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INTRODUCTION

De la fin du XX*™ siécle jusqu’a nos jours, de nombreuses découvertes ont été
réalisées sur la compréhension du mécanisme d’action, la production et la stabilité
des anticorps monoclonaux. Cet essor a permis d’accélérer I'augmentation

croissante des thérapies ciblées et des immunothérapies sur le marché.

Avant d’étre administrés au patient, ces produits sont reconstitués et préparés au
sein de zone a atmosphére contrélée de pharmacie a usage intérieur. L’utilisation par
certaines d’entre-elles du transport par tube pneumatique, aussi appelé transport
pneumatique, a pour objectif (1) :

- de réduire le temps d’attente des patients, en envoyant les préparations
individuellement et non par vague horaire,

- de limiter la manipulation de ces préparations par une tierce personne lors

du transport.

La question peut alors se poser quant a la stabilité des produits anticancéreux, dont
les anticorps monoclonaux, lors d’un transport pneumatique : ces derniers subissant
de nombreuses agitations et secousses lors de ce mode de transport. La notion de
doses standardisées vient également renforcer la nécessité de répondre a cette
question. En effet, si une préparation standardisée n’est finalement pas administrée
au patient, et dans le cas de bonnes conditions de conservation, celle-ci peut-étre
retournée a l'unité centralisée pour étre réattribuée a un autre patient, puis de
nouveau renvoyée au service. Cela engendre une augmentation du nombre de
passage dans le transport pneumatique et de ce fait une augmentation des vibrations

et secousses subies par cette préparation, impactant potentiellement sa stabilité.

Dans la littérature, quelques études s’intéressent a I'impact d’un stress mécanique,
et notamment lors d'un transport pneumatique, sur la stabilité des anticorps
monoclonaux. Cependant, le manque de précision sur la caractérisation quantitative
du stress mécanique en termes d’intensité et de nombre de pics de secousses du

transport pneumatique entraine une difficulté d’extrapolation des résultats.
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Le premier objectif de ce mémoire sera donc, grace a la littérature scientifique, de
déterminer les potentielles instabilités subies par les anticorps monoclonaux lors d’'un
transport pneumatique ou manuporté, ainsi que d’identifier les techniques

analytiques mettant en évidence ces instabilités.

Le second objectif sera de caractériser quantitativement le transport pneumatique
selon l'intensité et le nombre de pics d’accélération a I'aide d’'un accélérométre. La
ligne de pneumatique la plus a risque de secousses et de ce fait a risque de stress
mécanique, aussi appelée « worst-case », sera déterminée. Ces données seront

également comparées a celles obtenues lors d’un transport manuporté.

Enfin, le troisieme objectif sera de rédiger un cahier des charges d’une étude de
stabilité d’anticorps monoclonaux. Ce cahier des charges prendra en compte les
données établies lors des deux premiers objectifs, a savoir la détermination des
instabilités et des techniques analytiques a mettre en place et I'identification de la
ligne du systéme pneumatique la plus a risque de secousses. Celui-ci pourra ensuite
étre présenté a des laboratoires industriels pharmaceutiques ou des universités dans

la capacité de réaliser ces analyses.

22



PREMIERE PARTIE : CONTEXTE

. Généralités
1. Définitions et réglementation

Les anticorps monoclonaux sont des immunoglobulines ayant pour cible un seul
épitope d’'un antigene et produits par un seul clone de cellules (2). Lors d’'un usage
thérapeutique, ceux-ci sont définis comme des meédicaments biologiques, ou
biomédicaments, synthétisés par un procédeé biotechnologique impliquant une source

biologique (3).

Lorsqu’un biomédicament de référence est autorisé depuis plus de 8 ans en Europe
et lorsque son brevet tombe dans le domaine public, les autres laboratoires
pharmaceutiques peuvent alors développer des médicaments biosimilaires. La Haute
Autorité de Santé définit un médicament biosimilaire comme un « médicament qui,
comme tout meédicament biologique, est produit a partir d’une cellule, d’un organisme
ou dérivés de ceux-ci, et dont son efficacité et ses effets indésirables sont
équivalents a ceux du meédicament biologique de référence » (4). L'Agence
Européenne du Médicament (EMA) définit quant a elle la biosimilarité comme le fait
de démontrer « une grande similarité en termes de structure, d’activité biologique,

d’efficacité biologique, de sécurité et de profil immunogéne » (5).

2. Structure d’'un anticorps monoclonal

Les anticorps sont des glycoprotéines de structure complexe composés de quatre
chaines, deux lourdes H (Heavy) et deux Iégéres L (Light), associées entre-elles par
des liaisons non covalentes et des ponts disulfures (Figure 1). Chacune de ces
chaines présente :

- des domaines constants organisant leur structure et permettant la
reconnaissance de l'anticorps par un grand nombre de partenaires protéiques et
cellulaires,

- des domaines variables se repliant pour rapprocher les différents CDR
(Complementary Determining Regions) et ainsi former le paratope, conférant la

spécificité de I'anticorps pour une cible.
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Structuralement, un anticorps est composé de trois fragments reliés au niveau de la
région charniére (6) :

- deux fragments Fab (Fragment antigen binding), dits variables, permettant la
fixation a spécifique a I'antigéne,

- un fragment Fc (Fragment crystallizable), dit constant, permettant

I'interaction avec le systéme immunitaire.

CDRs

Fab4

Région charniere

N-Glycannes

Bl Chaine légére (L}
Il Chaine lourde (H)

Figure 1 : Schéma de la structure d'un anticorps monoclonal d’aprés M. Broutin et H. Watier (6)

Fe

De plus, chez 'Homme les anticorps sont catégorisés en 5 classes appelées
isotypes, caractérisés par la nature de leurs chaines lourdes : IgG, IgA, IgM, IgE et
IgD. Chaque isotype présente une structure et une fonction différente (6,7).

Les anticorps dits monoclonaux sont issus d’un seul et méme clone de lymphocyte B
(LB) conférant la reconnaissance d’un unique épitope d’'un antigéne. A l'inverse, les
anticorps polyclonaux sont produits par différents clones de LB, ce qui permet la

reconnaissance de différents épitopes d’un antigéne.

3. Deécouverte et historique

a. Premier anticorps monoclonal

En 1975, Georges Kohler et César Milstein aboutissent au développement de la
technique des hybridomes qui consiste en la fusion de deux types de cellules (6,8) :

- une cellule de myélome murin, ayant la capacité d'immortalité et ayant perdu
la capacité de produire des anticorps,

- un lymphocyte B, ayant lui la capacité de produire des anticorps de
spécificité sélectionnée.
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Cette technique permet de cultiver indéfiniment un clone de cellules productrices
d'un seul type d’anticorps, les anticorps monoclonaux (Figure 2). Pour cette

découverte scientifique, ils obtiennent en 1984 le prix Nobel de physiologie ou
médecine (6,9).

Lymphocytes B

Immunisation de la souris .

Agent de fusion
HGPRT', Ig" J g\ms de Sendai

€6 Myélome murin
« Electrofusion
2 et 3* immunisations

| N—— @
R (® HGII;RT.,“\g

Isolation des cellules
splénigues Culture en milieu HAT
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L 4
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% FrH%ﬁﬂuﬂuurescence (Imnﬁg:;::tmete + Immunoflugrescence Working Cell Banks
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Figure 2 : Schéma décrivant la méthode des hybridomes d’aprés BK. Diallo et al 2019 (9)

Ce procédé a permis de développer le premier anticorps monoclonal thérapeutique,
le muromonab (ORTHOCLONE OKT3®), dont I'autorisation de mise sur le marché
fut donnée par I'agence du médicament américaine (FDA) en 1986. Cet anti-CD3
etait utilisé comme immunosuppresseur dans la prévention de rejet aigu de greffes
rénales, hépatiques et cardiaques (6). L’utilisation de ces anticorps entierement
murins (suffixe —omab) reste limitée du fait de la production d’anticorps humains anti-

souris (HAMA) entrainant une perte d’efficacité de I'anticorps monoclonal.

b. Humanisation des anticorps monoclonaux

Ensuite, les avancées en matiere de génie génétique et de biologie moléculaire ont
permis de développer trois autres types d’anticorps monoclonaux (Figure 3) (6,8) :
- Anticorps monoclonal chimérique (suffixe —ximab) : en 1984, la technique de

chimérisation est découverte. Les anticorps monoclonaux chimériques sont des
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anticorps humains a 60%. Les domaines variables des chaines lourdes et légeres
(VH et VL) d’un anticorps humain sont remplacés par ceux d’'un anticorps murin. Ces
domaines variables conférent a I'anticorps monoclonal la spécificité voulue pour un
antigéne tout en diminuant son immunogénicité. Le premier anticorps monoclonal
chimérique, le rituximab (MABTHERA®), est approuvé en 1997 par la FDA et en
1998 par 'EMA.

