés mais dépend du débit de la phase mobile et des dimensions de la colonne. De
ce fait, il est préférable d’utiliser le facteur de rétention qui est définit selon I’équation suivante :

k=2 (1)

to

Ou t est le temps de rétention des analytes et t, le temps mort de la colonne. Les valeurs de k’ doivent,
généralement, se trouver entre 1 et 20. Plus la valeur de k’ augmente, plus le composé est retenu (24).
Le facteur de sélectivité mesure |'efficacité du processus de séparation entre deux molécules. Pour avoir
une séparation des molécules, il est nécessaire que les valeurs de k pour chaque composé soient

différentes. Le facteur de sélectivité est déterminé par I’équation 2 ci-dessous :
k2 _ tp—to
K ta-to (2)

Ce facteur doit étre supérieur a 1.0 pour permettre la séparation de deux pics. Ce dernier dépend de la

nature de la phase stationnaire et de la composition de la phase mobile (24, 27).
Le nombre de plateaux théoriques (N) est une mesure quantitative de I'efficacité de la colonne. Ce
nombre doit étre optimisé soit en augmentant la taille de la colonne, soit en utilisant des colonnes
packées avec des molécules de diametre inférieur. La colonne est trés importante en termes de
résolution de séparation. En effet, plus la colonne est longue, plus le nombre de plateaux théoriques est
grand et plus la résolution est élevée. En revanche, plus la colonne est longue, plus le temps de
rétention sera long et par conséquent, celui de I'analyse le sera aussi. L'efficacité de la colonne est
donnée par I'équation 3 suivante :

N == (52 =162 = 5.54(%)* (3)
Ou wy, représente la hauteur du pic a mi-hauteur.
La résolution en HPLC représente le degré de séparation entre deux pics adjacents et est définit dans
I’équation 4 ci-apreés :

tr1—tr2 Atp
Rs = Ri Rz _ R (4)
R b1Z b2y " w,

Une valeur de R, de 1.5 signifie que la séparation a la base, entre deux pics, est compléete. L'efficacité de
la séparation d’'une analyse HPLC est dépendante aussi bien des facteurs thermodynamiques que des
facteurs cinétiques. La relation est représentée dans I’équation 5 suivante :

R = (755 (D) @ (s)



Coralie BRONNIMANN Travail de Recherche 2016

La résolution est donc controlée par la rétention, la sélectivité et I'efficacité (24, 27).

Dans ce travail, le détecteur d’absorption UV-DAD sera utilisé. Il mesure la portion de lumiére UV/visible
absorbée apres que le rayon lumineux ait traversé I’échantillon. Ce détecteur est tres sensible mais peu
sélectif. Ce type de détecteur permet de mesurer simultanément toutes les longueurs d’ondes UV (27).

1.3.2. Etalon interne

L'étalon interne est une molécule ajoutée a une solution, dont la concentration est connue, et
présentant un facteur de sélectivité différent de celui des molécules d’intéréts. De plus, son temps de
rétention ne doit pas étre beaucoup plus grand que celui de la molécule d'intérét. Il est utilisé en
calculant le ratio des aires, soit I’AUC de la molécule d’intérét divisé par I’AUC du standard interne (29).
De plus, la molécule doit avoir une réponse similaire envers le détecteur a la molécule d’intérét, soit le
melphalan. Il est également nécessaire que la molécule utilisée soit stable en solution (30). Les étalons
internes sont essentiellement utilisés pour corriger d’éventuelles différences de volume d’injection ou
corriger les différences obtenues lors de procédures d’extractions (30).

1.4. Contexte et but du travail
Les solutions d’Alkeran® sont essentiellement reconstituées dans I'unité de fabrication du CHUV et sont
utilisées dans le cadre de divers cancers tel que le rétinoblastome a I’hopital ophtalmique de Lausanne.
Le probléme majeur de ce médicament est, comme mentionné précédemment, sa stabilité. De plus, une
faible quantité de la solution reconstituée est utilisée afin de ne prélever qu’un mL de la solution aprés
diverses dilutions. En plus d’'un probléme de stabilité, il y a donc une perte considérable du produit.
Ce travail de recherche a pour but d’optimiser la méthode analytique utilisée pour I’étude de stabilité du
melphalan. Un essai de validation de la méthode analytique va également étre fait. Une étude de
stabilité du L-PAM va étre effectuée, et il va étre recherché d’optimiser la méthode de préparation des
solutions de melphalan.
Le but final de ce travail est d’éventuellement proposer des changements dans la méthode de
préparation des solutions d’Alkeran® au sein de I'unité de fabrication du CHUV, ainsi que de formuler
des recommandations pour la conservation de ce médicament.
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2.1. Matériel

La balance analytique utilisée est la Metler Toledo AX205 DeltaRange® (Metler Toledo AG, Columbus,
Etats-Unis) ; le bain a ultrasons vient de Metler Toledo (Metler Toledo AG, Columbus, Etats-Unis) ; les
filtres GHP sont obtenus chez Pall (Pall Corporation, New York, Etats-Unis); la plaque a agitation
IKA®RET vient de chez IKA (IKA Works, Breisgau, Allemagne) ; les seringues Luer-Lock™ en polypropyléne
de 1 mL, 5 mL, 10 mL, 50 mL ainsi que les aiguilles Microlance 3 (1.1 x 4.0 mm) viennent de chez BD (BD,
Franklin Lakes, Etats-unis); les seringues de 1 mL Omnifix®-F Tuberculin de chez BBraun (B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Allemagne); les bouchons pour seringues Combi-Lock stériles en
polypropyléne sont fournis par Codan (Codan pvb Medical GmbH, Lensahn, Allemagne) ; les poches de
perfusion de 150 mL sont obtenues chez Fresenius (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg vor der Hohe,
Allemagne) ; les appli Mask viennent de chez Applimed (Applimed SA, Chatel-Saint-Denis, Suisse) ; les
poches de perfusion de NaCl 0.9 % viennent de chez BBraun (B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Allemagne) ; le cryocongélateur provient de chez Arctiko (Arctiko A/S, Esbjerg, Danemark) ; les tubes de
10 mL en polypropyléne viennent de chez Sarstedt (Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Allemagne); les
pipettes Falcon de 1, 2, 5 et 10 mL viennent de chez Corning (Pittsburgh Corning SA, Etat de New-York,
Etats-Unis) ; les micropipettes viennent de chez Socorex (Socorex Isba SA, Ecublens, Suisse); Le
réfrigérateur et congélateur viennent de chez FORS Mediline (FORS AG, Studen, Suisse).

2.2.Produits

L’eau, I'acétonitrile et I'isopropanol de qualité HPLC sont fournis par Merck, comme |'acide acétique
glacial (Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne) ; la triéthylamine et I'acétate d’ammonium ont été fourni
par Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis) ; I'acide acétique glacial vient de chez Merck
(Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne) ; le propylparahydroxybenzoate, le melphalan hydrochloride et le
melphalan pour conformité du systeme ont été obtenus auprés des laboratoires de la Pharmacopée
Européenne (EDQM, Pharmacopée Européenne, Strasbourg, France) ; la solution de NaCl 0.9 % vient de
chez Bichsel (Bichsel AG, Interlaken, Suisse) ; I’Alkeran® provient de chez Pro Concepta (Pro Concepta
Zug AG, Baar, Suisse) ; le povidone K12 vient de chez BASF (BASF, Ludwigshafen, Allemagne).

2.3. Analytique
2.3.1. Appareillage
Toutes les analyses ont été effectuées sur |'appareillage de chromatographie liquide a haute
performance en phase inverse (RP-HPLC) comprenant : une pompe HPLC Prostar 230, un injecteur
automatique HPLC Prostar 410, un détecteur UV/VIS Prostar 310, un détecteur photodiode Prostar 335,
deux colonnes en ligne en phase inverse post-greffées avec des chaines alkyles C18 (Merck, Chromolith®
Rp-18 e, 100-4.6 mm) qui sont protégées par une pré-colonne (Merck).

2.3.2. Conditions chromatographiques et optimisation de la méthode analytique
La méthode d’analyse, préalablement améliorée par Sarah Wellnitz (31) basée sur la Pharmacopée
Européenne 8.5 a été optimisée. La phase mobile utilisée était composée des 2 phases décrites ci-contre
et la préparation s’est faite selon le protocole se trouvant en annexe 1 :

10
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e Solution A: 5 volumes d’acétonitrile et 95 volumes d’eau contenant 0.01 % (v/v) de
triéthylamine, 0.05 % (m/m) d’acétate d’ammonium et 0.05 % (v/v) d’acide acétique glacial
e Solution B: 60 volumes d’acétonitrile et 40 volumes d’eau R contenant 0.01 % (v/v) de
triéthylamine, 0.05 % (m/m) d’acétate d’ammonium et 0.05 % (v/v) d’acide acétique glacial.
La méthode utilisait un mode gradient définit dans le tableau 2 ci-dessous :

Tableau 2 : Méthode analytique avant optimisation

Intervalle [min] Phase A [% v/v] Phase B [% v/v]
0-20 100> 0 0~ 100
20-25 0 100

Débit de phase mobile: 1.5 mL/min avec un détecteur spectrophotomeétre a 260 nm et un volume
d’injection de 20 uL. Le temps d’équilibration était de 35 minutes. Le temps total de la méthode était de
1 heure.

La méthode analytique optimisée utilisait le mode gradient et les conditions chromatographiques du

tableau 3 ci-dessous :
Tableau 3 : Méthode analytique finale = méthode analytique optimisée
Intervalle [min] Phase mobile A (% v/v) Phase mobile B (% v/v)
0-15 100 - 25 0->75

Débit de la phase mobile : 2.5 mL/min avec un détecteur spectrophotométre a 260 nm et un volume
d’injection de 20 pL. Le temps d’équilibration était de 5 minutes. La séparation a été faite sur deux
colonnes en ligne maintenues a 4 °C. Le logiciel LC-Workstation Multi Instrument Version 6.41 Varian
ProStar a été utilisé pour I’acquisition ainsi que le traitement des données. Le temps total de la méthode
analytique était de 20 minutes.

2.3.3. Test des colonnes
Un test des colonnes a été fait en suivant le certificat d’analyse ci-contre : injection d’un mélange de
thiourée 10 pg/mL, de progestérone 100 pg/mL et d’anthracéne 10 pg/mL avec une phase mobile
ACN/Eau (60/40) a un débit de 2 mL/min, avec une détection UV a 254 nm. Le mélange a été injecté 10
fois et les temps de rétention des molécules ont été relevés pour calculer la moyenne, I'écart-type et le
Cv.

2.3.4. Etude de stabilité
Des études de stabilité ont été effectuées pour 3 produits; I'étalon interne, le blanc ainsi que le
melphalan dans sa phase finale d’injection. La méthode optimisée a été appliquée a ces études.

2.3.4.1. Propylparabéne — Etalon interne
Une solution de 10 pug/mL de propylparabéne a été faite selon le protocole en annexe 2. 20 pL de cette
solution ont été injectés a t0, 1, 3, 24, 48, 72 et 144 heures sur I'HPLC. Les AUC obtenues ont été
comparées a celles eues a t0. La moyenne, I'écart-type et le CV ont été calculés.

2.3.4.2. Blanc
Une solution du blanc a été préparée d’apres le protocole en annexe 3. 20 pL ont été injectés selon la
méthode optimisée sur I’'HPLC a tO, 24, 48 et 72 heures. Les chromatogrammes obtenus ont été
superposeés.
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2.3.4.3. Melphalan dans sa phase finale d’injection
La stabilité du melphalan dans une solution 2 % acide acétique (v: v) MeOH sur une journée a été
testée. Une solution d’Alkeran® a 100 ug/mL a été faite selon I'annexe 4. Cette solution a été injectée a
différents temps durant la journée a raison de 20 pL. L'idée de cette solution venait de article dans
lequel le propylparabéne a été cité comme étalon interne, soit la référence (32). La moyenne des AUC,
|’écart-type et le CV ont été calculés.

2.3.5. Validation de la méthode
2.3.5.1. Spécificité
Une solution a 1 mg/mL de melphalan pour conformité du systéme dans une solution 2 % acide acétique
(v: v) MeOH a été faite et placée 15 min a I'étuve a 60 °C. 20 plL ont été injectés sur HPLC et les
chromatogrammes ont été analysés. Le chromatogramme obtenu pour le blanc a aussi été analysé.

2.3.5.2. Standard de calibration
Trois niveaux de concentrations ont été faits, soit 5, 15 et 30 pg/mL. Deux séries ont été effectuées et
les dilutions ont été faites dans une solution 2 % acide acétique (v : v) MeOH selon le protocole se
trouvant en annexe 5. Les ratios des AUC du melphalan sur le propylparabéne ont été calculés et insérés
dans le programme de validation. Les AUC du melphalan ont également été insérées dans le programme
Enoval pour évaluer la validation de la méthode analytique.

2.3.5.3. Standard de validation
Trois niveaux de concentrations ont été faits, soit 5, 15 et 30 pug/mL selon le protocole se trouvant en
annexe 6. Deux séries ont été effectuées. Les ratios des AUC du melphalan sur le propylparabéne ont
été calculés et insérés dans le programme Enoval pour évaluer la validation. Les AUC du melphalan
seules ont également été insérées dans le programme pour regarder la validation de la méthode
analytique.

2.4.Fabrication
2.4.1. Temps de remplissage des seringues
Le temps nécessaire pour remplir 100 seringues en prélevant dans une poche de perfusion et 6ter les
aiguilles pour les remplacer par des bouchons Combi-Lock a été évalué. Les 100 seringues ont été
préparées a l’avance en plagant les aiguilles sur les seringues. Les bouchons Combi-Lock ont été sortis de
leur emballage au préalable. Le temps a été mesuré avec un chronometre depuis le prélevement de la
premiere seringue jusqu’a la derniére. Le temps a été mesuré pour remplir 100 seringues une seule fois

éme

pour le comparer a 5 remplissages de 20 seringues. Dans un 2°™ temps, le temps nécessaire pour

remplir 50 seringues a été évalué avec la poche Freka® préalablement remplie avec de I'eau distillée.

2.4.2. Temps pour congélation de 10 seringues selon 2 modes
Le temps nécessaire pour congeler 10 seringues de 1 mL remplies de solution de NaCl 0.9 % a été
mesuré. La solution NaCl était soit a T° ambiante, soit refroidie au préalable (une nuit au réfrigérateur).
Le temps de congélation a été comparé entre deux modes de congélation : le cryocongélateur et de la
neige carbonique contenue dans une boite en Sagex.

12
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2.4.3. Temps pour congélation poche de perfusion
Le temps nécessaire pour congeler une poche de perfusion remplie de solution NaCl 0.9 % a été évalué.
Pour cela, deux poches de perfusions de 100 mL ont été placées au congélateur a une T° de -22 °C
pendant 20 et 60 minutes.