- Anticorps monoclonal humanisé (suffixe —zumab) : entre 1988 et 1991, les
techniques pour humaniser les anticorps monoclonaux sont développées. Les
anticorps monoclonaux humanisés sont des anticorps humains a 90%. Les parties
hypervariables (CDR) d’'un anticorps humain sont remplacées par celles d'un
anticorps murin. Cela permet une meilleure tolérance de l'anticorps ainsi qu’une
meilleure efficacité avec une demi-vie plus longue dans l'organisme. Ainsi, la FDA en
1998, puis 'lEMA en 2000, approuvent le premier anticorps monoclonal humanisé, le
trastuzumab (HERCEPTIN®).

- Anticorps monoclonal humain (suffixe —(m)umab) : entre 1994 et 1999, les
avanceées scientifiques permettent le développement d’anticorps totalement humains.
Le premier anticorps monoclonal humain, I'adalimumab (HUMIRA®) est autorisé sur
le marché en 2002 par la FDA puis en 2003 par 'EMA. Ce type d’anticorps permet

de limiter 'immunogénicité en évitant la production d’anticorps humains anti-souris

e

Acm de souris Acm chimériques Acm humanisés Acm intégralement
Homme-souris humains

Année(s)de

1975 1984 1988-1991 1994-1999
décnuverte

Segment clé -(mjomab -ximab -zumab -(rm)umab
| J

T
HYBRIDOME TRANSFECTANTS CELLULAIRES

Ac. MONOCLONAL AcC. MONOCLONAL RECOMBINANT

Immunogénes Moins immunogénes
Peu efficaces Plus efficaces

Figure 3 : Chronologie de la découverte des différents types d'anticorps monoclonaux d’aprés M. Broutin
et H. Watier (6)
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4. Utilisations thérapeutiques

En 2018 en France, le marché des anticorps thérapeutiques était estimé a environ
7,2 milliards d’euros, représentant 2,7% des dépenses de produits et services de
santé (10). Depuis 1986, 131 anticorps monoclonaux ont regu une autorisation de
mise sur le marché ou étaient en cours d’examen réglementaire par la FDA et TEMA.
Ce chiffre comprend également les anticorps monoclonaux ayant eu une autorisation
de mise sur le marché mais qui ont été retirés du marché par la suite. Le principal
secteur d’utilisation thérapeutique des anticorps monoclonaux reste I'oncologie avec

environ 45% du marché total (Figure 4a et b) (11).

da.
Bl Oncology
3 Immune-mediated disorders
3 Infectious diseases
[ Cardiovascular / hemostasis
Bl Neurological disorders
[ Genetic diseases
Bl Ophthalmic disorders
[ Musculoskeletal disorders
Total=131
b.

Bl Non cancer
Il Cancer

Number of mAbs
t17¢%%%

n
1

?

Figure 4 : Données sur le marché des anticorps monoclonaux au 15 novembre 2021 d’aprés H. Kaplon et
al (11). a : Indications principales pour les anticorps thérapeutiques approuvés ou en cours d'examen
réglementaire par la FDA ou PEMA. b : Evolution du nombre d’anticorps monoclonaux recevant une
premiére autorisation de mise sur le marché par la FDA ou ’EMA de 1986 a 2021.
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Il. Stabilité des anticorps monoclonaux
1. Généralités

Du fait de leur structure complexe, les anticorps monoclonaux peuvent subir de
nombreuses instabilités. Ce sont des protéines trés sensibles a différents stress
possibles, que ce soit physique ou chimique. Ces stress peuvent alors entrainer des
variations et des modifications de leur structure primaire mais également secondaire,
tertiaire et/ou quaternaire (12). De plus, ces deux types d’instabilités, chimique et

physique, sont liés car I'un peut provoquer I'apparition de I'autre et inversement (13).

2. Instabilités chimiques
a. Oxydation

L’instabilité chimique la plus fréquente est I'oxydation. Ce mécanisme intervient soit
en présence de molécules dites oxydantes, soit en leur absence dans le cas d’'une
auto-oxydation. Certains résidus sont plus sensibles a l'oxydation, comme la
méthionine, I'histidine ou encore la cystéine (13—15). L’administration de formes
oxydées d’anticorps monoclonaux pourrait diminuer I'efficacité de ces protéines mais
également engendrer une toxicité. Cependant, Iimpact clinique de ces formes

oxydées n’est pas encore pleinement élucidé (15).

b. Déamidation

La déamidation est également un mécanisme de dégradation chimique important
touchant particulierement les résidus asparagine, et en moindre proportion les
résidus glutamine. C’est une réaction acido-basique transformant respectivement ces
résidus en aspartate ou isoaspartate, et en glutamate. Cela entraine une modification

de I'hétérogénéité des charges de la protéine, donc de sa conformation (14).

c. Fragmentation

La fragmentation des anticorps monoclonaux résulte de I'hydrolyse des ponts
disulfures et des liaisons peptidiques. Les résidus les plus sensibles a une hydrolyse
spontanée sont les résidus asparagine et acide aspartique. Cependant, ce type de

dégradation ne serait observé que dans des conditions anormales du processus de
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production. Pour prévenir cette dégradation, une formulation adéquate doit étre mise
en place (13,14,16).

d. Glycation

Enfin, le dernier type de dégradation chimique est la glycation, encore appelée
réaction de Maillard. Celle-ci apparait lorsqu’'une protéine et un sucre réduit sont en
contact, ce dernier étant principalement retrouvé comme excipient ou comme solvant
de dilution (glucose 5%). Cette dégradation entraine un réarrangement de la protéine
et en modifie sa structure et sa fonction (13).

3. Instabilités physiques
a. Agrégation

La principale instabilité physique décrite dans la littérature est I'agrégation protéique.
L’agrégation protéique peut étre définie comme un ensemble de protéines de poids
moléculaire plus élevé (oligomeéres, multimeres) que le monomeére de référence (17).
Les agrégats solubles et/ou insolubles peuvent étre formés simultanément selon 2
mécanismes (13,17-19):

- soit par agrégation simple (liaisons non covalentes) entre 2 ou plusieurs
protéines, sans modification de la structure primaire,

- soit par formation de liaisons covalentes.

La formation d’agrégats passe par différents stades, plus ou moins réversibles
(Figure 5) (13,18):

- forme N native, qui est la protéine d’origine

- forme | intermédiaire, représentant la protéine dans un stade intermédiaire
de déploiement

- forme U dépliée

- forme A agrégats, celle-ci étant le plus souvent irréversible.

M {native) #—— | (intermediate) +—— U {unfolded)
lf
A {aggregate)

Figure 5 : Schéma représentant les différents états d'une protéine d’aprés W. Wang 2005 (18)
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La reéversibilité d'une agrégation protéique dépend du stade du processus
d’agrégation. En effet, la formation précoce d’agrégats solubles peut étre réversible,
tandis que la formation tardive d’agrégats insolubles est le plus souvent irréversible
(18). Certaines instabilités chimiques comme Il'oxydation, la déamidation ou la
glycation peuvent entrainer la formation d’agrégats du fait d’'une modification de la
conformation protéique ou de la dégradation protéique (13,17).

Enfin, la formation d’agrégats peut également avoir un impact clinique, comme par
exemple entrainer une réponse immunitaire par le patient ou encore influer sur
I'efficacité du médicament. Cependant, le lien entre le type ou la taille d’'un agrégat et
I'impact clinique n’est pas encore identifié (17).

b. Dénaturation

La dénaturation protéique est due a une modification des différentes structures
(secondaire, tertiaire et quaternaire) sans fragmentation de la protéine et entrainant
un dépliement de la protéine. Cela peut provoquer une modification des propriétés
de l'anticorps monoclonal comme par exemple une diminution de la flexibilité de la

région charniére ou une augmentation du risque d’agrégation (13,14).

c. Adsorption

Les anticorps monoclonaux peuvent également s’adsorber et se désorber au niveau
de différentes interfaces (air/liquide, solide/liquide ou huile/liquide), pouvant entrainer
une agrégation du fait d’'un changement structurel (12,20). Cependant, tous les
mécanismes d’absorption/désorption des anticorps monoclonaux ne sont pas encore
élucidés (20).

4. Facteurs influencant la stabilité

De nombreux facteurs peuvent influencer la stabilité d’un anticorps monoclonal (13) :
- la structure protéique,
- la concentration en protéine et le potentiel a s’auto-agréger,
- la température,
- les interfaces,

- I'exposition lumineuse,
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- les excipients,

- le stress mécanique.

L’objectif de cette thése est de se focaliser sur le stress mécanique qui pourrait étre

engendré suite a un transport pneumatique.

a. Stress mécanique et transport pneumatique

Les études de stabilité décrivant I'impact d’'un stress mécanique, suite a un transport
pneumatique, sur des produits de type protéine ou sur des anticorps monoclonaux,

restent limitées.

Des études de stabilité ont été réalisées sur l'insuline. Ward et al (21) ont effectué
des tests sur des stylos d’insuline asparte FlexPen® (Novo Nordisk) pour visualiser
si la précision du dosage en Ul (Unité Internationale) était altérée suite a un transport
par systéme pneumatique. Aucun des stylos pré-remplis ne présentait un dosage en
dehors des bornes limites fixées. Wong et al (22) ont observé une diminution de la
concentration de l'insuline diluée en poches quel que soit le mode de transport
(manuporté et systeme pneumatique) mais n’ont pas conclu a I'impact du mode de

transport sur cette diminution.

En ce qui concerne les anticorps monoclonaux, Vieillard et al ont réalisé des études
de stabilité sur le cetuximab (23), le rituximab (24) et le trastuzumab (25) aprés un
transport pneumatique, en présence ou en absence d’air dans la poche. Pour
chague molécule, les résultats sont similaires : la présence d’air dans les poches,
suivi d'un transport pneumatique, augmente significativement [linstabilité des
anticorps monoclonaux comparé aux poches avec absence dair. En effet, pour
chaque molécule et avec présence d’air dans la poche, la structure secondaire est
modifiée et un début d’agrégation est mis en évidence. L’hypothése est alors la
suivante : pour les poches avec présence d’air résiduel, les mouvements et les
agitations subis lors du transport pneumatique augmenterait de fagon importante les
interfaces air-liquide, conduisant a I'agrégation des molécules. De plus, pour chaque
molécule et en absence d’air, le nombre de transport via le pneumatique (de 1
jusqu’a 8) n'impacte pas la stabilité de I'anticorps monoclonal, contrairement aux cas
ou lair est présent et ou une augmentation de l'instabilité au fur et a mesure des
transports est observée. Ceci vient renforcer 'lhypothése précédente.
32



Camuffo et al (26) ont quant a eux étudié la stabilité du nivolumab, avec absence ou
présence d’air résiduel dans les poches, suivi d’un transport par systéme
pneumatique. lls n’ont pas retrouvé de différence significative en termes d’instabilité
pour les 2 populations, et en ont conclu a une stabilité du nivolumab avec absence
ou présence d’air suivi par un transport pneumatique. Cependant, comparés aux

études précédentes, le nombre d’échantillons n’est pas détaillé.

Chennell et al (27) ont également étudié l'impact du transport pneumatique sur
I'infliximab, avec comme facteur différentiel la concentration dans des poches de
chlorure de sodium 0.9% en polyoléfine, une a 0,4mg/mL et une a 2 mg/mL. Une
augmentation significative des particules subvisibles de taille 2-5um, 5-10um et 10-
25um est mise en évidence pour les deux concentrations. La présence de formation
de mousse est relevée pour la concentration 2mg/mL et une augmentation de
présence de protéines a haut poids moléculaire est détectée pour les deux
concentrations grace a une chromatographie d’exclusion stérique. Les auteurs ont
conclu a une stabilité d’un point de vue chimique et a une instabilité d’'un point de vue
physique, notamment par I'observation de particules subvisibles qui pourraient étre

liées a la formation d’agrégats de maniére réversible et/ou irréversible.

Linkuviene et al (28) ont récemment réalisé une étude de stabilité d’une solution
d'immunoglobuline et d’'un anticorps monoclonal, sans préciser la nature de ce
dernier. Pour les deux molécules, les auteurs ont comparés le mode de transport
(manuporté ou transport pneumatique), le solvant (chlorure de sodium 0,9% ou
glucose 5%) et la composition de la poche (polyoléfine PO ou polyvinylchloride
PVC), tout en conservant l'air résiduel dans la poche. Les techniques analytiques
utilisées ont permis d’analyser des instabilités physiques, avec la recherche de
microparticules et de nanoparticules. Pour 'immunoglobuline, une augmentation plus
importante de la concentration des particules protéiques est observée pour les
poches en PO et/ou pour les poches diluées dans du chlorure de sodium (NaCl
0,9%), aprés transport pneumatique. Pour I'anticorps monoclonal, seule une
augmentation significative est observée pour les poches en PO avec comme solvant
le NaCl 0,9%, apres transport pneumatique. Leur hypothése est la suivante : les
poches en PO sont plus rigides, causant une rupture des films adsorbés plus
importante. De plus, les gradients de pression y sont plus importants lors d’un stress
meécanique, ce qui causerait plus de phénoméne de cavitation que les poches en

PVC. Aucune hypothése n’est formulée quant a I'impact du type de solvant. lls ont
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également étudié le taux de micro et nanoparticules aprés la mise en place d’un filtre
en ligne 0,2um sur la poche de I'anticorps monoclonal. lls ont pu observé une
compléte disparition des microparticules mais pas des nanoparticules. De plus, la
concentration en anticorps est diminuée aprés filtration supposant une possible

adsorption sur le filtre ou sur la ligne de perfusion intraveineuse.

Cependant, aucune de ces études ne décrit avec précision de fagon quantitative le
systéme pneumatique utilisé. Cette notion de variable binaire non quantitative
(présence ou absence du transport pneumatique) entraine une difficulté

d’extrapolation des résultats.
Enfin, par manque de connaissances et par précaution, certains auteurs ne

recommandent pas [lutilisation d'un systéme pneumatique pour le transport

d’anticorps monoclonaux (29,30).

b. Mécanismes et impacts du stress mécanique

Il existe deux principaux types de stress meécanique : I'agitation (secousses) et les

cisaillements (13,28).

- Agitation (secousses) :

Les préparations a base d'anticorps monoclonaux subissent de nombreuses
secousses de la reconstitution et/ou de la dilution en poches ou en seringues
(agitation lors de I'nomogénéisation des poches, sortie en tubing, etc.) a
I'acheminement jusqu'au patient (transport manuporté/pneumatique). Ces secousses
peuvent alors entrainer un phénoméne de cavitation, c’est-a-dire la création de
bulles et d’air modifiant localement les pressions et les flux, notamment au niveau du
renouvellement de l'interface air-liquide. Suite a la formation de ces cavitations,
'augmentation extréme et trés localisée de la température, de la pression et la
formation de radicaux libres conduisent a une instabilité des anticorps monoclonaux,

dont le phénoméne d’agrégation (13,17,18,28).

De plus, il existe une relation exponentielle (31) entre le niveau d’agrégation et la
surface d’'interface air-liquide (Figure 6) (32). De ce fait, la diminution de I'interface

air-liquide peut diminuer le risque d’agrégation liée aux secousses.
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Figure 6 : Schéma du phénoméne de cavitation et impact de I'interface air-liquide d’aprés S. Sreenivasan
et al 2021 (32)

La formulation des anticorps monoclonaux peut influer sur 'agrégation. Par exemple,
la présence de tensioactifs réduit la formation de particules alors que la formulation

en poudre augmente le risque d’agrégation due a I'agitation (13).

Enfin, comme vu précédemment, la composition du contenant (PO ou PVC) et le
solvant de dilution (NaCl 0,9% ou glucose 5%) peuvent également augmenter le
phénoméne d’agrégation des anticorps monoclonaux (28). En effet, les poches en
PO sont plus rigides augmentant le phénoméne de rupture des films adsorbés et
donc l'agrégation (28). Quant aux poches en PVC, celles-ci peuvent relarguer lors
d'un transport pneumatique des phtalates (DEHP) qui promeuvent également le

phénoméne d’agrégation (33).

- Les cisaillements :

Le phénomeéne de cisaillement se produit lorsqu’il existe un différentiel de vitesse
entre les fluides en mouvement, surtout lors des processus de production (34). Cela
augmente les interactions entre les interfaces, comme par exemple solide-liquide
(adsorption) ou gaz-liquide (cavitation) qui sont alors a méme d’engendrer une

potentielle agrégation (13,35).

Ce phénoméne est également présent lors de la filtration, pouvant entrainer une
dissociation des agrégats des anticorps monoclonaux et donc des particules

subvisibles, mais cet événement n'est pas clairement élucidé (13). Des
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nanoparticules peuvent encore étre présentes apres filtration et les matériaux

composant le filtre peuvent également générer des particules (28).