2.4.4. Etude de dégradation du melphalan a température ambiante
La dégradation du melphalan a été observée a température ambiante aprés sa reconstitution. Cette
derniére a été faite selon le protocole de I'annexe 7. Une solution de melphalan a 20 ug/mL a été
injectée en triplicata a t0. Le tube contenant la solution de melphalan a 5 mg/mL a été gardé a T°
ambiante sous la chapelle. Le protocole de I’'annexe 7 a été répété a t6 et 48 heures.

2.4.5. Etude de stabilité du melphalan au congélateur
L’étude de stabilité du melphalan a été faite en ajoutant le volume nécessaire de solution reconstituée
d’Alkeran® dans les poches de perfusion remplies de solution NaCl et refroidies au préalable. Les
concentrations extrémes d’utilisation des solutions ont été étudiées, soit 15 pug/mL et 200 pg/mL.

2.4.5.1. Poche de perfusion a 15 ug/mlL

Les poches ont été préalablement remplies avec 99.7 mL de solution NaCl 0.9 % et 0.3 mL de solution
d’Alkeran® 5 mg/mL a été ajouté dans la poche. Cette derniére a été mélangée efficacement et des
volumes de 1 mL ont été prélevés dans des seringues en polypropyléne (Omnifix®-F Tuberculin). Lors du
prélevement de la solution, les seringues ont directement été placées dans de la neige carbonique puis,
ont été amenées dans un congélateur a -18 °C. Les solutions a 15 pg/mL ont été diluées 2 fois avant
d’étre injectées sur HPLC, soit 5 mL de solution 15 pg/mL dilué ad 10 mL avec solution 2 % acide
acétique (v: v) MeOH. L'étude de stabilité a été faite sur 1 mois, soit a t0, 1, 2, 3 et 4 semaines. Le
pourcentage relatif par rapport a la concentration obtenue a t0 a été étudié.

2.4.5.2. Poche de perfusion a 200 ug/mL

Le méme mode de préparation que pour les solutions a 15 pg/mL a été suivi. 4 mL de solution
reconstituée de melphalan (5 mg/mL) ont été ajoutés dans une poche de perfusion contenant 96 mL de
solution NaCl 0.9 % refroidie. Aprés prélevement, les seringues ont été placées au congélateur. Pour
I’étude de stabilité, les solutions de melphalan 200 pg/mL ont été diluées 10 fois puis injectées. La
dilution a été faite en mettant 1 mL de solution 200 pg/mL dilué ad 10 mL de solution 2 % acide acétique
(v: v) MeOH. L'étude de stabilité a été faite en comparant les concentrations des t0 avec les
concentrations obtenues apres 1, 2, 3 et 4 semaines de congélation.

2.4.6. Temps pour décongélation des seringues et étude de stabilité du melphalan aprés
décongélation
Le temps nécessaire a la décongélation de trois seringues a T° ambiante et a T° réfrigérée a été mesuré.
Des seringues contenant des solutions a 200 pg/mL ont été sorties du congélateur et ont été laissées a
Iair libre. Le temps de décongélation a été mesuré deés que les seringues ont été sorties du congélateur
jusgu’a ce que le liquide se trouvant dans la seringue ait été entierement décongelé. Le méme procédé a
été répété pour d’autres seringues mais a une température de 4.6 °C.

13
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Une fois les seringues décongelées, un essai de stabilité du melphalan a été effectué sur les solutions
conservées a T° réfrigérée et a T° ambiante. Pour cela, dés que la premiére seringue a été décongelée,
elle a été injectée sur I’'HPLC apres la préparation de I’échantillon comme précisé en annexe 8. Le méme
procédé a été répété apres t0.5, 1, 1.5, 3, 3.5, 4.5 et 5 heures.

2.5.Points critiques et améliorations
Lors de l'ancien travail effectué sur ce sujet, différents éléments critiques ont été relevés. Pour
commencer, un étalon interne n’avait pu étre obtenu dans les temps impartis. Lors de ce travail, le
standard interne sera le propylparabéne.
De plus, la méthode analytique n’avait pas été validée et donc, seulement le pourcentage relatif par
rapport aux AUC obtenues pour le t0 avaient été fait. Lors de ce travail, un essai de validation de la
méthode va étre fait et le pourcentage relatif par rapport aux concentrations obtenues a t0 va étre
étudié.
D’une autre part, le blanc n’avait pas été effectué correctement. Il n’était donc pas certain que les
composés présents dans les solutions de melphalan n’interféraient pas avec ce dernier. C’'est pour cela
que le povidone K12 a été ajouté au blanc.
De plus, seules des mesures indicatives sur la stabilité du melphalan a des T° de -20 °C et -80 °C ont été
faites. En plus de cela, les seringues qui avaient été utilisées pour effectuer ces essais ne
correspondaient pas au conditionnement final utilisé au CHUV. Dans ce travail, c’est essentiellement
cette partie qui va étre étudiée, soit la stabilité de solutions d’Alkeran® a des températures basses (-20
°C).

14
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3.1. Analytique
3.1.1. Optimisation de la méthode analytique

Le melphalan a été injecté a une concentration de 20 pg/mL selon I'optimisation faite par Sarah (31). Le
temps durant lequel 100 % de phase B passe a travers la colonne a été enlevé. Le débit est augmenté
pour arriver a 2.5 mL/min avec un temps d’équilibration de 5 minutes. Les différentes molécules
présentent dans I’échantillon injecté sont bien séparées et sont toutes détectées avant les 13 minutes
de run. DO a cela, le gradient passe de 100 a 25 % de phase A et de 0 a 75 % de phase B car il est arrété
aprés 15 minutes. La séparation des molécules du melphalan, ses produits de dégradation ainsi que le
propylparabéne est visible sur la figure 5 ci-dessous et a été faite selon la méthode analytique
optimisée. Les pics 1 et 2 présentent un facteur de sélectivité de 4.38 selon I'équation 2. Les pics 2 et 3
ont un facteur de sélectivité de 1.08, les pics 3 et 4 ont une valeur de 2.18 et pour finir, les pics 4 et 5
présentent une valeur de 1.42. Les calculs se trouvent en annexe 9. La répétabilité des temps de
rétention des molécules a également été évaluée en injectant plusieurs fois le méme échantillon avec la
méthode analytique optimisée. Cela est visible sur la figure 5 ci-dessous, car les chromatogrammes ont
été superposés et les pics sortent toujours aux mémes temps de rétention.
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Figure 5 : Chromatogramme du melphalan et propylparabéne selon la méthode analytique optimisée
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3.1.2. Test des colonnes
Dans le tableau 4 ci-dessous, les temps de rétention des différents analytes, soit le thiourée, la
progestérone et I'anthracéne sont présentés. La moyenne, |'écart-type et les CVs des temps de
rétention de chaque molécule ont été calculés et sont montrés dans le tableau 4 suivant.

Tableau 4 : Résultats temps de rétention pour le test des colonnes

N° injection Thiourée Progestérone Anthracéne
1 1.503 3.949 6.167
2 1.519 3.939 6.130
3 1.527 4.011 6.271
4 1.520 3.949 6.150
5 1.526 3.940 6.119

Temps rétention [min]
6 1.523 3.943 6.133
7 1.520 3.942 6.135
8 1.520 3.954 6.174
9 1.527 3.996 6.201
10 1.528 3.967 6.169
Moyenne [Min] 1.521 3.959 6.165
Ecart-type 0.007 0.025 0.045
CV [%] 0.478 0.632 0.728

3.1.3. Etude de stabilité
3.1.3.1. Propylparabéne — Etalon interne
Dans le tableau 5 ci-contre, les AUC obtenues pour les injections de propylparabene lors de I’étude de sa

stabilité sur plusieurs jours sont présentées, ainsi que la moyenne, I'écart-type et le CV.
Tableau 5 : AUC du propylparabéne pour son étude de stabilité

Date Heure d'injection Temps [heure] Moyenne AUC [mAu] Pourcentage [%]
15.03.2016 09:34 0 3378979.33 100.00
15.03.2016 11:13 2 3328135.67 98.50
15.03.2016 14:04 5 3311080.00 97.99
16.03.2016 11:08 24 3438096.33 101.75
17.03.2016 10:33 49 3368566.00 99.69
17.03.2016 13:06 51 3347973.00 99.08
18.03.2016 10:21 72 3339211.33 98.82
21.03.2016 10:04 144 3347113.00 99.06

Moyenne 3357394.33 99.36
Ecart-type 38968.32 1.15
CV [%] 1.16 1.16
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3.1.3.2. Blanc

Les résultats obtenus pour la stabilité du blanc sont présentés sur la figure 6 ci-dessous. Ici, les
chromatogrammes obtenus a t0, 22, 48 et 72 heures sont superposeés.

< \starmelphalan_td_2016\melph_datablancudiblanc0n | run
- starmelphalan_td_2016melph_datablanc'ei2iblanc0il nn
70 [ e:ttarimelphalan_td_2016melph_dataiblian: 24blanc00t mn
< Astarmelphalan_td_2016\melph_datablanc'e?2iblanc0il mn
< starmelphalan_td_201melph_datablancblancidt un

File: ¢ \starimelphalan_td_20 16\melph_dztaiblane eliblanc001 un
Channel: 1 = 260.00 nm Results
Last recale: NA
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Figure 6 : Superposition des chromatogrammes du blanc obtenus a t0, 22, 48 et 72 heures

3.1.3.3.
Dans le tableau 6 ci-dessous, sont présentés les résultats obtenus pour I'étude de stabilité du melphalan
dans une solution 2 % acide acétique (v : v) MeOH durant une journée (6 heures). La moyenne, I'écart-

type et le CV ont été calculés.
Tableau 6 : AUC du melphalan 100 pg/mL dans solution 2 % acide acétique (v : v) MeOH

Melphalan dans sa phase finale d’injection

Date Heure d'injection Temps [h] AUC melphalan [mAu] % restant [%]
22.03.2016 10:54 0.00 27459356.00 100.00
22.03.2016 11:16 0.37 27407254.00 99.81
22.03.2016 11:59 1.08 28980598.00 105.54
22.03.2016 12:21 1.45 27428240.00 99.89
22.03.2016 13:16 2.37 28480472.00 103.72
22.03.2016 13:38 2.73 27090390.00 98.66
22.03.2016 14:21 3.45 26795496.00 97.58
22.03.2016 14:43 3.82 26817658.00 97.66
22.03.2016 15:06 4.20 27014264.00 98.38
22.03.2016 15:28 4.57 26937844.00 98.10
22.03.2016 15:51 4.95 26941386.00 98.11
22.03.2016 16:13 5.32 27624688.00 100.60
22.03.2016 16:49 5.92 27686594.00 100.83
22.03.2016 17:11 6.28 26948930.00 98.14

Moyenne 27400940.70 99.79
Ecart-type 643265.02 2.34
CV [%] 2.35 2.35
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3.1.4. Validation de la méthode
3.1.4.1. Spécificité

Le chromatogramme du blanc sur la figure 6 auparavant montre qu’aucun pic ne sort aux temps de
rétention correspondant a ceux du melphalan et du propylparabéne.

Sur la figure 7 ci-dessous, est présenté le chromatogramme obtenu avec la méthode analytique
optimisée pour une solution de melphalan pour conformité du systéme ayant subit une dégradation.
Deux chromatogrammes sont superposés, soit, en rouge, celui obtenu avec la méthode analytique
optimisée et en bleu, la méme méthode analytique a laquelle 5 minutes ou 100 % de phase mobile B
passent ont été ajoutés. Le chromatogramme fournit par la Ph. Eur. a été comparé aux
chromatogrammes obtenus lors de cette étude et se trouve en annexe 10.

+ | Metphatan

Impureté D

|‘ Impureté J

| i
. i H
Impureté | f i Impureté G

Impureté H

Impureté B

Figure 7 : Chromatogrammes obtenus pour le melphalan pour conformité du systéme ayant subit une dégradation forcée

3.1.4.2. Standard de calibration et standard de validation
Le rapport complet Enoval de validation de la méthode analytique se trouve en annexe 11. Les valeurs
obtenues pour les standards de calibration et de validation qui ont été insérées sur le programme
Enoval se trouvent en annexe 12. Sur la figure 8 ci-dessous, est présenté le profil d’exactitude en
considérant le modele de régression linéaire passant par 0 ajustée en utilisant le niveau le plus haut, soit
30 pg/mL.

Profil d'exactitude

Erreur relative (%

75 10 125 15 175 20 225 25 275 30
Concentration (ua/mL}

Figure 8 : Profil d'exactitude en considérant le modeéle de régression linéaire passant par 0 ajustée en utilisant uniqguement le
niveau le plus haut
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Dans la figure 9 ci-contre, est présenté le profil de risque en utilisant le modéle de régression linéaire
passant par O ajustée en utilisant le niveau 3.

Profil de risque

[3 765 10 125 15 175 20 225 26 275 30
Concentration introduite (ua/mL)

Figure 9 : Profil de risque obtenu en considérant le modele de régression linéaire passant par 0 ajustée en utilisant
uniquement le niveau le plus haut

3.2.Fabrication
3.2.1. Temps de remplissage des seringues
Dans le tableau 7 ci-dessous, sont présentés les temps nécessaires au remplissage de 20 et 100

seringues (temps extrapolés a partir des 20 seringues). La moyenne, I'écart-type et le CV ont été
calculés.

Tableau 7 : Temps nécessaires pour remplir 20 seringues et 100 seringues avec poche de perfusion BBraun

N° essais Temps pour 20 seringues [min] Temps pour 100 seringues [min]
1 12.72 63.60
2 8.23 41.15
3 7.57 37.85
4 7.05 35.25
5 8.58 42.90
Moyenne [min] 8.83 44.15
Ecart-type 2.25 11.27
CV [%] 25.52 25.52

Le temps nécessaire pour remplir 100 seringues avec la poche de perfusion préalablement remplie de
solution NaCl 0.9 % de chez BBraun a été de 44.67 minutes.

Dans le tableau 8 ci-dessous, les temps nécessaires au remplissage de 50 et 100 seringues (temps
extrapolés depuis les 50 seringues) avec la poche de perfusion Freka® préalablement remplie d’eau

distillée sont exposés. Le tableau contient aussi les moyennes, les écart-types et les CVs calculés.
Tableau 8 : Temps nécessaire au remplissage de 50 et 100 seringues avec poche de perfusion Freka®

N° Essais Temps 50 seringues [min] Temps 100 seringues [min]
1 23.66 47.32
2 21.37 42.74
Moyenne [min] 22.52 45.03
Ecart-type 1.62 3.24
CV [%] 7.19 7.19
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3.2.2. Temps pour congélation de 10 seringues selon 2 modes
Dans le tableau 9 ci-contre, sont présentés les temps nécessaires a la congélation selon deux modes de
congélation, le cryocongélateur et la neige carbonique, de 10 seringues remplies de solution NaCl 0.9 %,

qui était soit a T° ambiante soit refroidie.
Tableau 9 : Temps nécessaire a la congélation de 10 seringues selon 2 modes de congélation

Mode de congélation T° Poche NaCl 0.9 % Temps congélation [min]
3 Ambiante 39
Cryocongélateur
Refroidie 35
. i Ambiante 19
Neige Carbonique —
Refroidie 13

3.2.3. Temps pour congélation poche de perfusion
Les deux poches de perfusion placées au congélateur étaient congelées lorsqu’elles en ont été sorties
aprés 20 et 60 minutes. Dans les embouts, la solution de NaCl 0.9 % était congelée, empéchant ainsi, le
prélevement de solution pour mesurer la température a I'intérieur de la poche.

3.2.4. Etude de dégradation du melphalan a température ambiante
Dans le tableau 10 ci-dessous, sont présentés les résultats obtenus lors de I'étude de dégradation du
melphalan a T° ambiante. La moyenne, I'écart-type et le coefficient de variation ont été calculés et se

trouvent dans le tableau ci-dessous.
Tableau 10 : Résultats de dégradation du melphalan en fonction du temps

Date Heure injection T [h] AUC melphalan [mAu] Moyenne [mAu] % relatif [%]
19.04.2016 10.42 8304769.00
19.04.2016 11.04 0.00 8145322.00 8226985.67 100.00
19.04.2016 11.26 8230866.00
19.04.2016 16.30 5813285.00
19.04.2016 16.52 5.80 5741440.00 5758492.00 70.00
19.04.2016 17.14 5720751.00
21.04.2016 9.58 3599140.00
21.04.2016 10.19 47.25 3562426.00 3559339.00 43.26
21.04.2016 10.41 3516451.00
Moyenne 5848272.22 5848272.22 71.09
Ecart-type 2022916.98 2335118.14 0.28
CV [%] 34.59 39.93 39.93
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3.2.5. Etude de stabilité du melphalan au congélateur
3.2.5.1. Poche de perfusion a 15 ug/mlL
Dans le tableau 11 ci-contre, sont présentés les pourcentages relatifs obtenus lors de I'étude de stabilité
sur un mois des solutions a 15 pg/mL de melphalan, ainsi que les concentrations calculées. Les résultats

complets obtenus lors de cette étude de stabilité se trouvent en annexe 13.

Tableau 11 : Pourcentage relatif des concentrations en fonction de la concentration de t0 et concentration calculées
Temps

[semaines]

. Conc % . Conc Conc % relatif Conc % . Conc % .

N° Lot relatif o relatif relatif
[ng/mL] (%] [ng/mL] [ng/mL] [%] [ng/mL] %] [ng/mL] (%]

1 13.73 100.00 13.35 97.19 13.57 98.84 13.36 97.31 14.08 102.53

2 16.45 100.00 15.82 96.16 15.87 96.49 15.75 95.76 15.09 91.77

3 15.82 100.00 14.77 93.33 15.32 96.80 15.41 97.40 15.20 96.04

4 16.39 100.00 16.01 97.66 16.51 100.74 16.42 100.18 16.19 98.75
Moyenne 15.60 100.00 14.98 96.09 15.32 98.2 15.24 97.66 15.14 97.27
Ecart-type 1.28 0.00 1.22 0.02 1.26 0.02 1.32 0.02 0.86 0.05
CV [%] 8.18 0.00 8.14 2.02 8.24 2.01 8.65 1.88 5.68 4.66

Dans la figure 10 ci-dessous, sont présentés les pourcentages relatifs des concentrations par rapport a
celles obtenues pour le t0 des solutions a 15 pg/mL.

Etude de stabilité sur 4 semaines des solutions a 15 pg/mL de
melphalan

110.00%

105.00%

/ —o—Sériel
100.00% %

W —@—Série2
95.00% ~N— —- = Série3
\- Séried

90-00% T T T T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

Temps [semaines]

par rapport a t0 [%]

Pourcentage relatif de la concentration

Figure 10 : Etude de stabilité sur 1 mois des poches de perfusion d'une concentration de 15 pg/mL de melphalan
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3.2.5.2. Poche de perfusion a 200 ug/mL
Dans le tableau 12 ci-dessous, sont présentés les résultats obtenus pour les 4 poches de perfusion

contenant une concentration de 200 pg/mL de melphalan en fonction du temps pour I'étude de

stabilité. Autant les pourcentages relatifs par rapport aux concentrations initiales que les concentrations

calculées sont présentés. Les résultats complets obtenus pour cette étude se trouvent en annexe 14.
Tableau 12 : Pourcentage relatif des concentrations en fonction de la concentration de t0 et concentrations calculées

Temps
[semaines]
%
N° Lot Conc Conc Conc Conc relatif Conc
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] %] [ng/mL]
1 227.67 100.00 223.39 98.12 220.93 97.04 228.02 100.16 234.87 103.16
2 232.86 100.00 223.56 96.01 219.34 94.19 223.21 95.86 220.75 94.80
3 233.58 100.00 217.09 92.94 219.19 93.84 222.26 95.15 219.18 93.83
4 229.16 100.00 218.31 95.27 227.14 99.12 236.39 103.16 232.01 101.24
Moyenne 230.82 100.00 220.59 95.59 221.65 96.05 227.47 98.58 226.70 98.26
Ecart-type 2.86 0.00 3.37 0.02 3.74 0.02 6.46 0.04 7.89 0.05
CV [%] 1.24 0.00 1.53 2.24 1.69 2.60 2.84 3.82 3.48 4.72

Dans la figure 11 ci-contre, sont présentés les pourcentages relatifs des concentrations par rapport a t0
en fonction du temps.

Etude de stabilité sur 4 semaines solution a 200 pg/mL de
melphalan
110.00%

105.00%
e —0=—"Sériel

100.00% E"S : j/ -
95.00% \\‘_;—P&l— o
=== Série3

90-00% T T T T T T T T 1 L.
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 Seried

Temps [semaines]

Pourcentage relatif en fonction
de la concentration a t0 [%]

Figure 11 : Etude de stabilité sur 1 mois des solutions d’une concentration de 200 pg/mL de melphalan

3.2.6. Temps pour décongélation des seringues et étude de stabilité du melphalan apreés
décongélation

Dans le tableau 13 ci-dessous, sont présentés les temps nécessaires a la décongélation de 3 différentes
seringues gardées soit a T’ambiante soit a 4.6 °C. Les moyennes, écart-type et CVs ont été calculés.
Tableau 13 : Temps nécessaire a la décongélation de seringues soit a T° ambiante, soit a 4.6°C
Mode décongélation N° Temps [min] Moyenne [min] Ecart-type CV [%]
9.37
9.24 9.35 0.11 1.13
9.45
49.20
49.53 50.37 1.75 3.48
52.39

T°ambiante

WiINRrlw|N| -
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Dans le tableau 14 ci-dessous, les résultats obtenus pour la stabilité du melphalan aprés décongélation

et conservation au frigo a 4.6 °C sont montrés. Les moyennes, écart-type et CVs ont été calculés.
Tableau 14 : AUC et concentrations du melphalan en fonction du temps aprés décongélation et conservation au réfrigérateur

N° injection Temps [heures]  AUC melphalan [mAu] Concentration [pug/mL] % Relatif [%]
1 0.0 5469669.00 230.52 100.00
2 0.5 5473996.00 230.70 100.08
3 1.0 5481136.00 231.00 100.21
4 1.5 5396051.00 227.42 98.65
5 3.0 5541276.00 233.54 101.31
6 3.5 5380247.00 226.75 98.37
7 4.5 5497366.00 231.69 100.51
8 5.0 5539322.00 233.45 101.27

Moyenne 5472382.88 230.63 100.05
Ecart-type 58862.34 2.48 1.08
CV [%] 1.08 1.08 1.08

Dans le tableau 15 ci-dessous, les résultats obtenus pour la stabilité du melphalan apres décongélation

et conservation a T° ambiante sont présentés. Les moyennes, écart-types et CVs ont été calculés.
Tableau 15 : AUC et concentrations du melphalan en fonction du temps aprés décongélation et conservation a T° ambiante

N° injection Temps [heures] AUC melphalan [mAu] Concentration [ug/mL] % relatif [%]
1 0.0 5409920.00 215.53 100.00
2 0.5 5485603.00 218.55 101.40
3 1.0 5408520.00 215.47 99.97
4 1.5 5279491.00 210.33 97.59
5 3.0 4817881.00 191.94 89.06
6 3.5 4804055.00 191.39 88.80
7 4.0 4568544.00 182.01 84.45
8 4.5 4693185.00 186.75 86.75

Moyenne 5058399.88 201.53 93.50
Ecart-type 372906.66 14.86 0.07
CV [%] 7.37 7.37 7.37

Sur la figure 12 ci-contre, sont représentées les deux courbes de stabilité obtenues selon deux modes de
conservation, soit le réfrigérateur et a température ambiante.

120.00%
110.00%
100.00%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00%

Pourcentage relatif [%]

Etude de stabilité aprés décongélation

=== Réfrigérateur

T° ambiante

Temps [heures]

Figure 12 : Graphique représentant la stabilité du melphalan aprés décongélation et conservation selon 2 modes
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4.1. Analytique
4.1.1. Optimisation méthode analytique

Le temps durant lequel 100 % de phase mobile B passait a été enlevé de la méthode car aucune
molécule ne sortait pendant cette période. Cela vient du fait que les molécules ne sont plus retenues
dans les colonnes parce qu’elles ne sont pas autant apolaires que la phase mobile et donc, ont déja élué.
Le débit de la phase mobile est augmenté, permettant aux molécules d’étre détectées plus rapidement
par le détecteur UV-DAD et ainsi, engendre une diminution du temps d’analyse. De plus, comme toutes
les molécules sortent avant 15 minutes d’analyse lorsque le débit de la phase mobile est de 2.5 mL/min,
il a été décidé d’arréter le gradient a ce moment-la. Par conséquent, le gradient passe de 100 % de
phase mobile A a 25 % et de 0 a 75 % de phase mobile B. Ceci permet de gagner du temps lors de
I'analyse. Les facteurs de sélectivité entre chacun des pics sont supérieurs a 1, ce qui démontre une
bonne séparation de ceux-ci. Comme cette derniére est suffisante, le débit élevé de phase mobile peut
étre conservé. Le temps d’équilibration a pu étre diminué a 5 minutes étant donné que les
chromatogrammes sont reproductibles, ce qui se voit lors de leur superposition. Le tout permet
d’arriver a un total de 15 minutes d’analyse et 5 minutes d’équilibration. La méthode analytique est,
alors, passée de 1 heure a 20 minutes. Le temps d’analyse est un facteur important car il peut avoir un
impact important sur les résultats obtenus parce qu’il peut grandement influencer la stabilité du
médicament. En effet, plus I’analyse est longue, plus le melphalan a le temps de se dégrader et donc, les
résultats obtenus peuvent étre biaisés. Le fait de passer d’une analyse de 60 a 20 minutes est alors
bénéfique pour I'étude de stabilité ou de dégradation du médicament.

Le test de répétabilité lors d’injections consécutives de la solution de melphalan montre que les analytes
sortent toujours aux mémes temps de rétention. En effet, en superposant les chromatogrammes
obtenus a différents moments, il est visible que les pics se trouvent toujours au méme endroit sur le
chromatogramme. Cela prouve, une nouvelle fois, que la méthode analytique optimisée peut étre
utilisée et que le temps d’équilibration est suffisant pour obtenir des chromatogrammes reproductibles.

4.1.2. Test des colonnes

Cet essai des colonnes a été fait dans le but de s’assurer qu’elles permettaient une bonne séparation des
analytes et qu’elles répondaient aux exigences de conformité. Les deux colonnes en ligne ont permis de
séparer le mélange des 3 composés. Le temps de rétention moyen pour les 10 injections du mélange, est
de 1.521 + 0.478 minutes pour le thiourée, pour la progestérone, il est de 3.959 * 0.632 minutes et pour
I’anthracene, il est de 6.165 + 0.728 minutes. Les coefficients de variations sont inférieurs a 1 %, ce qui
montre une tres légere variation des temps de rétention des molécules. De plus, au vu de ces valeurs,
les deux colonnes en ligne permettent une séparation reproductible et optimale du mélange de
molécules. Ces colonnes répondent donc aux exigences de conformité, permettant leur utilisation pour
la suite des expériences.

4.1.3. Etude de stabilité
4.1.3.1. Propylparabéne - Etalon interne
La moyenne des AUC au cours du temps des solutions de propylparabéne est de 3357394.33 + 1.16
mAu. Le pourcentage relatif par rapport a la premiere injection présente une moyenne de 99.36 + 1.16
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%. DO aux valeurs de CV inférieures a 2 %, il est possible d’affirmer que les solutions de propylparabéne
sont stables au cours du temps. Ceci permet une préparation des solutions de
propylparahydroxybenzoate a I'avance et de les utiliser au cours du temps. Il n’est donc pas nécessaire
de préparer des solutions fraiches chaque jour.

Le propylparabéne a été choisi comme étalon interne car il présente un facteur de rétention différent du
melphalan. En effet, le k' pour le propylparabéne est de 9.83, alors que celui du melphalan est de 6.92.
Cela vient du fait que le propylparabéne est une molécule plus apolaire que le melphalan et donc, est
retenue davantage par les motifs C18 présents dans les colonnes. Les calculs des facteurs de rétention
se trouvent en annexe 15. Le facteur de rétention de I’étalon interne est suffisamment différent de celui
de la molécule d’intérét et son temps de rétention n’est pas excessif par rapport a celui obtenu pour le
L-PAM. De ce fait, I'utilisation de cette molécule n‘augmente pas de maniére significative le temps
d’analyse. Le propylparabéne présente également une bonne stabilité lorsqu’il se trouve en solution. De
plus, cette molécule est bien détectée par UV a la longueur d’onde de détection du melphalan, soit 260
nm. Tout cela fait que le propylparabéne est une molécule adéquate pour étre utilisée comme étalon
interne. L'idée de cette molécule comme étalon interne vient de deux différents articles, soit les
références (32, 33). En revanche, au vu des variations des AUC du propylparabéne remarquées lors de la
validation, et que cette derniére soit passée sans étalon interne, I'idée d’utiliser cette molécule a été
abandonnée. De plus, la RP-HPLC utilisée étant récente, I'utilisation d’un étalon interne ne s’est pas
révélée nécessaire. En effet, comme mentionné en introduction, les étalons internes sont utilisés soit
pour corriger le volume d’injection, soit lors d’extraction. Comme il a été remarqué que le volume
d’injection du melphalan était constant, il n’est plus nécessaire d’utiliser I’étalon interne. La variation
des AUC du propylparabene peut venir de I'utilisation inadéquate des pointes de micropipettes qui
absorbaient un certain volume de solution dans le filtre.