5. Techniques analytigues pour une étude de stabilité
a. Généralités

Le principal critere pour le choix des techniques analytiques a utiliser en fonction de
I'anticorps monoclonal étudié est que celles-ci doivent étre « indicatrice de stabilité ».
Une méthode indicatrice de stabilité est définie comme « une procédure analytique
capable de distinguer le principe actif de ses produits de dégradation formés durant
I'étude de stabilite et dans des conditions de stockage définies » (36). Celle-ci doit
étre a la fois sensible pour détecter des produits de dégradation en faible quantité et
a la fois une résolution suffisante pour détecter des produits de structure proches
(36).

Dans le domaine de l'industrie pharmaceutique, les études de stabilité réalisées sur
des spécialités pharmaceutiques suivent les recommandations de I'lCH (International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
Use), qui peuvent servir de base méthodologique mais nécessiteront tout de méme
une adaptation a la pratique hospitaliere. Par exemple, les recommandations ICH
Q5C (37) décrivent la conduite a tenir a propos des études de stabilité a mener pour
des spécialités de type protéique et/ou peptidique, dont la démarche pour des
conditions de conservation a long terme et pour des conditions forcées de
dégradation. Les recommandations ICH Q6B (38) fournissent des orientations sur les
spécifications a établir (listes de tests, de référence a des méthodes analytiques, des
critéres d’acceptation, etc.) pour des spécialités de nature protéique et/ou peptidique.
Celles-ci présentent également des exemples de méthodes analytiques a utiliser
pour la caractérisation structurale, et I'évaluation physico-chimique de spécialités

protéiques.

De plus, des indications sur les méthodes analytiques a employer peuvent étre
retrouvées dans les monographies des pharmacopées (européenne, américaine,
francaise, etc.). Cependant, ces méthodes analytiques ne sont pas définies comme
indicatrices de stabilité et tres peu de monographies d’anticorps monoclonaux y sont
présentes.
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La principale source de référence de méthodes analytiques indicatrices de stabilité
reste la littérature scientifique. Cependant, si aucune méthode indicatrice de stabilité
n’est retrouvée dans les ouvrages de la littérature scientifique, il conviendra alors de
développer cette méthode en réalisant des études de dégradation forcée. Le Guide
méthodologique des études de stabilité des préparations (36), réalisé par la Société
Francaise de Pharmacie Clinique en collaboration avec le GERPAC (Groupe
d’Evaluation et de Recherche sur la Protection en Atmosphére Contrdlée), détaille la

marche a suivre pour établir une méthode analytique indicatrice de stabilité.

Les lignes directrices européennes pour les études pratiques de stabilité des
médicaments anticancéreux recommandent pour I'étude de stabilité des anticorps
monoclonaux, a minima, les techniques analytiques suivantes (12) :

- turbidimétrie et chromatographie d’exclusion stérique pour I'étude de la
stabilité physique,

- cartographie peptidique, chromatographie d’exclusion stérique et

chromatographie échangeuse d’ions pour I'étude de la stabilité chimique.

Selon ces lignes directrices, I'évaluation de l'activité biologique doit étre réalisée en
dernier lieu, et ne peut étre considérée comme une méthode indicatrice de stabilité a
elle seule. Des techniques analytiques de type ELISA ciblant le domaine portant
I'activité ou des études de l'activité cytotoxique sur des lignées cellulaires peuvent

étre employées (12).

b. Techniques analysant les instabilités physiques

- Inspection visuelle :

L’examen visuel décrit dans la Pharmacopée Européenne est une technique
qualitative permettant de mettre en évidence la présence ou non de particules
visibles insolubles (2). Cette technique s’effectue par observation de la solution
devant un panneau blanc, puis un panneau noir, a l'aide d’'une lumiére blanche.
Selon la pharmacopée, pour qu’une solution parentérale soit conforme, celle-ci doit
étre exempte de toutes particules visibles. Cependant, la Pharmacopée ne détaille
pas avec précision la taille des particules visibles. Dans la littérature, il est décrit que
I'ceil humain peut détecter des particules d’environ 80uym a une distance de 25cm, ou

des particules de 25um si celles-ci sont en nombre suffisant (17).
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- Comptage de particules visibles et subvisibles :

La pharmacopée européenne décrit deux méthodes pour le comptage de particules
subvisibles et insolubles des préparations parentérales (2). La premiére méthode
(méthode 1) se base sur le principe de blocage de la lumiére. Le nombre de
particules est quantifié par intervalle de taille, allant de 2um a 100pm (22um, =5um,
210um, =225um, =50um, =100pm). Selon la Pharmacopée Européenne, cette
méthode est a privilégier. La deuxieme méthode (méthode 2) se base sur la
quantification par microscopie du nombre de particules retenues par une membrane
filtrante de porosité <1um. Cette technique est réalisée pour des préparations dont la
viscosité est importante (émulsions, colloides, préparations liposomales, etc.). Pour
chaque technique et pour différents volumes de préparation, la Pharmacopée
Européenne décrit des limites de conformité a ne pas dépasser pour les tailles de

particules subvisibles 210um et 225um (Tableau 1).

Technique Volume de la Taille des Limites
analytique préparation parentérale particules
> .
> 100mL = 10um 25 par'tlcules/mL
] > 25um 3 particules/mL
Méthode 1 - .
< 100mL =2 10um 6000 particules/container
B 2 25um 600 particules/container
= 10um 12 particules/mL
] > 100mL > 25um 2 particules/mL
Méthode 2 - .
< 100mL =2 10um 3000 particules/container
- > 25um 300 particules/container

Tableau 1 : Limites de conformité du nombre de particules subvisibles issues de la Pharmacopée
Européenne (2)

- Turbidimétrie :

La turbidimétrie permet la mise en évidence d’agrégats visibles et subvisibles par
diffraction de la lumiére. Pour cela, un spectrométre UV est utilisé en étudiant deux
longueurs d’onde. Par exemple, pour des longueurs d’ondes a 280nm et 340nm,
I'indice d’agrégation (Al) est alors calculé selon la formule suivante :

A34—0

Al = * 100

a A280 - A340
Un indice d’agrégation (Al) inférieur a 10 témoigne de I'absence de formations

d’agrégats visibles et subvisibles solubles (32,39,40).
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- Chromatographie d’exclusion stérique :

La chromatographie d’exclusion stérique est une chromatographie liquide couplée a
un détecteur UV ou UV-visible qui permet de suivre [I'évolution du profil
chromatographique. Les ratios du pic des monoméres et du pic des HMWP
(oligoméres) sont alors comparés au cours du temps. Cela permet de mettre en

evidence un phénoméne d’agrégation pour des agrégats solubles (13,40—42).

- Diffusion dynamique de la lumiére :

La diffusion dynamique de la lumiére permet de mesurer au cours du temps, s’il
existe, une modification du diametre hydrodynamique des particules et agrégats,
dont leur taille est comprise entre 0,3nm et 10um (Figure 7). Cette technique permet
de mettre en évidence la présence ou non de sous-populations de particules et
d’agrégats microniques et submicroniques, solubles et insolubles. Pour cela le pdi
(polydispersity index) est calculé, et doit étre inférieur ou égal a 0,1 pour que la

répartition soit monodisperse (40-42).
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Analyse des donnéeas

Figure 7 : Schéma du principe de diffusion dynamique de la lumiére d'aprés M. Mainard et al (43)

c. Techniques analysant les instabilités chimiques et structurales

- pHmétrie :
Le pH peut étre suivi au cours du temps grace a un pH-metre. Aucune modification
significative n'est observée lors d'une variation du pH inférieure a 0,5 unité de pH

(40-42).
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- Mesure de 'osmolalité :

L’'osmolalité peut étre suivie au cours du temps grace a un osmométre. Aucune
modification significative n’est constatée si la variation est inférieure a 10mOsmol/kg
(40—-42).

- Chromatographie échangeuse d’ions :

La chromatographie échangeuse d’ions est une chromatographie liquide couplée a
un détecteur UV ou UV-visible qui permet de mettre en évidence la répartition des
formes ioniques. La répartition pour chaque forme est exprimée en % de 'AUC
(13,42).

- Cartographie peptidique (peptide mapping) :

La cartographie peptidique permet d’étudier la structure primaire d’un anticorps
monoclonal. Aprés un prétraitement enzymatique, une séparation par
chromatographique liquide couplée a une détection UV est réalisée. L'apparition ou
la disparition de pics sur le chromatogramme permet la mise en évidence d’un

changement dans la structure primaire (13,42).

Enzymatic

Protein digestion

Peptide identification through
database search

Figure 8 : Schéma du principe de cartographie peptidique d'aprés Y. Wang (44)

- Spectrométrie infra-rouge :

La dérivée seconde d'une spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier (FTIR)
permet d’étudier la structure secondaire d’'un anticorps, notamment les feuillets béta
et les hélices alpha (41,42,45). Un décalage des minimas et maximas du nombre

d’onde inférieur en cm™ est alors calculé.