4.1.3.2. Blanc
Lors de la superposition des chromatogrammes acquis pour la solution de blanc, aucun pic n’apparait en
fonction du temps. Au vu de ces chromatogrammes, le blanc est stable car il n’y a pas de différence
visible entre celui obtenu a t0 et celui a t144 heures.

4.1.3.3. Melphalan dans sa phase finale d’injection
L’essai de stabilité du melphalan dans une solution acide a été fait dans le but d’évaluer s’il était possible
de préparer les solutions a I'avance, soit le matin pour les injecter au cours de la journée. Il s’est révélé
que le melphalan se trouvant dans une solution 2 % acide acétique (v : v) MeOH présente une stabilité
augmentée. En effet, lorsque les solutions ont été injectées sur une journée, I’AUC moyenne des pics du
melphalan est de 27400940.70 + 2.35 mAu. De plus, la moyenne du pourcentage relatif par rapport a la
premiére injection est de 99.79 £ 2.35 %. Ces coefficients de variation inférieurs a 5 % montrent que le
melphalan est stable en fonction du temps lorsqu’il se trouve dans cette solution contenant du
méthanol et de I'acide acétique glaciale. En effet, méme aprés 6.28 heures, il reste 98.14 % de la
concentration initiale. Grace a ces résultats tres satisfaisants, il est possible de préparer les solutions a
I’avance et de les injecter durant la journée sans craindre un probléme de dégradation du médicament.
Cela n’aurait pu étre le cas si les solutions se trouvaient dans une solution de NaCl 0.9 %, comme il a été
remarqué apres, lors de I'essai de dégradation du melphalan a température ambiante. En effet, comme

25



Coralie BRONNIMANN Travail de Recherche 2016

il sera discuté plus loin, apres 5.80 heures, seul 70.00 % de la concentration initiale restent dans la
solution. Cela vient conforter les données trouvées dans la littérature et discutées dans I'introduction de
ce travail. Effectivement, il avait été trouvé que le melphalan avait une stabilité augmentée lorsqu’il se
trouvait en condition acide.

4.1.4. Validation de la méthode
4.1.4.1. Spécificité

La spécificité d’'une méthode analytique est sa capacité a mesurer la réponse de I'analyte d’intérét, soit
le melphalan, en présence de ses produits de dégradations, des impuretés ou de la matrice (34). Le
chromatogramme de la figure 6 du blanc montre qu’aucun pic ne sort aux temps de rétention
correspondant a ceux du melphalan et du propylparabéne. Il n’y a donc aucun composant qui n’interfere
avec les pics d’intéréts et, par conséquent, aucun probleme pour l'identification et la quantification des
molécules. En effet, ni les excipients présents dans les solutions commerciales Alkeran®, ni les solvants
de dilution n’interférent avec le melphalan.

La conformité du systéme a été vérifiée en injectant des solutions pour conformité du systeme de la Ph.
Eur. 8.8 selon la méthode analytique optimisée. Sur le chromatogramme en figure 7, il a été possible
d’identifier les différentes impuretés en le comparant au chromatogramme obtenu par la Ph. Eur. 8.8 se
trouvant en annexe 10. Par ailleurs, la séparation entre le melphalan et I'impureté J n’est pas optimale.
Le probleme aurait pu étre résolu avant de commencer les études de stabilité si le produit pour
conformité du systéme avait été recu plus rapidement. En effet, il a été réceptionné apres que les temps
0 pour I'étude de stabilité du melphalan ait été fait. De ce fait, la méthode analytique n’a pu étre
modifiée pour optimiser la séparation de ces 2 pics. En revanche, en allongeant le temps d’analyse a 20
minutes, soit 5 minutes a 100 % de phase mobile B en plus (en bleu sur le chromatogramme), aucun pic
ne sort apres les 15 minutes. Le temps et le gradient de la méthode optimisée permettent donc a toutes
les molécules de sortir et d’étre détectées. Il n’est donc pas nécessaire de passer les 5 minutes a 100 %
de phase mobile B.

4.1.4.2. Standard de calibration et standard de validation

Seulement deux séries de validation ont pu étre effectuées car, lors de I’essai de validation, un probleme
est survenu pour la série 3. De ce fait, un nouveau produit nécessaire au standard de calibration a été
commandé, mais d a une rupture de stock du melphalan hydrochloride, il n’a pu étre réceptionné dans
les temps impartis et donc, par manque de temps, il n’a pas été possible de refaire cette 3°™ série.

Le modeéle utilisé pour la validation de la méthode analytique est une régression linéaire passant par 0
ajustée en utilisant uniquement le niveau 3. Cela signifie qu’un seul point est nécessaire pour faire la
courbe de calibration, soit une solution d’une concentration de 30 pg/mL de melphalan HCI.

L’exactitude montre I'étroitesse de I'accord entre le résultat d’essai et la valeur de référence acceptée
comme telle (35). Le profil d’exactitude obtenu en considérant le modeéle de régression linéaire passant
par O ajustée en utilisant uniqguement le niveau le plus haut montre que la méthode est valide dans
I'intervalle de dosage. En effet, tous les points se trouvent dans I'intervalle des 5 % définit comme étant
I'intervalle de tolérance. Avec cela, seulement 5 % des futures valeurs de dosages de solutions seront en

dehors des limites, ce qui est généralement accepté lors d’essais en Sciences Pharmaceutiques.
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Il est visible sur le profil de risque que, pour toutes les concentrations entre 5.0 et 30.0 pg/mL, le risque
d’avoir des mesures en dehors des limites d’acceptations a chaque niveau est inférieur a 5 %.

La méthode analytique est considérée comme valide et peut donc, étre utilisée pour I'usage auquel elle
a été prévue, soit le dosage du melphalan en solution. Autant les ratios melphalan/propylparabéne que
les AUC du melphalan ont été testés pour la validation de la méthode analytique. Cette derniere a été
validée avec les AUC du melphalan et non avec les ratios. Pour cette raison, I'étalon interne n’a pas
besoin d’étre ajouté et I'idée de son utilisation a été abandonnée. Cela vient d’une forte variation des
AUC du propylparabéne remarquée lors de I'essai de validation. Cette variation peut venir de I'utilisation
inadéquate des pointes de micropipettes qui n’étaient pas adaptée au volume prélevé de solution. Ces
dernieres, contenant un filtre, ont absorbé une certaine quantité de solution et donc, le volume ajouté
n’était pas celui voulu. Cela n’ayant pas été remarqué immédiatement, les résultats pour le
propylparabéne deviennent inutilisables.

4.2.Fabrication
4.2.1. Temps de remplissage des seringues

Le temps pour remplir 20 seringues est de 8.83 + 25.52 minutes, ce qui fait 44.15 + 25.52 minutes pour
les 100 seringues. Cette valeur de CV élevée est due au remplissage manuel des seringues et qu’il est
indispensable de s’habituer a les manipuler ainsi que d’utiliser des poches de perfusion. C’'est pour cela
que I'essai a été fait 5 fois. De plus, le temps nécessaire pour remplir 100 seringues en utilisant la méme
poche de perfusion est de 44.67 minutes. Cette valeur est donc tres proche de celle obtenue en faisant
la moyenne des 5 remplissages de 20 seringues. L’extrapolation est donc possible et permet d’éviter
I"utilisation de 300, voire 500 seringues/aiguilles/bouchons inutilement.

Le temps moyen de remplissage de deux fois 50 seringues a partir de la poche de perfusion Freka®, qui
sera utilisée ultérieurement, est de 22.52 + 7.19 minutes, soit 45.03 + 7.19 minutes pour les 100
seringues. En comparant cette durée par rapport a celle obtenue pour la poche de perfusion BBraun, il
est possible d’affirmer que ces temps sont proches et que ce dernier test n’était pas indispensable. Il
permet tout de méme de s’assurer que c’était une bonne prévision du temps nécessaire au remplissage
des seringues. Ces différents tests ont été effectués car I'idée de départ était de prélever 100 seringues
et de les congeler pour éviter la perte de solution. Par apres, au vu de ces temps relativement longs lors
du prélevement des seringues, il a été décidé de ne prélever que 20 seringues. En effet, durant cette
période de prélevement, di a la faible stabilité du médicament, une dégradation peut déja se faire. De
plus, I’étude de stabilité se faisant seulement sur 1 mois, seul 20 seringues sont nécessaires.

4.2.2. Temps pour congélation de 10 seringues selon 2 modes
Le test de congélation de 10 seringues n’a été fait qu’'une seule fois pour chaque mode et chaque
température de la solution de NaCl 0.9 %. Par conséquent, aucune moyenne, écart-type, CV n’ont été
calculés. Pour le cryocongélateur, avec la solution a T° ambiante, 39 minutes ont été nécessaires pour
une congélation totale des seringues. Lorsque la solution de NaCl était refroidie, un gain de 4 minutes a
été observé, car seul 35 minutes sont indispensables. Avec la neige carbonique, seulement 19 minutes
sont nécessaires pour la congélation complete des 10 seringues remplies de NaCl a T°ambiante. Il n’a
fallu que 13 minutes, soit un gain de 6 minutes pour les solutions de NaCl 0.9 % refroidies. Il est donc
visible gu’avec la neige carbonique, il faut 2.1 fois moins de temps pour les solutions a T° ambiante et
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2.7 fois moins de temps pour les solutions préalablement refroidies qu’avec le cryocongélateur. La
différence entre les solutions a T° ambiante et refroidies vient du fait que, lorsque les solutions sont
froides, moins d’énergie n’est nécessaire a la congélation des solutions de NaCl que pour celles a T°
ambiante. La différence de temps entre le cryocongélateur et la neige carbonique vient du fait qu’avec
la neige carbonique, la surface disponible pour déposer les seringues est plus grande ; cela permet de les
entreposer a plat. Au contraire, avec le cryocongélateur, la place est restreinte et les seringues sont les
unes sur les autres. Par conséquent, cela ne permet pas une bonne répartition du froid pour une
congélation homogene. De plus, la place disponible dans le cryocongélateur étant trés faible, ne permet
pas de remplir les seringues avec 1 mL de solution. En effet, lors de la congélation, la solution NaCl va se
dilater et alors, pousser le piston de la seringue ; il n’est donc pas possible de les remplir davantage. D{
au temps plus rapide de congélation, une surface plus grande et une utilisation plus aisée, la neige
carbonique dans une boite en sagex est choisie comme moyen de congélation pour la suite des
expériences. De plus, ce sera avec des solutions refroidies au réfrigérateur durant une nuit que seront
faites les solutions de melphalan car cela permettra une congélation plus rapide des seringues et donc,
une dégradation moindre du médicament.

4.2.3. Temps pour congélation poche de perfusion

Etant donné que les poches de perfusion remplies de solution NaCl placées au congélateur pendant 20
et 60 min étaient congelées, il n'a pas été possible de prélever du liquide. Par conséquent, la
température a l'intérieur de la poche n’a pu étre mesurée. L'idée de congeler les poches avant la
préparation des solutions de melphalan a donc été abandonnée car il n’est pas possible de standardiser
cette étape. Cet essai a été testé dans le but d’accélérer la congélation des solutions de melphalan et
donc, de diminuer la dégradation du médicament. Le plus important est donc de placer les poches de
perfusion au frigo au préalable et, si tel n"aurait pas été le cas et qu’un cas d’urgence surviendrait, il
serait possible de placer la poche de perfusion durant 5 minutes au congélateur avant la préparation de
la solution.

4.2.3.1. Etude de dégradation du melphalan a température ambiante

Le melphalan est un médicament qui se dégrade tres rapidement. Il est observé que I'aire sous la courbe
du pic du melphalan diminue trés rapidement au cours du temps. En effet, aprés 5.80 heures, une perte
considérable du produit est visible puisqu’il ne reste plus que 70.00 % de la concentration initiale. Par
ailleurs, apres 47.30 heures, plus de la moitié de la concentration initiale est perdue. Cela montre et
prouve que, lorsque le melphalan est conservé a température ambiante pendant une courte période, il
n’est pas stable et ne peut étre utilisé longtemps aprés sa reconstitution. De plus, les CVs élevés trouvés
pour les AUC et les pourcentages relatifs montrent I'instabilité du produit. En effet, si le L-PAM était
stable, le coefficient de variation serait faible, ce qui n’est pas le cas ici, comme il vaut 39.93 %. Cela
montre la nécessité de trouver des solutions pour augmenter la stabilité du L-PAM.

4.2.4. Etude de stabilité du melphalan au congélateur
4.2.4.1. Poche de perfusion a 15 ug/mL
L’étude de stabilité pour les poches de perfusion conservées au congélateur montre que les solutions de
melphalan sont stables. En effet, au vu de la figure 10, tous les pourcentages relatifs par rapport a la
concentration de t0 se trouvent entre 110 et 90 %. Selon la définition de la Ph. Helv. 10, « un
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médicament est considéré comme pratiquement stable lorsque, en un laps de temps déterminé, ses
propriétés essentielles ne changent pas ou changent au plus dans des proportions tolérables ; de plus, il
est entendu que le médicament doit étre conservé dans des conditions appropriées et prescrites de
température, d’humidité et d’exposition a la lumiére et qu’un récipient convenable a été utilisé ».
L'intervalle de tolérance a été déterminé comme étant de 10 %. Comme les pourcentages relatifs des
concentrations par rapport au t0 se trouvent dans cet intervalle, il peut étre conclu que le médicament
est stable au congélateur, pour cette concentration, durant un laps de temps correspondant a 4
semaines. Par ailleurs, il y a une certaine variation entre les séries. En effet, les concentrations entre les
poches ne sont pas exactement les mémes. Cela peut venir d’une certaine inhomogénéité dans la poche
de perfusion, et différents parametres peuvent entrer en compte. Le premier est le remplissage manuel
des poches de perfusion vides avec la solution NaCl 0.9 %. Une variation peut venir de I'imprécision des
seringues utilisées, soit celles de 50 mL. De plus, dii au manque d’expérience, il est également possible
qgue la concentration de départ du melphalan n’était pas exactement la méme lors de la reconstitution
des différents flacons. Effectivement, il est possible que le volume de diluant prélevé pour chaque flacon
fat différent comme il a été prélevé avec des seringues. Par aprés, les volumes prélevés de solution
reconstituée pouvaient avoir une légere variation, malgré qu’ils aient été prélevés avec des
micropipettes. Par ailleurs, il a également été remarqué que les concentrations initiales dans les poches
de perfusion étaient supérieures a celles voulues, soit 15 pg/mL. Cela peut venir, comme dit
précédemment, de divers facteurs. Le plus important est de voir que les solutions sont stables pendant
1 mois si le melphalan est conservé au congélateur a une température de -18°C. Cela mene a affirmer
qgue des modifications du mode de préparation est possible, ou, quoi qu’il en soit, de conserver les
Alkeran® reconstitués au congélateur pour les utiliser ultérieurement.

4.2.4.2. Poche de perfusion & 200 ug/mL

Les résultats obtenus pour les poches de perfusion de 200 pg/mL montrent que les solutions sont
stables au cours du temps lorsqu’elles sont conservées au congélateur. En effet, durant la conservation,
les pourcentages relatifs par rapport a la concentration au temps initial se situent entre 90 et 110 %. De
ce fait, il est possible d’affirmer que les solutions sont stables une fois stockées au congélateur a une
température de -18 °C. En effet, il est visible sur le graphique de la figure 9 qu’aucune valeur ne se
trouve en dehors de l'intervalle déterminé comme étant I’écart de stabilité. Par contre, il est visible que
pour la poche n°3, le pourcentage relatif obtenu a t1 semaine par rapport au t0 est plus faible que pour
les autres poches. Cela vient probablement d’une erreur de dilution. En effet, il est possible, soit que le
volume prélevé de la solution du melphalan avec la micropipette ait été faussé, soit que le remplissage
au trait de jauge n’ait pas été fait de la maniére la plus consciencieuse qui soit. Quoi qu’il en soit, au vu
de ces résultats hautement positifs, une proposition de modification du mode de préparation est
envisageable. Comme pour les poches a 15 pg/mL, les concentrations obtenues pour les différentes
poches sont supérieures aux valeurs voulues. Cela provient des mémes facteurs énumérés ci-dessus. De
plus, il y a également une variation des concentrations entre les différentes poches. Par ailleurs, tous les
coefficients de variations se trouvent en dessous de 5 %, ce qui montre I’'homogénéité entre les poches
au niveau des concentrations.
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4.2.5. Temps pour décongélation des seringues et étude de stabilité du melphalan aprés
décongélation

Pour décongeler une seringue a température ambiante, seulement 9.35 +* 1.13 minutes sont
nécessaires, alors que pour la décongeler au réfrigérateur (a une T° de 4.6 °C), 50.37 + 3.48 minutes sont
nécessaires. L'écart entre ces deux temps est la conséquence d’une différence de température plus
importante entre les seringues et I'air pour les seringues se trouvant a T° ambiante que pour celles au
réfrigérateur. Cette différence plus conséquente permet au liquide se trouvant dans la seringue de se
réchauffer plus rapidement et, par conséquent, de se décongeler plus vite. De plus, les coefficients de
variation pour les 2 différents modes de décongélation sont inférieurs a 5 %, ce qui montre une faible
variation. Par ailleurs, le CV est plus important pour la décongélation a 4.6 °C car les seringues se
trouvaient dans un sachet plastique et, les 10 seringues nécessaires a I'étude de stabilité étaient les
unes a co6té des autres. Si elles avaient été espacées dans le frigo, la décongélation aurait,
probablement, été plus homogene et plus rapide. En effet, en étant les unes a c6té des autres, il est
possible que les seringues gardent le froid et donc, la décongélation se fait moins rapidement. Cette
étude sur le temps de décongélation donne une idée pour les recommandations nécessaires si une
modification du mode de préparation est faite.
Le pourcentage relatif par rapport a la concentration du melphalan a temps 0 montre que, si le produit
est conservé a 4.6 °C, il est stable. En effet, le pourcentage relatif montre une moyenne de 100.05 + 1.08
%. Cette faible variation du coefficient de variation mene a affirmer qu’il est possible de garder les
solutions au réfrigérateur aprés décongélation si elles ne sont pas directement administrées. La solution
peut, dans tous les cas, étre conservée pendant 5 heures au frigo, car il reste encore 101.27 % de la
concentration initiale. Cette augmentation de concentration peut venir de la possible inhomogénéité
dans la poche de perfusion. De ce fait, la concentration de la solution a l'intérieur de la seringue pouvait
étre légerement plus élevée que celle dans la seringue utilisée a t0. En effet, les solutions injectées
viennent de seringues différentes étant donné que seul 1 mL sont contenus dans chaque seringue et que
la totalité est utilisée pour étre diluée 10 fois.
De plus, si I'on compare les deux modes de conservation, il est visible qu’a température ambiante, le
produit n’est pas stable. En effet, la concentration diminue graduellement, comme il était le cas lors de
I’étude de dégradation du melphalan a T° ambiante. Si la solution est conservée a I'air libre, il n’est plus
possible de l"utiliser apres 2.50 heures pour une utilisation slre. C'est pour cela qu’il faudra conserver
les seringues de melphalan au réfrigérateur apres décongélation pour une utilisation slre et adéquate
du médicament s’il n’est pas administré directement apres sa décongélation.
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Lors de ce travail, le premier objectif était d’optimiser la méthode analytique prescrite par la Ph. Eur.
8.8. Pour cela, la méthode améliorée par Sarah Wellnitz a été optimisée. Le temps d’équilibration a été
diminué a 5 minutes, ce qui est suffisant pour avoir des chromatogrammes reproductibles. De plus, le
débit a été augmenté a 2.5 mL/min, permettant aux molécules d’intéréts d’étre détectées avant 15
minutes de run. Cela a permis d’arréter le gradient a 15 minutes, et donc, de passer de 100 a 25 % de
phase mobile A et de 0 a 75 % de phase mobile B. Avec ces modifications, la méthode passe de 1 heure
d’analyse a 20 minutes. Cela est bénéfique pour la stabilité du melphalan qui subit une dégradation tres
rapide. Par ailleurs, la méthode analytique aurait pu étre davantage optimisée et ainsi, permettre une
séparation compléte entre le melphalan et I'impureté J si le melphalan pour conformité du systeme
avait été réceptionné plus t6t. Des essais en diminuant le débit de la phase mobile peuvent étre faits
afin d’améliorer cette séparation, ou une augmentation de la taille des colonnes peut également étre
testée. Un changement de phase mobile est également envisageable.

La spécificité de la méthode analytique a été démontrée avec le chromatogramme du blanc, ou il est
visible qu’aucun pic ne sort aux temps de rétention des molécules d’intéréts. Cela permet alors, une
guantification et identification des analytes voulus. De plus, les impuretés principales ont pu étre
identifiées en comparant le chromatogramme obtenu avec le melphalan pour conformité du systeme et
le chromatogramme fournit par la Ph. Eur. La méthode analytique a ensuite été validée avec un modéle
de régression linéaire passant par 0 ajustée en utilisant uniquement le niveau 3, soit une concentration
de 30 pg/mL. Le profil d’exactitude considérant ce modéle montre que la méthode est valide dans
I'intervalle de dosage, soit entre 5.0 et 30.0 pug/mL. En effet, tous les points vont se trouver dans
I'intervalle des 5 % définit comme étant I'intervalle de tolérance. De plus, le profil de risque montre que
le risque d’avoir des mesures en dehors des limites d’acceptation est inférieur a 5 %. La validation de la
méthode analytique peut étre optimisée en la faisant avec les 3 séries nécessaires a une validation. De
plus, un autre modeéle de validation pourrait également étre testé.

Un essai de dégradation du melphalan a été effectué a température ambiante avant de procéder aux
études de stabilité de celui-ci. Il a été remarqué que ce médicament se dégrade trés rapidement car
apres 5.80 heures, seulement 70.00 % de la concentration initiale sont encore présents. Cette
dégradation rapide confirme ce qui a été trouvé dans la littérature et ne permet pas une utilisation sur
une longue période apres reconstitution. Par ailleurs, il a été trouvé que, si le melphalan se trouvait dans
une solution contenant 2 % d’acide acétique, il était stable sur une journée. Cela permet alors, une
préparation des solutions du L-PAM a I’avance lors de I’étude de stabilité.

Les essais de stabilité du melphalan sur un mois se sont révélés positifs. En effet, autant pour les
solutions a 15 pg/mL que pour les solutions a 200 pg/mL, les concentrations se situent toujours entre 90
et 110 % de la concentration initiale méme apres conservation au congélateur pendant 4 semaines.
L’étude de stabilité pourrait étre poursuivie pour évaluer si les solutions sont stables sur une durée plus
importante de conservation. Mais les résultats positifs obtenus sur 4 semaines sont déja un bon point
pour la reconstitution du melphalan qui n’était pas stable plus de 1.5 heure aprés la reconstitution selon
le fabricant.

Pour décongeler les seringues au réfrigérateur, 50.37 + 3.48 minutes sont nécessaires. Ce temps est
relativement élevé mais au vu des résultats obtenus pour I’étude de stabilité lorsque les solutions sont
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conservées au réfrigérateur, cela n’a pas d’impact. En effet, aprés 5.00 heures, il reste 101.27 % de la
concentration initiale. C'est pourquoi, méme si le temps de décongélation est assez long, les solutions
de melphalan restent tout de méme stables et peuvent étre utilisées ultérieurement.

Grace a ces résultats positifs, des recommandations peuvent étre formulées. Les solutions de melphalan
peuvent étre directement effectuées dans des poches de perfusion stériles contenant le volume
adéquat de solution NaCl 0.9 %. Ces dernieres doivent étre placées au réfrigérateur au préalable avant
le mélange. Un volume approprié de solution reconstituée de melphalan est ensuite ajouté et la poche
doit étre mélangée de maniere appropriée. Des volumes de 1 mL peuvent étre prélevés a I'aide des
seringues en polypropyléne et les aiguilles vont étre remplacées par des bouchons. Les seringues
doivent immédiatement étre congelées pour éviter au maximum la dégradation du produit. Les
seringues devront étre décongelées au réfrigérateur ou elles devront étre conservées en attendant
I"administration du médicament.
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Annexe 1 : Préparation de la phase mobile

Phase mobile A : 95 % de phase aqueuse et 5 % d’acétonitrile
Phase mobile B : 40 % de phase aqueuse et 60 % d’acétonitrile

Phase aqueuse : Eau contenant 0.01 % v/v de triéthylamine, 0.05 % v/v d’acide acétique glaciale et 0.05
% m/m d’acétate d’ammonium

l. Les bouteilles d’eau HPLC et d’ACN HPLC sont mises a dégazer 30 minutes dans un bain a
ultrasons

Il. 500 mL d’eau HPLC sont mis dans un ballon jaugé de 2 L mis préalablement sur une plague a
agitation

Il Peser 1.0 g d’acétate d’ammonium et |'ajouter dans le ballon jaugé sous agitation
magnétique

V. Ajouter 200 pL de triéthylamine (micropipette)

V. Rincer le col du ballon avec de I’eau HPLC

VL. Agiter [égérement sous agitation magnétique car trés volatile
VII. Ajouter 1000 pL d’acide acétique glaciale (micropipette)

VIII. Mélanger sous agitation magnétique

IX. Enlever I'agitateur et le rincer avec de I'eau HPLC

X. Ajuster au trait de jauge avec de I'eau HPLC

XI. Filtrer la phase aqueuse avec des filtres GHP

XII. Conditionner dans une bouteille

Phase A: Prendre 950 mL de solution aqueuse avec un cylindre gradué de 1 L, ajouter 50 mL
d’acétonitrile et placer le tout sous agitation magnétique pendant 5 minutes

Phase B: Prélever 400 mL de phase aqueuse avec cylindre gradué de 500 mL, ajouter 600 mL
d’acétonitrile et mettre le tout sous agitation magnétique durant 5 minutes.
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Annexe 2 : Préparation solution étalon interne — propylparabéne

Solution Stock de 1 mg/mL :
l. Peser 100 mg de propylparabene
. Dissoudre et diluer ad 100 mL avec solution 2 % acide acétique (v : v) MeOH

Solution 100 pg/mL :
l. Prélever 5 mL de solution stock
Il. Diluer ad 50 mL avec solution avec solution 2 % acide acétique (v : v) MeOH
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Annexe 3 : Préparation du Blanc

Solution meére de povidone K12 20 mg/mL :
l. Peser 200 mg de PVP K12
Il. Placer le PVP dans un ballon de 10 mL
Il Dissoudre et diluer ad 10 mL avec solution 10 % NaCl 0.9 % (v : v) dans solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH

Préparation blanc

I.  Solution 1: 0.1 mL de solution mere de PVP K12 dans un ballon jaugé de 10 mL + 1 mL de
solution diluante d’Alkeran® ad 10 mL avec solution 10 % NaCl 0.9 % (v : v) dans solution 2 %
acide acétique (v : v) MeOH - concentration de PVP : 0.2 mg/mL

Il. Solution 2 : 4 mL de solution 1 ad 10 mL solution 10 % NaCl 0.9 % (v : v) dans solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH - concentration de PVP de 0.08 mg/mL

lll. Solution 2 diluée 10 x : 1 mL de solution 2 ad 10 ml solution 10 % NaCl 0.9 % (v : v) dans solution
2 % acide acétique (v : v) MeOH

La quantité de povidone K12 présente dans les formulations commerciales de melphalan a été trouvée
dans les informations de prescriptions de chez GlaxoSmithKline (36).
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Annexe 4 : Préparation solution melphalan dans solution 2 % acide acétique (v : v) dans
MeOH

I.  Solution 1 : Reconstituer la solution Alkeran® : 10 mL de diluant dans le flacon de melphalan 2>
Concentration : 5 mg/mg

Il. Solution 2 : 2 mL de solution 1 diluée ad 10 mL avec solution 2 % acide acétique (v : v) MeOH >
Concentration : 1 mg/mL

Il. Solution 3 : 1 mL de solution 2 diluée ad 10 mL de solution 2 % acide acétique (v : v) MeOH >
Concentration : 100 pg/mL
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Annexe 5 : Schéma de Standard de Calibration pour validation

Travail de Recherche 2016

Solution

melphalan HCl ad 50 mL solution 2 %
acide acétique (v : v) MeOH

mére 1 mg/mL: 50 mg

et

Solution fille 100 pg/mL: 2
mL SM ad 20 mL solution 2 %
acide acétique (v : v) MeOH

Solution fille 100 pg/mL: 2
mL SM ad 20 mL solution 2 %
acide acétique (v : v) MeOH

Solution fille 100 pg/mL: 2
mL SM ad 20 mL solution 2 %
acide acétique (v : v) MeOH

Solution 30 pg/mL: 0.6 mL
SF ad 2 mL solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH

Solution 30 pg/mL: 0.6 mL
SF ad 2 mL solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH

Solution 30 pg/mL: 0.6 mL
SF ad 2 mL solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH

Solution 15 pg/mL: 0.3 mL
SF ad 2 mL solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH

Solution 15 pg/mL: 0.3 mL
SF ad 2 mL solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH

Solution 15 pg/mL: 0.3 mL
SF ad 2 mL solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH

Solution 5 ug/mL: 0.1 mL SF
ad 2 mL solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH

Solution 5 pg/mL: 0.1 mL SF
ad 2 mL solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH

Solution 5 ug/mL: 0.1 mL SF
ad 2 mL solution 2 % acide
acétique (v : v) MeOH
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Annexe 6 : Standard de validation

II.
V.

V.