- Spectrométrie UV et Fluorescence :

Grace a la dérivée seconde d’une spectroscopie UV, des changements au niveau
des acides aminés aromatiques peuvent étre mis en évidence, reflétant de fagon
globale les changements de la structure tertiaire (42,45). Un décalage inférieur des
minimas et maximas des longueurs d’'onde en nanométre est alors déterminé. Cela

peut étre confirmé par une spectrométrie par fluorescence (41).

- Chromatographie d’exclusion stérique :

En complément d’'une indication sur la stabilité physique par I'étude de pics de
molécules de haut poids moléculaire HMWP, la chromatographie d’exclusion
stérique permet également d’évaluer I'évolution du pic de molécules de bas poids
moléculaire LMWP. Cette méthode peut mettre en évidence un phénoméne de
fragmentation et donc d’'une altération de la structure quaternaire de I'anticorps

monoclonal (13,42).

d. Mesure de l'activité biologique

En plus de l'analyse des instabilités physique et chimique, il peut étre pertinent
d’évaluer l'activité biologique de I'anticorps monoclonal. Pour cela, une méthode
immuno-enzymatique ELISA peut étre mise en place. Le kit ELISA utilisé doit
reconnaitre le domaine de [lanticorps portant l'activité. Pour compléter cette
méthode, des essais biologiques in vitro et in vivo peuvent étre réalisées pour
quantifier les effets de I'utilisation des anticorps sur des cellules, des tissus ou des
organismes vivants. Cependant, l'interprétation des résultats peut s’avérer difficile du
fait d’'une possible activité résiduelle, méme en présence d’agrégats ou de protéines

dénaturées (36).
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Il apparait donc que la principale instabilité retrouvée aprés un stress
mécanique est une instabilité physique : I'lagrégation protéique. De plus, lors
de I'étude de stabilité se focalisant sur le stress mécanique via un transport
pneumatique, d’autres facteurs pouvant influencer les résultats sont a prendre
en compte, comme la présence d’air, la nature du solvant ou la composition du

contenant.

Dans le cas d'une étude de stabilité d'un anticorps monoclonal, une grande
variété de techniques analytiques peuvent étre mises en ceuvre, avec deux
grandes catégories :

- les techniques analytiques indicatrices de stabilité, comme Ia
chromatographie d'exclusion stérique, la chromatographie échangeuse d'ions
ou la cartographie peptidique,

- les techniques non indicatrices de stabilité, permettant d'argumenter la
présence ou non d'instabilités, comme le comptage particulaire, la pH-métrie

ou la mesure de l'activité biologique.

Dans la littérature scientifique, aucune des études s’intéressant a la stabilité
des anticorps monoclonaux aprés transport pneumatique ne décrit avec
précision et de fagon quantitative le systéme pneumatique utilisé. Cette notion
de variable binaire non quantitative (présence ou absence du transport

pneumatique) entraine une difficulté d’extrapolation des résultats.
Les objectifs de ce travail sont donc de caractériser quantitativement le

transport pneumatique, puis de rédiger un cahier des charges d’une étude de

stabilité grace aux données obtenues.
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DEUXIEME PARTIE : EVALUATIONS EXPERIMENTALES

I. Caractérisation du transport pneumatique et du
transport manuporté

1. Introduction

a. Description du transport pneumatique

Au sein de la pharmacie du Centre Oscar Lambret, la centrale de préparation des
chimiothérapies (CPC) utilise un systéme de transport pneumatique pour acheminer
toutes les préparations au sein des différents services de soins. Ce systéme de
transport a pour but de réduire le temps d’attente du patient et de limiter la
manipulation des préparations lors du transport (1). Lors de I'ouverture de la CPC,
par manque d’étude sur la stabilité des anticorps monoclonaux aprés transport
pneumatique, une analyse de risque non publiée avait été réalisée concluant a un

faible risque.

Deux lignes de transport ont été mises en place (Figure 9a). La premiére est une
ligne uniquement destinée a I'HOpital de Jour (HDJ), étant le service de soins
administrant le plus de chimiothérapies. La deuxiéme ligne permet 'acheminement
vers les autres services de soins, qui sont: quatre services de médecine (3A-3B et
3C-3D), un service de pédiatrie et un service de recherche clinique (UIRC). Au sein
du transport pneumatique, I'envoi des préparations de chimiothérapie s’effectue a

I'aide de cartouches étanches (Figure 9b).

a. b.

Figure 9 : a: Photographie de la station de départ au niveau de la CPC avec a droite la ligne dédiée a ’'HDJ
et a gauche la ligne vers les autres services de soins; b : Photographie d'une cartouche de transport
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Les caractéristiques du systéme pneumatique installé au sein du centre Oscar
Lambret sont :

- vitesse moyenne : 3 a 4 m/s

- accélération : 1,5 m/s? (soit 0,159)

- décélération : 3 m/s? (soit 0,39)

- longueurs des différentes lignes (Tableau 2).

3AB 3CD HDJ Pédiatrie UIRC

Distance 113 72 186 105 186
en metres

Tableau 2 : Récapitulatif des longueurs en métres des cinq lignes du systéme pneumatique

Les zones de réception des cartouches peuvent se faire soit :
- via une rampe de réception (Figure 10a), pour 'HDJ et le retour des
cartouches en CPC,

- via un réceptacle de réception (Figure 10b), pour les quatre autres services.

a. b.

Figure 10 : Photographies des deux types de réception des cartouches : (a) rampe et (b) réceptacle

b. Description du transport manuporté

En dehors du transport pneumatique, le transport manuporté est également utilisé
dans certaines conditions, réalisé soit par un agent de pharmacie, soit par un
préparateur en pharmacie. En effet, chaque matin, les préparations anticipées la
veille pour 'HDJ sont acheminées dans le service a I'aide d’'un chariot de transport
(Figure 11a). Cela permet de limiter la manutention et un flux trop important dans le

systéme pneumatique en début d’activité.
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De plus, une caisse de transport (Figure 11b) peut étre utilisée au cours de la
journée pour acheminer des préparations ne pouvant emprunter le transport
pneumatique par refus des laboratoires, comme par exemple certaines molécules
d’essai clinique. Enfin, le transport manuporté reste une solution d’acheminement

des préparations en cas de panne du systéme pneumatique.

a. ‘ b.

©iicéi Lambret

TRANSPORT DES
CHIMIOTHERAPIES

Figure 11 : a. Photographie du chariot de transport ; b.
Photographie de la caisse de transport

Les distances séparant les différents services de la CPC sont récapitulées dans le
tableau suivant (Tableau 3). Elles ont été mesurées a 'aide d’'un podométre.

3AB 3CD HDJ Pédiatrie UIRC

(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Distance 104 99,2 72,6 65,5 250
en meétres (£4,9) (£1,2) (£5,8) (£4,0) (£6,3)

Tableau 3 : Récapitulatif des distances en métres mesurées par podométre (moyenne et écart-type)
séparant la CPC des cinq services

2. Obijectifs

Les trois objectifs principaux de cette étude sont orientés sur l'identification de
parameétres permettant d'établir une partie de la méthodologie pour le cahier des

charges de I'étude de stabilite.

Le premier objectif est de comparer le transport pneumatique et les deux types de
transport manuporté, caisse et chariot, pour déterminer le niveau de risque de

secousses et vibrations en fonction du transport.
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Le second objectif est de caractériser quantitativement le transport pneumatique afin
d’identifier la ligne la plus a risque de secousses et vibrations, également appelée le
« worst-case». Cette ligne sera utilisée lorsque les études de stabilité devront étre

mises en place.

Enfin, le troisieme objectif a pour but d'identifier la présence ou non de différences au
niveau du stress mécanique de la préparation d'anticorps monoclonaux en fonction

du volume de solvant et/ou du type de contenant.

3. Matériels

a. Mesure des secousses

La mesure des secousses est réalisée a I'aide d’'un accélérométre PCE-VD3 de chez
PCE Instruments (Figure 12a). Le choix de cet outil s’est fait sur la base de la
littérature. En effet, le PCE-VD3 est sensiblement identique a d’autres références
d’accélérométre (46) et est plus précis que l'utilisation d’'un smartphone pour
caractériser le transport pneumatique (47). Cet outil permet de mesurer les
acceélérations en g selon trois axes: x, y et z (Figure 12b). De plus, un vecteur

somme est calculé pour chaque point de mesure selon la formule suivante :

\/(x)z + (y)? + (2)?. Le g est une unité d’accélération de la pesanteur a la surface
de la Terre. Un g équivaut approximativement a 9,8m/s?, c'est-a-dire que la vitesse

augmente de 9,8m/s chaque seconde.

a. b. -

Figure 12 : a : Photographie de I’accélérométre PCE-VD3 ; b : Schéma des 3 axes en fonction de
I’accéléromeétre

Les caractéristiques de cet accélérométre sont les suivantes :
- poids : 25 grammes
- échantillonnage tous les 50ms
- plage de mesure : £ 169
- résolution : 0,004g

- précision : + 0,59
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Aprés chaque mesure, les données sont collectées sur un ordinateur grace au port
USB de l'accéléerométre. Via le logiciel fourni, les données sont visualisables sous

forme de graphique (Figure 13) et sont téléchargeables en format Excel.

Start Time | 10/01/2209:43:33  Sampling rate | 0050 E‘ Samples | 1780 Unit |9 Mode  Normal

X Max | 15.36 @ 10/07/2209:44:59 450ms  Min [16.38 @ 10/01/22 09:44:69 600ms  Avg [0.28 X Threshold [NONE
¥Max | 1279 @ 1000122 094459 160ms  Min [12.82 @ 10/01/22 09.44 59 300ms  Avg [0.03 Y Thresheld |NONE
Z Max | 16.36 @ 10/07/2209.:44:09 200ms  Min [12.29 @ 10/01/22 09:44:10 900ms  Avg [0.34  Z Threshold |NONE

Vector Sum Max |23,17@ 10/01/22 09:44:59 300ms ~ Min |n,18@ 10/01/22 09:44.04 500ms Avg ‘2,13

lundo Zoum” [ Auto Scale|| I'Full Scale ” | Axis Setup ‘ Icolor Setup| I View

G
-
=
£
A
:
5
3
3
£

3 09:43:44 150ms 09:43:55 300ms 09:44:06 450ms 09:44:17 600ms 09:44:28 750ms 09:44:39 900ms 09:44'51 50ms
10/01/22 10i01/22 10/01/22 10101122 10/01/22 1010122 10/01/22 10/01/22

Figure 13 : Capture d'écran d'un exemple d'affichage des données dans le logiciel fourni avec le PCE-VD3

b. Mesure du temps

Pour le transport pneumatique, le temps est mesuré a l'aide d'un chronométre
lorsque la cartouche démarre de la station de départ jusqu’a 'arrivée de la cartouche
a la station de réception. Pour le transport manuporté, le temps est chronométré du

déclenchement de I'accélérométre a I'arrivée dans le service.

4. Meéthodes

a. Conditions

Trois volumes de poches uniquement remplies de chlorure de sodium 0,9% de
50mL, 100mL ou 250mL, et une seringue remplie de 5mL de chlorure de sodium
0,9% sont utilisés pour effectuer les mesures. Ceux-ci représentent les différents
contenants utilisés pour la préparation des anticorps monoclonaux au sein de la
CPC. De plus, pour une meilleure représentativité de la pratique quotidienne, des
tubulures purgées sont fixées aux poches, et chaque poche et seringue sont mises
dans un tubing (Figure 14). En guise de témoin, un transport a vide est également

réalisé.
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Figure 14 : Photographie des poches et seringue remplies uniquement de solvant NaCl 0,9%

b. Mesure des secousses du transport pneumatique

L’accélérométre est fixé sur le tubing de la poche ou de la seringue a I'aide de ruban
adhésif double-face ainsi que d’un élastique (Figure 15a). Les poches et la seringue
sont ensuite mises dans la cartouche, toujours dans le méme sens (Figures 15b).
Pour le témoin, I'accélérométre est fixé a 'intérieur de la cartouche a I'aide de ruban

adhésif et de double-face.

a.

Figure 15 : Photographies montrant le positionnement de I'accélérométre a : sur le tubing ; b : dans la
cartouche
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Les mesures sont réalisées en triplicata pour chaque service et pour chaque type de
contenant. Un interne de pharmacie déclenche I'accélérométre au niveau de la CPC,
et un externe en pharmacie réceptionne la cartouche et arréte la mesure de

'accéléromeétre. Les données sont ensuite téléchargées dans le logiciel d’analyse.

c. Mesure des secousses du transport manuporté

L’accélérometre est placé sur les poches de la méme maniére que pour le transport
pneumatique. Les mesures sont réalisées en triplicata pour chaque service et pour
chaque type de contenant, a la fois pour la caisse de transport et pour le chariot de
transport. Le transport par caisse de transport s’effectue si besoin par les escaliers,

alors que le transport par chariot s’effectue si besoin par I'ascenseur.

Un interne de pharmacie ou un externe de pharmacie déclenche I'accélérométre, au
sein de la CPC, une fois que celui-ci est placé dans la caisse de transport ou dans le
chariot de transport. L’accéléromeétre est ensuite éteint une fois dans le service, puis
les données sont téléchargées. Pour limiter le biais induit par la personne réalisant le
transport, les trois réplicats sont réalisés par des personnes différentes.

d. Analyse des données

Chaque analyse de données est réalisée a partir des vecteurs somme obtenus lors
de chaque mesure. Les calculs statistiques ainsi que le calcul de 'AUC (Area Under
the Curve), de la distribution de I'accélération et des nombres de pics d’accélération
(NP) sont réalisés a l'aide du langage de programmation R (version 4.0.4) via le
logiciel RStudio (version 1.4.1106). La méthodologie des calculs de 'AUC et du
nombre de pics d’accélération suit celle utilisée par Farnsworth et al (47) et de
Streichert et al (48). L'AUC de la distribution de I'accélération est calculée avec un
seuil minimal a 2g pour permettre une meilleure discrimination par rapport a un
transport manuporté classique. De plus, le nombre de pics d’accélération est calculé
pour quatre niveaux de forces : >3g (abrévié en NP3), >5g (NPs), >10g (NP4o) et
>15g (NP4s5). Les résultats des AUC et des nombres de pics sont exprimés en
médiane et en écart interquartile (IQR). Des tests non paramétriques de type
Wilcoxon-Mann-Whitney bilatéraux sont utilisés pour analyser les résultats. Une p-

value bilatérale inférieure a 0,05 est considérée comme significative.
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Dans un premier temps, les analyses permettront de comparer les trois types de
transport. Dans un second temps, pour le transport pneumatique les différents
services seront comparés. Enfin, les données des différents types de contenants
pour le transport pneumatique seront analysées. Le témoin sera utilisé uniquement

pour I'analyse des différents contenants.

5. Reésultats
a. Temps de transport

- Transport pneumatique :

Pour le transport pneumatique, les temps de trajet pour chaque service sont
présentés dans le Tableau 4. Le systéme pneumatique étant un outil constant, les

durées sont donc constantes pour chaque triplicata.

3AB 3CD HDJ Pédiatrie UIRC
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Temps en 64 60 62 60 102
secondes (£ 0) (£0) (£0) (x0) (x0)

Tableau 4 : Récapitulatif du temps en secondes du transport pneumatique pour les cinq services

- Transport manuporté :

Pour le transport manuporté, les résultats pour chaque méthode de transport en
calculant la moyenne et I'écart-type pour chaque service de 5 trajets réalisés par 3
opérateurs différents sont présentés dans le Tableau 5 ci-dessous.

3AB 3CD HDJ | Pédiatrie | UIRC
(n=15) | (n=15) | (n=15) | (n=15) | (n=15)
Transport par | 103,6 102,8 73,6 68,1 203,1
Temps caisse (£5,0) (£5,2) (x4,9) (£6,2) (£8,7)
en
secondes | Trangportpar | 148,2 150,9 95,7 88,2 281,2
chariot (£38,7) | (£60,5) | (x9,5) | (£9,1) | (+18,6)

Tableau 5 : Moyennes et écarts-types de la durée en secondes du transport manuporté par caisse et par
chariot pour les cinq services
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b. Comparaison des types de transport

Les résultats de 'AUC et du nombre de pics d’accélération pour les trois types de

transport sont résumés dans le Tableau 6 ci-dessous.

PNEUMATIQUE CHARIOT CAISSE
(n=60) (n=60) (n=60)
Médiane Médiane Médiane
(IQR) (IQR) (IQR)
42,2 18,4 0,2
>
AUC >2g (35,5-45,5) (10,4 — 45,8) (0,1-10,5)
Nb pics >3g 280,5 31 2
NP3 (240,8 — 298,5) (15-101,2) (0,5-7)
Nb pics >5g 125 3 NA
NP5 (110,5 - 136,2) (1-9)
Nb pics >10g 33
NP (24,8 — 40) NA NA
Nb pics >15g 8
NP5 (2,5-12) NA NA

Tableau 6 : Résultats de I'AUC et des nombres de pics d’accélération en fonction du type de transport

Pour le calcul de 'AUC avec un seuil minimal a 2g (Figure 16) :

- TAUC pour le transport pneumatique est significativement plus importante
que celle pour les 2 autres types de transport manuporté (p<0,001),

- TAUC du transport manuporté par chariot est significativement plus
importante que celle du transport manuporté par caisse (p<10‘2°).