VI.

Reconstitution de 2 flacons d’Alkeran® - Concentration 100 mg de melphalan

Solution mére (SM) 1 mg/mL : Prélever la totalité (20 mL des Alkeran® reconstitués) + rincer
les fioles avec solution 2 % acide acétique (v : v) MeOH ad 100 mL sol. 2 % acide acétique (v :
v) MeOH

Solution fille (SF) 0.1 mg/mL: 2 mL SM ad 20 mL

Solution 30 pg/mL: 0.6 mL SFad 2 mL

Solution 15 pg/mL: 0.3 mLSFad 2 mL

Solution 5 ug/mL: 0.1 mLSFad 2 mL

Solution diluante pour standard de Calibration : Solution 2 % acide acétique (v : v) dans MeOH - 40 mL
d’acide acétique glaciale dilué ad 2000 mL de MeOH
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Annexe 7 : Préparation des solutions de melphalan

Reconstitution : 10 mL de solution diluante dans flacon de melphalan = 5 mg/mL
Solution 1,1 mg/mL: 400 pL solution reconstituée ad 2 mL (1.6 mL solution 2 % acide

acétique (v : v) MeOH)
Solution 2, 100 pg/mL : 200 L solution 1 ad 2 mL (1.8 mL solution 2% acide acétique (v : v)

MeOH
Solution 3, 20 pg/mL : 400 pL solution 2 ad 2 mL (1.6 mL solution 2 % acide acétique (v : V)

MeOH
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Annexe 8 : Préparation solutions melphalan pour injection sur HPLC pour I'étude de stabilité

Seringue décongelée : liquide mis dans un flacon fermé

Vortexer le flacon 30 secondes

Prélever 1 mL avec micropipette et mettre dans ballon de 10 mL

Diluer et ajuster au trait de jauge avec solution 2 % acide acétique (v : v) MeOH
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Annexe 9 : Calculs facteur de sélectivité figure 5

Calculs du facteur de sélectivité selon équation 2 :

47 —1.2 438
X, = ——— =4,
=27 20-1.2
5.0 — 1.2 o8
Xy = —— =1,
2737 47 -12
9.5 —1.2 )18
Ky p= ——mm = /L.
347 50-1.2
13.0 — 1.2
oy s = 1.42
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Annexe 10 : Chromatogramme pour conformité du systéme fournit par la Ph. Eur. 8.8

Annex 1:
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Figure 13 : Chromatogramme fournit par la Ph. Eur. 8.8 pour la conformité du systeme
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Annexe 11 : Rapport de Validation Enoval

Nom: Lina Berger 1/32
Sociéte: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

A
' Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numéro de référence: ICBRO

DOSAGE DE L'ALKERAN

Nom: Lina Berger

Sociéte: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois (CHUV)
Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation

Numéro de référence: ICBRO

Méthode: HPLC-DAD

Protocole: Validation Alkeran Solution

Produit: Alkeran

Composé: Melphalan

Matrice: Acide Acétique + povidone + NaCl
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Nom: Lina Berger 4
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

A
- Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numéro de référence: 1ICBRO

Dosage de I'Alkeran

1. Introduction

Le but de la validation est d'établir que la méthode analytique correspond a I'usage pour
lequel elle est prévue et de prouver par conséquent la fiabilité des résultats obtenus
dans des limites bien définies. Plusieurs critéres de validation doivent étre examinés afin
d'assurer la fiabilité de 1a méthode développée.

Les critéres de validation présentés dans ce rapport sont

. Fonction de réponse (courbe de d'étalonnage)

« Justesse

.  Fidélité (répétabilité et précision intermédiaire)
.  Exactitude

«  Linéarité

«  Limites de détection (LD) et de quantification (LQ)
« Intervalle de dosage

La regle d'arrondi appliquée est : les valeurs plus grandes ou égales a 10000 seront
rapportées en notation scientifique avec 4 décimales, les valeurs supérieures ou €gales
a 1000 seront rapportées comme des valeurs entiéres, les valeurs inférieures a 1000 et
supérieures ou égales a 1 seront rapportées avec 4 chiffres. 4 décimales significatives
seront utilisées pour rapporter les valeurs inférieures a 1. les valeuss strictement inférieures
a 107 seront rapportées comme 0. Cette régle s'applique aux valeurs absolues, le signe -
n'est pas pris en considération.

Cependant. cefte régle n'est pas appliquée aux données introduites par I'utilisateur.

Identifiant d'exploitation: enoval V3.0b PROD 20 mai 2016 15:08 (CEST)
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Nom: Lina Berger 5/32
Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

-/ (CHUV)
- Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numéro de référence: ICBRO

2. Plan d'expériences

Dans le but de valider une méthode analytique, deux types d'échantillons ont été préparés
de facon indépendante: les standards d'étalonnage et les standards de validation.

Les standards d'étalonnage sont des échantillons. de concenfrations connues, préparés
dans ou hors de la matrice et qui permettent d'établir la courbe d'étalonnage.

La matrice est : Acide Acétique + povidone + NaCl
Le tableau I reprend le nombre de standards d'étalonnage par niveau de concentration. les
niveaux de concentration envisages et les différentes séries réalisées.

Tableau I - Standards d'étalonnage

Série Niveaux de con- Nb. de répétitions
centration (ug/mL)
10
20
30
10
20
30

B2 02| b e |
Wl W W W Wl

Le nombre total d'observations est 18.

Les standards de validation sont les échantillons reconstitués dans la matrice contenant
une concentration connue et dont Ia valeur est considérée comme vraie par COnsensus.

Le tableau II reprend le nombre de standards de validation par niveau de concenfration.
les niveaux de concentration considérés et les différentes séries réalisées.

Tableau II - Standards de Validation

Travail de Recherche 2016

Série Niveaun de concentration Nb. de répétitions
indépendantes
1 10 3
1 20 3
1 30 3
2 10 3
2 20 3
2 30 3
Le nombre total d'observations est 18.

Tous les standards d'étalonnage et de validation sont repris dans I'annexe 1.
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Société: Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

A oy |
' Département: Service de Pharmacie (DL)

Phase: Validation
Numéro de référence: 1ICBRO

3. Fonction de réponse

La fonction de réponse d'une méthode analytique est. a I'intérieur de I'intervalle de dosage.
larelation existante enfre la réponse (signal) et 1a concentration de la substance a examiner
dans I'échantillon. La fonction de réponse monotfone la plus simple qui exprime cette
relation est appelée "courbe d'étalonnage”.

Le tableau III reprend les modeles de régression sélectionnés. Ces modeles ont été triés
en fonction de leur "indice d'exactitude” (cfr. annexe 2).

Tableau ITI - Modeéles d'étalonnage triés par 'Indice d'Exactitude’

Modele Indice Limite Indice Indice de Indice de
d'Exactitude | inférieure et d'Intervalle Fidelite Justesse
supeérieure de Dosage
de quantifica-
tion (ug/mL)
Regression lin- 0.7068 [5.707,30.00] 09717 04082 0.7205
eaire passant
par 0 ajustee en
ment Je niveau 3

L'explication des indices d'Exactitude, d'Intervalle de Dosage, de Justesse et de Fidélité
est reprise en annexe 5.

Le modele d'étalonnage sélectionné est: Régression linéaire passant par 0 ajustée en
utilisant uniquement le niveau 3

Les courbes d'étalonnage obtenues pour ce modele de régression (cf. tableau IV et figure
1) sont représentées par les équations suivantes:

Y=bX

ou Y = réponse analytique (en mAu) et X = concentration introduite (en ug/mL)

Tableau IV - Parameétres de régression

Série Pente r d.d.L residuels SCR
1 2 2097E-05 ND 2 S.0979EH9
2 2 2013E+-05 ND 2 3.6207EH9

r* = coefficient de détermination; d.d.1. = degrés de liberté; SCR = somme des carrés des
résidus

20 mai 2016 15:08 (CEST)
© Arlenda 2001-2013.
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> »
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BEEEEEEESR

Pigcose (mas)
NN

Figure 1 - Courbes d'étalonnage

Série 1

10 125 $5 175 20 225 28 278 M
Concentration (wp' mL)

Série 2

10 128 $5 1785 20 235 38 2785 30
Concentration (ug' mL)
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4. Justesse

La justesse exprime 1'étroitesse de I'accord entre 1a valeur moyenne obtenue a partir d'une
large série de résultats d'essais et une valeur de référence acceptée comme telle. La justesse
donne une indication sur les erreurs systématiques.

Comme indiqué dans le tableau V, la justesse est exprimée en terme de biais absolu
(ug/mL). de biais relatif (%) ou de taux de recouvrement (%) pour chaque niveau de
concentration des standards de validation.

Si pour un niveau de concentration. j:est la moyenne des concentrations introduites et que
T est 'estimation de la concentration moyenne obtenue par les concenfrations calculées
alors nous avons:

Biais absoln = T — i

T—fi

-

Biais relatif (%) = 100 x

= T
Taux de recouvrement (%) = 100 x —
i

Travail de Recherche 2016

Tableau V - Justesse
Niveaun de Moyenne Moyenne Biais ab- Biais re- Taux de Intervalle
concentra- | des concen- | des concen- |solu (ug/mL)| latif (%) recouvre- | de confiance
tion (ug/mL)| tration: in- trations ment (%) a 95% des
troduites calculees Recouvre-
(ug/mL) (ug/mL) ments (%)
1.0 5.000 5.181 0.1800 3618 103.6 [103.0.1042]
20 15.00 470 -0.2060 -1373 0863 [97.57.90.68]
30 30.00 2031 -0.69015 -2.305 0760 [96.75.98.64]
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S. Fidélité

La fidelité exprime I'étroitesse de l'accord entre une série de mesures provenant de
multiples prises d'un méme échantillon homogene dans des conditions prescrites. Elle
donne des informations sur l'erreur aléatoire et est évaluce a deux niveaux: la répétabilité
et la fidélité intermédiaire.
Comme présenté dans le tableau VI et le fableau VII. la fidélité (répétabilité et fidelité
intermédiaire) peut étre exprimée en écart type (SD) et en terme de coefficient de variation

(CV).

Les estimations des composantes de la variance sont obtenues par I'approche itérative du
maximum de vraisemblance restreint (REML).

Tableau VI - Répérabilité et Fidelité mtermédiaire relatives

Niveau de concen- Moyenne de: con- Répetabilite (C'V%) * | Fidelite Intermediaire
tration (ug/'mL) centrations intro- (CVe%)*
duites (ug/mL)
1.0 5.000 05733 05733
20 15.00 1.006 1.007
30 30.00 0.9051 09051

* Les CV en % de Reépétabilite et de Fidelite Intermédiaire ont été obtenus en divizant l'écart-type (SD)
obtenu par la moyenne des concentrations introduites cormrespondante.

Tableau VII - Répétabilité et Fidélité Intermédiaire absolues

Niveau de Moyenne des | Reépétabilite Inter-Séries | Ratio des com- Fidelite
concentra- concentra- (SD -ug/'mL) | (SD -ug/mL) | posants dela | Intermédiaire
tion (ug/mL) tions intro- variance (In- | (5D - ug/mL)
duites (ug/mL) ter / Intra)
10 5.000 0.02867 0 0 0.02867
20 15.00 0.1500 0.006917 0.002101 0.1511
30 3000 02715 0 0 02715

Tableau VIII - Limite su

srieure de confiance a 95%

Niveaun de concen-
tration (ug'mL)

Moyenne des con-
centrations intro-

Limite supérieure
de confiance a 95%

Limite supérieure de
confiance 2 95% dela

duites (ug/mL) de la repétabilite fidelite intermediaire
(SD - ug'mL) (SD - ug/mL)
10 5.000 0.05989 0.05989
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Niveau de concen- Moyenne des con- Limite supérieure Limite supérieure de
tration (ug/mL) centrations intro- de confiance 2 95% confiance a 95% dela
duites (ug/mL) de la répétabilite fidelité intermediaire
(5D - ug'mL) (SD - ug/mL)
20 15.00 03580 1400
30 30.00 0.5673 05673

De plus. le taux de recouvrement de chaque série ainsi que toute les séries est rapporté

dans le tableau IX.

Tableau IX - Taux de recouvrement par série

Niveau de concen- Série Moyenne des con- | Concentration Taux de recou-
tration (ug/mL) centrations intro- | calculée (ug/mL) vrement (%)
duites (ug/mL)

10 1 5.000 5.183 103.7

10 2 5000 5.178 103.6

10 Moyenne des series 5000 5.181 103.6

20 1 15.00 1473 9821

20 2 15.00 1486 0004

20 Moyenne des series 15.00 1470 98.63

30 1 30.00 2023 9743

30 2 30.00 2030 0796

30 Moyenne des series 30.00 2031 07 60
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6. Incertitude de mesure

L'incertitude est un parametre associé aurésultat de la mesure, qui caractérise la dispersion
des valeurs qui pourrait raisonnablement éfre attribuée au mesurande.

Tableau X - Iicertitude

Niveau de Moyenne des | Incertitude du | Incertitude Incerti- Incertitude
concentra- concenftra- biais (ug/mL) (ug/mL) tude éten- etendue rel-
tion (ug'mL) tions intro- due (ug/mL) ative (%5)
duites (ug/mL)

10 5.000 0.01170 0.03006 006103 1230

20 15.00 0.06180 0.1632 03265 2176

30 30.00 01108 02033 0.5865 1055
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7. Exactitude

L'exactitude exprime I'étroitesse de l'accord entre le résultat d'essai et la valeur de
référence acceptée comme telle, appelée également "valeur conventionnellement vraie".
L'exactitude prend en compte l'erreur totale. c'est a dire l'erreur systématique et l'erreur
aléatoire liées au résultat. Par conséquent, I'exactitude est I'expression de la somme de la
justesse et de la fidélité. Elle est estimée a partir du profil d'exactitude présenté en figure 2.

Les limites d'acceptation ont été fixées a = 5 %. et ceci en accord avec l'objectif de 1a

procédure analytique.

Le profil d'exactitude est obtenu en reliant entre elles d'une part les bomes inférieures
et d'autre part les bomes supérieures de I'intervalle de tolérance. bornes calculées pour

chaque niveau de concentration.