250
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B Pneumatique
B Chariot
B Caisse

200
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I

Figure 16 : Résultats de I'AUC avec un seuil minimal a 2g en fonction des trois types de transport
(pneumatique, chariot et caisse)
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Les NP3, NP5 et NP4 (Figure 17a, b, c) pour le transport pneumatique sont
significativement supérieurs a ceux des transports manuportés par chariot (p<10'13,
p<107® et p<10?*) et par caisse (p<10?°, p<10?? et p<10%’). Pour les NP5 (Figure
17d), les transports manuportés n’ont démontré aucun pic supérieur a ce niveau. De
plus, pour les NP3 et NP5, ceux du transport par chariot sont significativement

supérieurs a ceux du transport par caisse (p<10'° et p<10™4).
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c. Détermination de la ligne pneumatique la plus a risque

Les résultats du calcul de 'AUC et du nombre de pics d’accélération pour le transport
pneumatique en fonction des différents services sont présentés dans le Tableau 7 ci-

dessous.

3CD HDJ PEDIATRIE UIRC
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Médiane Médiane Médiane Médiane Médiane
(IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
AUC >2g 42,6 449 21,2 36,2 46,7
(41,6 —44,1) (42,8 -45,5) (19,9-22,4) (355-38) (45,8 — 48,9)
Nb pics >3g 283,5 310 80,5 248,5 296
NP, (275 -296,5) (295,2-320,5) (69,2-92,5) (240,8-268) (291,8—309)
Nb pics >5g 128 135,5 23,5 116 132
NP5 (121 - 142) (131,5-146) (16,8 —29,2) (112,8 —128) (125-147,2)
Nb pics >10g 41,5 35 4.5 37,5 33
NP (34,2 - 43,2) (30,5-41) (2,8 -6) (27,8 — 39,2) (30 — 36)
Nb pics >15g 12,5 11,5 0 11,5 8,5
NP5 (8,8 -16,2) (9-13) (0-10,2) (9-12,2) (7-10,2)

Tableau 7 : Résultats du calcul de I'AUC et des nombres de pics d’accélération pour le transport
pneumatique en fonction du service

En termes d’AUC avec un seuil minimal a 2g (Figure 18) :

- Le service UIRC présente significativement une plus grande AUC que les
quatre autres services (respectivement 3AB, 3CD, HDJ et Pédiatrie : p<0,001,
p<0,01, p<10® et p<107?).

- Les services 3AB et 3CD présentent significativement une plus grande AUC
que le service de Pédiatrie (p<10®). Aucune différence significative ne peut étre
établie entre les services 3AB et 3CD (p=0,225).

- Le service HDJ présente significativement une plus petite AUC que les

quatre autres services (p<107).
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Figure 18 : Résultats pour le transport pneumatique de I'AUC avec un seuil minimal a 2g pour chaque
service

En termes du nombre de pics d’accélération (Figure 19) :

- Pour des forces >3g (Figure 19a): le NP3 pour les services 3AB, 3CD et
UIRC est significativement supérieur aux services HDJ (p<0,0001) et Pédiatrie
(p<0,001 et p<0,0001). De plus, le NP3 pour le service 3CD est significativement
supérieur au service 3AB (p<0,02). Cependant, aucune différence significative ne
peut étre relevée entre les services 3AB et UIRC (p=0,088) et entre les services 3CD
et UIRC (p=0,225). Le NP3 pour la Pédiatrie est significativement supérieur a celui de
I'HDJ (p<0,0001).

- Pour des forces >5g (Figure 19b): le NP5 du service HDJ est
significativement inférieur a ceux des quatre autres services (p<0,0001). Les NP5 des
services 3CD et UIRC sont significativement différents au NP5 de la Pédiatrie
(p<0,02 et p<0,05). Aucune différence ne peut étre établie entre les services 3AB et
3CD (p=0,140), 3AB et UIRC (p=0,562), 3CD et UIRC (p=0,259) et entre les services
3AB et Pédiatrie (p=0,105).

- Pour des forces >10g (Figure 19c): seul le NPy, du service HDJ est
significativement inférieur a ceux des quatre autres services (p<0,0001). Pour le
reste des services aucune différence significative n’est établie (p>0,05).

- Pour des forces >15g (Figure 19d) : le NPys du service HDJ est
significativement inférieur aux quatre autres services (p<0,0001). Le NP5 du service
UIRC est significativement différent de celui de la Pédiatrie (p<0,05). Pour les

services restants, aucune différence significative n’est établie (p>0,05).
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Figure 19 : Résultats lors du transport pneumatique pour chaque service du nombre de pics
d’accélération pour des forces (a) >3g NP3 ; (b) >5g NPs ; (c) >10g NP4 ; (d) >15g NP5

Pour déterminer si le type de réception (rampe de réception ou réceptacle) posséde
un impact sur 'AUC et le nombre de pics de force, les mémes analyses sont
réalisées en supprimant les trois derniéres secondes des mesures, correspondant a
la réception de la cartouche. Les résultats de 'AUC et du nombre de pics
d’accélération pour le transport pneumatique en fonction des différents services sont

récapitulés dans le Tableau 8 ci-apreés.
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3CD HDJ PEDIATRIE UIRC

(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

Médiane Médiane Médiane Médiane Médiane
(IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
AUC >2g 41,5 43,9 21 35,4 46,3
(40,9 — 43) (41,9-44,3) (19,7-22,3) (34,8-136,8) (45,1 - 48,4)
Nb pics >3g 278 303,5 80 2445 293,5
NP; (269,8 —293) (289,2-315) (69,2-91,8) (236-—262,5) (289,5-307)
Nb pics >5g 125 133 23,5 114,5 131
NP5 (116,8 - 138,5) (129-142) (16,8-29,2) (109,8 —125,5) (123,8 — 146)
Nb pics >10g 40,5 34 4,5 36,5 32,5
NP, (32,8 — 42,5) (30,5 — 40,8) (2,8 - 6) (27 — 39) (30 — 35)
Nb pics >15g 12 11 0 1M 8
NP5 (8,8 -16,2) (9-13) (0-0,2) (9-12,2) (6,8 —10)

Tableau 8 : Résultats du calcul de I'AUC et des nombres de pics d’accélération pour le transport
pneumatique en fonction du service, en ne prenant pas en compte la réception de la cartouche

Les résultats pour 'AUC sont les mémes que précédemment. Le service UIRC
présente une plus grande AUC par rapport aux quatre autres services (p<0,001). Le

service HDJ présente une plus petite AUC par rapport aux autres services (p<107).

En ce qui concerne le nombre de pics :

- Pour des forces >3g NP3 : les résultats restent identiques, a part pour la
comparaison entre le service 3AB et UIRC ou il apparait une différence significative
(p<0,05).

- Pour des forces >5g NP5, >10g NP4y et >15g NP5 : les résultats sont
identiques aux résultats précédents.

d. Détermination du type de contenant le plus a risque

Les résultats du calcul de 'AUC et du nombre de pics d’accélération pour le transport
pneumatique en fonction des différents contenants sont synthétisés dans le Tableau

9 ci-apres.
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Seringue 100mL

(n=15) (n=15)
Médiane Médiane Médiane Médiane Médiane
(IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
AUC >2g (47’951_’954’2) (36?142,—745) (34,31_,34,8) (38?122f47) (35,;3—,15,4)
Nb pics >3g 380 308 275 280 275
NP3 (343,8 —395,8) (265,8 —325,2) (231,8—-289,5) (249,2—-295,8) (242,2—-299,2)
Nb pics >5g 181 160 120 125 131
NP; (164,5-196,5) (140,5- 166,5) (103 - 130) (113,56-132) (112,5-135,2)
Nb pics >10g 27 44 27,5 34 29
NP (20,5 - 32) (34,5 -47,5) (23,2 — 35) (28,8 — 36,8) (24,5 — 35,8)
Nb pics >15g 3 9 9 11 12
NP5 (1,2-13) (3,56 -13,8) (5-12) (7,2 -12,8) (5-12,8)

Tableau 9 : Résultats du calcul de I'AUC et des nombres de pics d’accélération pour le transport
pneumatique en fonction du volume du contenant

Pour le calcul de 'AUC (Figure 20), celle de la cartouche vide est significativement
supérieure a celle des autres types de contenant (p<0,0001). Aucune différence

significative n’apparait entre la seringue et les trois tailles de poches (p>0,1).
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Figure 20 : Résultats pour le transport pneumatique de ’AUC avec un seuil minimal a 2g en fonction du
type de contenant