La formule utilisée pour le calcul de cet infervalle de tolérance est:

L'explication de k et CVg peut étre trouvée dans I'annexe 5.

La meéthode est considérée comme valide pour l'intervalle de dosage ou le profil
d'exactitude est compris dans les limites d'acceptation fixées a priori. Cefte approche
garantit que seules 5.0% des futures mesures d'échantillons inconnus seront en dehors de

ces limites.

Eveur relave(%

s S S

= e e o

128 " 1ws x s
Concantration (ug/ mL)
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La ligne rouge continue représente le biais. les lignes discontinues bleues définissent les
limites de I'intervalle de tolérance attendues au niveau j et les lignes pointillées noires sont

les limites d'acceptation. Les points sont quant a eux I'erreur relative des concentrations
calculées et sont représentées en fonction de leurs concentrations cibles.

Les limites inférieures et supérieures de l'infervalle de tolérance exprimées en erreur
relative sont également présentées dans le tableau XI pour chaque niveau de concentration
introduit. Le risque d'avoir des mesures en dehors des limites d'acceptation a chaque
niveau est calculé uniquement s'il ¥ a au moins deux répétitions par série.

Figure 3

- Profil de risque obtenu en considérant le modéle: Régression

linéaire passant par 0 Ajustée en utilisant uniguement le niveau le plus haut

Profil de risque
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La ligne pointillée noire représente le niveau de risque maximum choisi. a savoir : 5.0%.

Tableau XT - Exactitude de la méthode obtemie en considérant le modéle Régression
linéaire passant par 0 Ajustée en utilisant uniquement le niveau le plus haut

Niveau de concen- | Moyenne des con- Limites de Limites de Rizque® (%)
tration (ug/'mL) | centrations intro- tolérance "Be- tolérance "Be-
duites* (ug'mL) fa-expectation" (ug/| ta-expectation”
mL) relatives (%)
10 5.000 [5.009.5263] [1971.5264] 4101
20 15.00 [1436.15.23] [4.260,1.52]] 1.365
30 30.00 [2853.30.09] [£.902.0.2043] 2204

* Les concentrations introduites et réponses associées peuvent avorr fait 'objet de transformations pour

aligner les données sur une valeur moyenne de la concentration et ce par niveau (cf. annexe 1).

* Le nsque d'avoir des mesures en dehors des limites d'acceptation.
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8. Linéarité des résultats

La linéarité d'une méthode analytique est sa capacité a l'intérieur d'un certain intervalle
de dosage d'obtenir des résultats directement proportionnels a la concentration en analyte
dans I'échantillon.

Un modele de régression linéaire (cf. Figure 4) a été ajusté sur les concentrations calculées
en fonction des concentrations introduites dans le but d'obtenir I'équation suivante:
Y=03394+009653X

ou Y = concentrations calculées (ug/mL) et X = concentrations infroduites (ug/mL).

Le coefficient de détermination (%) est égal a 0.9997 .

La somme des carrés des résidus (SCR) est égale 2 0.4924 .

Les concentrations calculées figurent en annexe 3.

Relation linéraire

s e 10 s " 17s 20 2= 22 A x
Concentration introdulte (ugimi)

Dans le but de démontrer la linéarité de Ia méthode, I'approche basée sur I'intervalle de

tolérance attendu au niveau 3 exprimé en valeur absolue peut-étre utilisé et est illustré
dans la figure 5.
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Figure S - Graphe de linearité
Profil de linéarité
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La ligne continue est l1a droite d'identité (Y=X). Les limites représentées par les lignes
discontinues bleues sur le graphique correspondent au profil d'exactitude c'est a dire
les limites de tolérance "B-expectation” exprimées en valeur absolue. Ces limites sont
calculées de la facon suivante:

T+ kSpr

L'explication de 7. k et Sy peut étre trouvée en annexe 5.
Les lignes pointillées noires représentent les limites d'acceptation exprimées dans ['unité
de la concentration.
La méthode est considérée comme valide Ia ou I'intervalle de tolérance représenté par les
lignes discontinues bleues est a I'intérieur des limites d'acceptation définies par les lignes
pointillées noires.
La linéarité du modele est démontrée quand les limites de l'intervalle de tolérance
exprimées en absolu sont incluses dans les limites d'acceptation.
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9. Limite de détection (LD). limites de quantification

(LQ) et intervalle de dosage

La limite de détection d'une procédure d'analyse est la plus petite quantité de 'analyte
dans un échantillon pouvant étre détectée, mais non quantifiée comme une valeur exacte
dans les conditions expérimentales décrites de la procédure.

11 existe deux facons de calculer laLD :
« LD=LQA33
«  Enutilisant Miller & Miller (non applicable si un seul niveau et pas de répétition) :
- Détermination par série de Y;p = Ordonnée a l'origine (0 si négative) = 3 *
Déviation standard résiduelle obtenue par ANOVA. A I'aide dumodele de régression
choisi, Ia concentration calculée, Xio. sera déterminée pour chaque série.
- Lamoyenne des X; , sur toutes les séries définira 1a LD de la procédure analytique.
L'application choisit 1a plus petite valeur.
LD (ug/mL) = 0.6619
La limite inférieure de quantification est la plus petite quantité de l'analyte dans un
échantillon pouvant étre dosée dans les conditions expérimentales décrites. avec une
exactitude définie. La définition peut également étre appliquée pour la limite supérieure
de quantification. qui est 1a plus grande quantité de I'analyte dans l'échantillon pouvant
étre dosée dans les conditions expérimentales décrites, avec une exactitude définie.
Les limites de quantification sont obtenues en calculant Ia plus petite et 1a plus grande
concentration pour lesquelles les limites d'exactitude. c'est a dire les limites de I'intervalle
de tolérance attendu au niveau 3 sortent des limites d'acceptation.

L'intervalle de dosage est I'intervalle compris entre les limites inférieure et supérieure de
quantification ou la procédure analytique atteint l'exactitude souhaitée.

Limite inférieure de quantification (LQy.) (ug/mL) = 5.707
Limite supérieure de quantification (LQs,;) (ug/mL) = 30.00
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Annexe 1 - Données

1 Standards d'étalonnage
Tableau XTI - Standards d'étalonnage

Référence Série Niveau de concen- | Concentration Réponsze (mAu)
échantillon tration (ug/'mL) |introduite (ug/mL)
AP 1 1.0 5 1191326
APIIO 2 1.0 5 1183210
APIIL 2 1.0 5 1177237
APII2 2 1.0 5 1179604
APII3 2 20 13 3518255
APII4 2 20 13 3528143
APIIS 2 20 15 34883353
APII6 2 30 30 719620+
APIIT 2 30 30 7165740
APTIS 2 30 30 7240701
APD 1 1.0 5 1218567
APD3 1 1.0 5 1185568
AP 1 20 15 356629
APDS 1 20 15 3506840
APIS 1 20 15 3535090
API7 1 30 30 7273787
API8 1 30 30 7156230
APDO 1 30 30 7257246

La matrice est : Acide Acétique + povidone + NaClL

2 Standards de Validation

Tableau XIII - Standards de Validation

Reéférence Série Niveau de concen- | Concentration Réponse (mAu)

échantillon tration (ug'mL) |introduite (ug'mL)
PROD1 1 10 5 1258303
PRODIO 2 1.0 5 1237328
PRODI1 2 1.0 5 1242038
PRODI2 2 1.0 5 1251114
PRODI3 2 20 15 3614285
PRODI4 2 20 15 3340532
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Reéférence Série Niveau de concen-| Concentration Réponze (mAu)
échantillon tration (ug/mL) |introduite (ug/mL)
PRODIS 2 20 15 3537981
PRODI6 2 30 30 7021047
PRODI7 2 30 30 7143174
PRODIS 2 30 30 706062
PROD2 1 10 5 1242312
PROD3 1 10 5 1246402
PROD4 1 20 15 3363481
PRODS 1 20 15 3514845
PRODS 1 20 15 3569716
PROD7 1 30 30 7044376
PRODS 1 30 30 7105715
PRODA 1 30 30 6980395
3 Alignement des données (en utilisant la fonction de réponse
sélectionnée)

Quand les valeurs introduites a chaque niveau ne sont pas identiques pour toutes les séries.
il est nécessaire d'aligner les observations sur la moyenne de la concentration pour chaque
niveau. C'est a dire de transformer les réponses obtenues pour chaque série dans le but de
les aligner sur les concentrations moyennes.

Tableau XTV - dlignement des données *

Référence Série Niveau de Concen- Concen- Réponse Réponse
échantillon concentra- | tration in- tration (mAu) alignée
tion (ug/mL)| troduite alignée(ug/ (mAu)
(ug/mL) mL)
PROD1 1 19 5 5.000 1258303 1.23583E+06
PRODI0 2 10 5 5.000 1237328 1.2373E+06
PRODI11 2 10 5 5.000 1242038 1.2420E+06
PRODI12 2 1.0 5 5.000 1251114 12511E+06
PROD13 2 20 15 15.00 3614486 3.61435E+06
PRODI14 2 20 15 15.00 3540532 3.5495E+06
PRODIS 2 20 15 15.00 3537981 3.5380E+06
PRODI16 2 30 30 30.00 7021047 7.0210E+06
PROD17 2 30 30 30.00 7143174 T1432E+06
PRODI1S 2 30 30 30.00 7006062 T.0061E-06
PROD2 1 10 5 5.000 1242312 12423E-06
PROD3 1 10 5 5.000 1246402 1.2465E+06
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Référence Série Niveau de Concen- Concen- Reéponse Réponse
échantillon concentra- | tration in- tration (mAu) alignée
tion (ug'mL)| troduite alignee(ug/ (mAu)
(ug/mL) mL)
PROD4 1 20 15 15.00 3565481 3.5655E+06
PROD3 1 20 15 15.00 3514845 35148E+06
PRODE 1 20 15 15.00 3569716 3.5607E+06
PROD7 1 30 30 30.00 7044376 TO44E-06
PRODS 1 30 30 30.00 7105715 71057E+H06
PRODS® 1 30 30 30.00 6980396 6.9804E+06
! La regle d'amrondi. comme définie dans 'mtroduction. n'est pas appliquée aux concentrations introdwites
et aux réponses analytiques.
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Annexe 2 - Sélection du modele d'étalonnage

Aucun autre modele excepté que celui retenu et décrit dans 1a section 3.(Fonction de
réponse) n'a éte évalug.
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Annexe 3 - Concentrations calculées pour le modéle

selectionné
Tableau XV - Concentrations calculées *
Référence Série Niveau de Concen- Concentra- | Concentra- | Erreur rel-
échantllon concentra- | trationin- | tion alignée | tion calculée | ative (%)
tion (ug/mL)| troduite (ug/mL) (ug/mL)
(ug/mL)
PRODI1 1 1.0 5.0 5.000 5222 4437
PROD10 2 1.0 5.0 5.000 3153 3055
PROD11 2 1.0 5.0 5.000 3172 3347
PRODI2 2 10 5.0 5.000 5210 4203
PRODI3 2 20 150 15.00 1505 03478
PRODI4 2 20 150 15.00 1478 -14535
PRODI1S 2 20 150 15.00 1473 -1.776
PROD16 2 30 300 30.00 2024 -2.538
PROD17 2 30 300 30.00 2075 -0.8432
PRODIS 2 390 300 30.00 2018 -2.746
PROD2 1 10 5.0 5.000 3.155 3100
PROD3 1 10 5.0 5.000 5173 34356
PROD4 1 20 150 15.00 1480 -1.357
PRODS 1 20 150 15.00 1459 -2.758
PRODE 1 20 150 15.00 1481 -1.240
PROD7 1 30 300 30.00 2023 -2.555
PRODS 1 30 300 3000 2020 -1.707
PRODS 1 30 300 30.00 2897 -3.440

t La régle d'arrondi. telle que définie dans l'infroduction. n'est pas appliquée aux concentrations introduites.
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Annexe 4 - Diagnostics

1 Résidus Standardisés

Tableau XVT - Résidus standardisés pour le modeéle d'étalonnage choisi

Reéférence Seérie Niveau de Concen- Réponse Valeur Residu stan-
échantillon concentra- | tration in- (mAu) ajustée dardise
tion (ug'mL)| troduite (mAu)
(ug/mL)
APIIS 2 30 300 71962040 7.2039E+H06 -0.1812
APILT 2 30 300 71657490 7.2039EH06 -0.8970
APIIS 2 30 300 72407010 7.2039E+06 1078
APT7 1 30 300 7273787.0 7.2201EH)6 0.7024
APIS 1 30 300 7156239.0 72201E+06 1145
APTO 1 30 300 7257246.0 72201E+06 02435

Figure 6 - Résidus standardisés
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Annexe 5 - Statistiques

1 Indices pour le tri des modéles d'étalonnage

1.1 Indice "Intervalle de Dosage"

L'intervalle de dosage (/D) est l'intervalle a I'intérieur duquel 1a méthode est valide. Cet
intervalle de dosage est obtenu en calculant la différence entre 1a borne supérieure et
inférieure des limites de quantification. L'indice d'Intervalle de Dosage est un nombre
sans dimension variant dans l'intervalle [0.1]. L'indice prend la valeur 1 si la procedure
d'analyse est apte a doser sur la totalité de I'intervalle envisagé (concentration minimum
et maximum introduites). Il est calculé selon la formule :

D
Cma.r - Cmm
ou C_,, et C, sont 1a plus grande et 1a plus petite concentration introduite.

Remarque: si un seul niveau de concentration est infroduit, I'Indice "Intervalle de Dosage”
estfixeaOoul.

DUD) =

1.2 Indice de Fidelité

L'aire utilisée pour le calcul de I'indice de Fidélité est l'aire. a I'intérieur des limites de
quantification. entre la limite inférieure et supérieure du profil d'exactitude. Cette aire est
calculée par la regle des trapézes. L'indice de Fidélité est sans dimension et varie dans
I'intervalle [0.1]. Plus cet indice est proche de 1, plus 1a méthode est fidele. Il est calculé
selon la formule :

2A(Cmar = Cmm/‘

0 sinon

2M(Craz = Cinin) — aire i 72
Dl;(l“(:) = { \ S1aire = 2/\(0'1'»(:: = Crmn)

ou A est la limite d'acceptation et C,,.. and C,,, sont les concentrations maximum et
Remarque: si un seul niveau de concentration est introduit, 1a formule devient:

I
Dl{aire) = 1 2 sil << 2)
0 sinon
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ou L est la longueur de l'intervalle de Tolérance au niveau estimé et A la limite
d'acceptation.

1.3 Indice de Justesse

La somme du carré des biais (SCB) est calculée en sommant le carré des biais estimeés
a chaque niveau de concentration. L'Indice de Justesse est un nombre sans dimension
variant dans l'intervalle [0.1] ou 1 est I'optimum et signifie qu'il n'y a pas de biais pour
tous les niveaux de concentrations observés. L'indice est calculé de la fagon suivante :

| SCB
1)(;5’(‘8} = { U - nlAQ

si SOB < mA?

SInon

ou A est la limite d'acceptation de la méthode. et m est le nombre de niveau de
concentration.

1.4 Indice d'Exactitude

Ces 3 indices sont compilés dans 1'Indice d"Exactitude qui correspond a la moyenne
géométrique D" des indices respectifs. L'Indice d'Exactitude varie de 0 a 1. Plus I'indice
est proche de 1 meilleure est la méthode. Ce chiffre sans dimension est seulement utilisé
pour comparer les différents modeles d'étalonnage et non pour comparer les procédures
analytiques. L'indice est calculé de la facon suivante:

D’ = 3/ D{awre) x D{ID) x D(SCB)

2 Calcul du profil d'exactitude

Un profil d'Exactitude est obtenu en reliant d'une part les bornes inférieures et d'autre part
les bomes supérieures de I'intervalle de tolérance ( "B-expectation tolerance intervals")

calculé a chaque niveau de concentration. La formule pour calculer ces "B-expectation
tolerance intervals" est:

biais(%) + kCVi; (%)

ou
W sy
(;‘/—F,{%\. — 100 I ntey Intra
’ I"L
et
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G v 3 =3
2 [ pn (alntcr t almra)

22 et 62

O tnter T A sont les estimations des variances infra et inter séries respectivement;

Q, (u; 1 ; "}) est le quantile B de la distribution de Student a v degrés de liberté:

L'approximation de Satterthwaite pour le nombre de degrés de libertés est :
(R+ 1)

(r+5) 1!
R+ — oo
L SN n

p—1 pn

v=

ou
R est le ratio de la variance infer-séries sur la variance intra-séries;
p est le nombre de séries et n le nombre de répétitions par séries.

Quand le plan expérimental n'est pas équilibré, c'est a dire qu'il n'v a pas le méme nombre
de répétitions dans les différentes séries. alors » est estimé comme le nombre moyen de
répétitions.

Spt = V"'dﬁnw + G, €St1estimation de I'écart type de la Fidélite Intermédiaire.

Laméthode est considérée comme valide a I'intérieur dun intervalle de dosage pour lequel
le profil d'exactitude est inclus dans les limites d'acceptation de la méthode.

3 Calcul du risque

Le risque d'avoir des mesures a l'extérieur des limites d'acceptation est directement dérivé
de l'intervalle de tolérance ci-dessus. en utilisant les mémes estimateurs et la distribution
T de Student d'une maniére différente, c'est-a-dire en sommant la probabilité d'étre au-
dessus de la limite supérieure d'acceptation et celle d'étre au-dessous de la limite inférieure
d'acceptation au lieu de calculer I'intervalle ou il est prévu d'observer B% des futures
mesures.

La probabilité d'avoir de futures mesures en dehors des limites d'acceptations peut étre
exprimeée de la maniére suivante:
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X — pur | (X, — [ X — pr
| Kr L mr
VLA
O T ) . )
CVer 14
\- fl\',
1
(%Y — hiais(% i
L P ty) = )\‘/() biars(%)

CVer 1+ ity

P R .Z't =
ou
X, est un résultat individuel, u, est considéré comme étant 1a "vrai" valeur.
p est le nombre de séries et # est le nombre de répétitions par série,
A est la limite d'acceptation,
v est 'approximation de Safterthwaite des degrés de liberté,
CV,, est le coefficient de variation de l1a Fidélité Intermédiaire.
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4

Annexe 6 - Résumé

Modele sélectionné: Régression linéaire passant par 0 ajustée en utilisant
uniquement le niveau 3

1 Fonction de réponse

Modeéle Indice Limites Indice Indice de Indice de
sélectionne d'Exactitude | inférieures et d'Intervalle Fidelite Justesse
supérieures de de Dosage
quantifications
(LOQ) (ug/mL)
Regression lin- 0.7068 [5.707, 30.00] 09717 04082 0.7205
eaire passant
par 0 ajustes en
m 3
ment Je niveau 3
Série Pente r d.d.L. réesiduels SCR
1 2. 2097E-05 ND 2 S.0979EH9
2 2.4013E+05 ND 2 3.6207E+09
2 Justesse
Niveau de Moyenne Moyenne Biais ab- Biais re- Taux de Intervalle
concentra- | des concen- | des concen- |solu (ug/mL)| latif (%) recouvre- | de confiance
tion (ug/mL)| trations in- trations ment (%) 2 95% des
troduites calculées Recouvre-
(ug/mL) (ug'mL) ments (%)
10 5.000 5.181 0.1800 3618 103.6 [103.0.1042]
20 15.00 1470 -0.2060 -1373 98.63 [97.57.99.68]
30 3000 2031 -0.6015 -2305 97.69 [96.75.98.64]
3 Fidélité
Niveau de concen- Moyenne des con- Reépeétabilité (CV%) Fidelite
tration (ug/'mL) centrations intro- Intermeédiaire (CV'%)
duites (ug/'mL)
10 5.000 05733 05733
20 15.00 1.006 1.007
30 30.00 0.9051 029051
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Niveau de Moyenne des | Reépetabilite Inter-Séries | Ratio des com- Fidelite
concentra- concentra- (SD -ug'mL) | (SD-ug/mL) | posants dela | Intermediaire
tion (ug/mL) tions intro- variance (In- | (SD - ug/mL)
duites (ug/mL) ter / Intra)
10 5.000 0.02867 0 V] 0.02867
20 1500 0.1500 0.006917 0.002101 0.1511
30 3000 02715 ] 0 02715
Niveau de concen- Moyenne des con- Limite supérieure Limite supérieure de
tration (ug/mL) centrations intro- de confiance a 95% confiance a 95% de la
duites (ug/mL) de la répétabilite fidelité intermeédiaire
(SD - ug/mL) (SD - ug/mL)
10 5.000 0.05089 0.05989
20 15.00 03580 1.400
30 30.00 0.5673 05673
Niveau de concen- Série Moyenne des con- | Concentration Taux de recou-
tration (ug/mL) centrations intro- | calculée (ug/mL) vrement (%)
duites (ug/'mL)
10 1 5000 5.183 103.7
1.0 2 5000 5.178 1036
10 Moyenne des series 5.000 5.181 1036
20 1 15.00 1473 0821
20 2 15.00 1486 0004
20 Moyenne des series 15.00 1479 0863
30 1 30.00 2023 0743
30 2 30.00 2030 0796
30 Moyenne des series 30.00 2031 97.60
4 Incertitude de mesure
Niveau de Moyenne des | Incertitude du | Incertitude Incerti- Incertitude
concentra- concentra- biais (ug'mL) (ug/mL) tude éten- relative éten-
tion (ug'mL) tions intro- due (ug/mL) due (%)
duites (ug/mL)
10 5.000 0.01170 0.03006 0.06103 1230
20 1500 0.05180 0.1632 03265 2176
30 3000 0.1108 02033 0.5865 1055
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5 Exactitude
Niveau de concen- | Moyenne des con- Limites de Limites de Rizque (%)
tration (ug/mL) | centrations intro- tolérance 'Be- tolérance 'Be-
duites (ug/mL) fa-expectation’ (ug/| ta-expectation’
mL) relative (%)
10 5.000 [5.0090,5263] [1971.5264] 4101
20 1500 [1436.1523) (42601523 1365
30 30.00 [28.53.3009] [4.902 02043) 2204
6 Linéarité des résultats
Intercept Slope r SCR l
03304 09653 09097 04024 |
7 Limite de détection (LD) et limites de quantification
LD (ug/'mL) LQ inférieure (ug/'mL) LQ supérieure (ug/mL)
0.6619 5307 30.00
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Le rapport généré par le logiciel e-noval est desting a I'utilisateur.

La garantie est donnée que les données introduites n'ont pas été
modifiées par le traitement et qu'elles n'ont pas été stockées par enoval.

Tous les paragraphes marqués comme commentaires
sont infroduits sous la responsabilité de Lina Berger.

Tous les calculs ont été réalisés sous SAS * v0.1 (SAS Institute, Cary, NC. USA).

Les données ont été introduites avec le fichier
"ENOVAL VALID MEL _CONG_AUCMEL 2séries xls" (MD5="63850a78c9e46d9645856¢1586fbfcdd").
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Annexe 12 : Valeurs obtenues pour la validation de la méthode analytique

Standard de calibration

Tableau 16 : Tableau excel pour validation sur Enoval, Standards de calibration
Calibration Standards

SamplelD Series Level Concentration Response
API1 1 1 5.0 1191326.0
API2 1 1 5.0 1218567.0
API3 1 1 5.0 1185568.0
APl14 1 2 15.0 3566299.0
API5 1 2 15.0 3596840.0
API6 1 2 15.0 3535990.0
AP17 1 3 30.0 7273787.0
API8 1 3 30.0 7156239.0
API9 1 3 30.0 7257246.0
API10 2 1 5.0 1183210.0
API11 2 1 5.0 1177237.0
API12 2 1 5.0 1179604.0
API13 2 2 15.0 3518255.0
API14 2 2 15.0 3528143.0
API15 2 2 15.0 3488353.0
API16 2 3 30.0 7196204.0
API17 2 3 30.0 7165749.0
API118 2 3 30.0 7249791.0

Standard de validation

Tableau 17 : Tableau excel pour validation sur Enoval, Standards de validation
Validation standards or QC samples

SamplelD Series Level Concentration Response
PROD1 1 1 5.0 1258303.0
PROD?2 1 1 5.0 1242312.0
PROD3 1 1 5.0 1246492.0
PROD4 1 2 15.0 3565481.0
PRODS5 1 2 15.0 3514845.0
PROD6 1 2 15.0 3569716.0
PROD7 1 3 30.0 7044376.0
PRODS8 1 3 30.0 7105715.0
PROD9 1 3 30.0 6980396.0
PROD10 2 1 5.0 1237328.0
PROD11 2 1 5.0 1242038.0
PROD12 2 1 5.0 1251114.0
PROD13 2 2 15.0 3614486.0
PROD14 2 2 15.0 3549532.0
PROD15 2 2 15.0 3537981.0
PROD16 2 3 30.0 7021047.0
PROD17 2 3 30.0 7143174.0
PROD18 2 3 30.0 7006062.0
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Annexe 13 : Résultats étude de stabilité melphalan sur 1 mois, poche de perfusion a 15 pg/mL

Concentration melphalan

Tableau 18 : Tableau récapitulatifs des résultats en termes de concentration obtenus pour I'étude de stabilité sur un mois des poches de perfusion a 15 pg/mL de melphalan

Conc Conc Conc Conc Conc
Conservation | Lot | Echantillon | Melphalan | Moyenne % Melphalan | Moyenne % Melphalan | Moyenne % Melphalan | Moyenne % Melphalan | Moyenne %
t0 [ug/mL] t1 [ug/mL] t2 [ug/mL] t3 [ug/mL] t4 [ug/mL]
13.47 13.72 13.15 13.97
1 El 13.73 13.73 100.00 13.31 13.35 97.19 13.43 13.57 98.84 13.44 13.36 97.31 14.12 14.08 102.53
13.25 13.57 13.50 14.15
15.75 15.80 15.69 14.78
2 E1l 16.45 16.45 100.00 15.73 15.82 96.16 16.07 15.87 96.49 15.86 15.75 95.76 15.37 15.09 91.77
15.96 15.74 15.70 15.13
Congélateur
(-18°C) 14.78 15.16 15.51 15.24
3 E1l 15.82 15.82 100.00 14.75 14.77 93.33 15.29 15.32 96.80 15.31 15.41 97.40 15.14 15.20 96.04
14.78 15.51 15.41 15.20
E1l 16.29 15.92 16.57 16.52 16.00
4 E2 16.27 16.39 100.00 15.98 16.01 97.66 16.62 16.51 100.74 16.24 16.42 100.18 16.45 16.19 98.75
E3 16.60 16.13 16.34 16.50 16.11
15.86 M::)V;:]"e 100.00 M&";}:]"e 96.08 Mtozy[e;:]ne 98.22 Mg;}:]"e 97.66 M&";}:]"e 97.27
1.08 SD 0.00 % SD 1.94% SD 1.98% SD 1.84% SD 4.53%

79




Coralie BRONNIMANN

Travail de Recherche 2016

Annexe 14 : Résultats étude de stabilité melphalan sur 1 mois, poche de perfusion a 200 pg/mL

Concentration melphalan

Tableau 19 : Tableau récapitulatif des résultats en termes de concentration obtenus pour I'étude de stabilité sur un mois pour les poches de perfusion a 200 ug/mL de

melphalan
Conc Conc Conc Conc Conc
Conservation | Lot | Echantillon melligalan Moyenne % meligalan Moyenne % melphalan | Moyenne % melphalan | Moyenne % melphalan | Moyenne %
[ug/mL] [ug/mL] t2 [ug/mL] t3 [ug/mL] t4 [ug/mL]
E1l 227.37 222.60 220.26 227.25 233.79
1 E2 229.30 227.67 100.00 225.15 223.39 98.12 220.01 220.93 97.04 229.91 228.02 100.16 237.86 234.87 103.16
E3 226.34 222.43 222.51 226.92 232.95
El 232.89 223.12 219.41 223.49 222.09
2 E2 232.28 232.86 100.00 222.26 223.56 96.01 218.21 219.34 94.19 222.42 223.21 95.86 219.54 220.75 94.80
Congélateur E3 233.41 225.30 220.41 223.72 220.61
(-18°C) E1l 234.74 216.61 218.26 222.38 219.30
3 E2 234.80 233.58 100.00 216.75 217.09 92.94 220.59 219.19 93.84 223.80 222.26 95.15 220.70 219.18 93.83
E3 231.22 217.91 218.72 220.60 217.54
El 228.92 219.11 228.62 236.71 231.86
4 E2 229.16 229.16 100.00 216.87 218.31 95.27 226.30 227.14 99.12 236.99 236.39 103.16 230.95 232.01 101.24
E3 229.40 218.96 226.50 235.47 233.21
230.82 Mt‘:)"[e;:]"e 100.00 M;VF;]"‘E 95.58 Mt"zy[e;:]"e 96.05 M&";}:]"e 98.58 M&"ﬁzlne 98.26
2.82 SD 0.00 % SD 2.14% SD 2.50% SD 3.77% SD 4.64%
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Annexe 15 : Calculs des facteurs de rétention

Calculs du facteur de rétention selon équation 1

, 5-1.2
K melphalan = 17 - 6.92

, . 13.0-1.2
K propylparabéne = 1z - 9.83
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