En ce qui concerne les nombres de pics d’accélération (Figure 21) :

- Pour des forces >3g et >5¢g (Figure 21a et b): les NP3 et NP5 de la cartouche
vide sont significativement supérieurs a ceux des autres types de contenant
(p<0,01). Les NP3 et NP5 de la seringue sont significativement différents de ceux des
trois tailles de poches (p<0,0001 pour NP3 et p<0,05 pour NPs). Aucune différence

ne peut étre notée entre les différents volumes de poches (p>0,1).
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- Pour des forces > 10g (Figure 21c) : le NP4y de la cartouche vide est
significativement inférieur a celui de la seringue (p<0,0001) et de la poche de 100mL
(p<0,01). Le NP4, de la seringue est supérieur aux trois types de poches (p<0,0001,
p<0,001 et p<0,0001). Aucune différence ne peut étre relevée entre les trois types de
poches (p>0,1).
le NP5 de la cartouche vide est

significativement inférieur a celui de la seringue et des poches (p<0,001). Aucune

- Pour des forces > 15g (Figure 21d) :

différence n’est remarquée entre la seringue et les différents volumes de poches
(p>0,4).
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Figure 21 : Résultats lors du transport pneumatique pour chaque type de contenant du nombre de pics

d’accélération pour des forces (a) >3g NP; ; (b) >5g NPs ; (c) >10g NP1 ; (d) >15g NP5
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6. Discussion

a. Temps de transport

Le temps de transport pneumatique varie d’'un service a l'autre, de 60 secondes a
142 secondes. Il est sensiblement le méme pour les services 3AB, 3CD, HDJ et
Pédiatrie, car compris entre 60 et 64 secondes. Cependant, les lignes de transport
pneumatique pour 'HDJ et 'UIRC se trouvent a équidistance de la CPC, et pourtant
la durée de trajet pour 'HDJ est 1,6 fois plus rapide que celle de 'UIRC. Cela peut
s’expliquer du fait que la ligne de I'HDJ soit une ligne dédiée a ce service, avec

moins de sas de redirection.

Pour le transport manuporté, les durées de trajet sont treés variables, allant de 68,1 a
281,2 secondes, car les trajets sont opérateur et environnement-dépendants. Par
rapport au temps de transport pneumatique, les durées de trajet sont augmentées de
1,2 a 2 fois pour le transport par caisse et 1,5 a 2,8 fois pour le transport par chariot.
L’utilisation du transport pneumatique pour I'envoi des préparations permet un gain

de temps non négligeable, et permet donc de réduire le temps d’attente du patient.

b. Détermination du transport le plus a risque

L’AUC, représentant la distribution de I'accélération pour des forces supérieures a
2g, est de 2,3 a 211 fois plus grande pour le transport pneumatique que pour les
deux transports manuportés. De plus, les nombres de pics d’accélération pour des
forces supérieures a 3g (NP3), 59 (NPs) et 10g (NPo) sont de 9 a 140 fois plus
importants pour le transport pneumatique, et ce mode de transport est le seul
présentant des pics d’accélération pour des forces supérieures a 15g (NP4s). Le
transport pneumatique est donc beaucoup plus a risque en termes d’intensité et en

nombre de secousses que les transports manuportés.

Pour le transport manuporté par chariot, celui-ci montre une AUC 91 fois plus grande
que celle par caisse. Les nombres de pics d’accélération NP3, NP5 et NP4, sont
jusqu’a 15,5 fois plus importants pour le transport par chariot. Cela peut se traduire
par 'impact de la rugosité du sol (carrelage, barres de seuil, etc.) sur 'importance
des vibrations du chariot. Le transport manuporté par chariot est donc plus a risque

de provoquer des secousses et vibrations que le transport manuporté par caisse.
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Le transport manuporté par caisse étant le transport subissant le moins de
perturbation, il sera donc utilisé comme point de comparaison lors des essais de

stabilité.

c. Détermination de la ligne pneumatique la plus a risque

La ligne pneumatique du service UIRC montre une AUC de 1,04 a 1,29 fois plus
importante que les services 3AB, 3CD et Pédiatrie. Lors de I'analyse du nombre de
pics d’accélération NP3, aucune différence ne peut étre établie entre les services
UIRC et 3AB/3CD. Lors de la comparaison des services UIRC et Pédiatrie, TUIRC
présente 1,2 fois plus de pics d’accélération NP3;. Ces données s’expliquent par la
longueur de la ligne de 'UIRC (186m) par rapport aux autres services 3AB, 3CD et
Pédiatrie (respectivement 113, 105 et 72m), et par le fait qu’une partie de leurs lignes

est en commun.

La question peut se poser lors de la comparaison des services UIRC et HDJ, ces 2
services possédant la méme longueur de pneumatique, égale a 186m. La ligne
pneumatique de I'UIRC montre une AUC 2,2 fois supérieure a celle de 'HDJ. Les
nombres de pics d’accélération NP3, NPs et NPyy sont jusqu’'a 7,3 fois plus
importants pour 'UIRC que I'HDJ. De plus, le nombre de pics d’accélération NP5
pour 'UIRC est en médiane de 8,5 (IQR = 7-10,2) alors que le service HDJ n’en
présente que trés peu. Cela peut s’expliquer par le fait que la ligne pneumatique de
I'HDJ soit une ligne dédiée pour ce service, avec moins de sas de redirection, et

donc moins de phases d’accélération et de décélération de la cartouche.

L’étude du type de réception n'a pas démontré d'importante diminution de la
distribution de 'accélération ou des nombres de pics d’accélération car la réception
de la cartouche s’effectue sur un temps trés court, de 'ordre de 1 a 2 secondes, par
rapport a I'entiéreté du trajet. |l est a noter que les rampes de réception peuvent

limiter un maximum le nombre de pics d’accélération NP .
Au sein d’'un méme établissement, il existe donc une hétérogénéité de l'intensité et

du nombre de secousses subies en fonction de la ligne empruntée lors d’un transport

pneumatique.
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Selon ces données et étant la ligne pneumatique la plus longue, la ligne du service
UIRC est caractérisée comme la ligne présentant des secousses plus intenses et

plus nombreuses : celle-ci sera utilisée pour réaliser les études de stabilité.

d. Détermination du type de contenant le plus a risque

Lors des mesures avec la cartouche vide, I'accélérométre était scotché a l'intérieur
de la cartouche, reflétant les secousses subies celle-ci. L'AUC est 1,2 fois plus
grande et les nombres de pics d’accélération NP3 et NP5 sont jusqu’a 1,4 et 1,5 fois

plus importants que ceux mesurés pour les contenants.

Pour la seringue, aucune différence n’est remarquée lors de la comparaison de
'AUC a celle des différentes tailles de poches. La seringue présente 1,12 fois plus
de pics d’accélération NP3 par rapport aux poches. Pour le nombre de pics NP1s,
aucune différence n’est établie avec les différents volumes de poches. Cela peut
s’expliquer par le fait que la seringue est plus légére et que celle-ci soit plus libre

dans la cartouche, favorisant les secousses de forces inférieures a 15g.
Aucune différence en termes d’AUC et de nombres de pics d’accélération n’a été
établie entre les différents volumes de poches testés : ce paramétre n'a pas d’'impact

sur I'intensité et le nombre de secousses.

Lors des études de stabilité, le choix du contenant pourrait donc se faire en fonction

de la molécule étudiée et des pratiques du service.
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II. Rédaction du cahier des charges d’une étude de
stabilité

1. Contexte

La premiére partie de ce travail a permis d’établir, selon la littérature scientifique, la
principale instabilité physique retrouvée pour les anticorps monoclonaux lors d’un
stress mécanique : I'agrégation protéique. De plus, d’autres facteurs devant étre pris
en compte lors d’'une étude de stabilité peuvent influencer les résultats, comme par
exemple la présence d’air dans la poche, le solvant utilisé ou encore la composition

du contenant.

La caractérisation quantitative du transport pneumatique a permis de déterminer la
ligne la plus a risque de secousses, celle de 'UIRC, qui sera utilisée lors des études
de stabilité. De la méme maniére, le transport manuporté par caisse étant le moins a
risque de secousses, il sera utilisé comme point de comparaison pour les études
futures. De plus, ce transport sera également utilisé lors du retour des poches a la

CPC apreés le transport pneumatique.

2. Obijectif

L’objectif de cette seconde partie est de rédiger un cahier des charges d’'une étude
de stabilité pour un anticorps monoclonal a destination des industriels

pharmaceutiques et universitaires.

3. Matériels et Méthodes

Les techniques analytiques choisies font référence a la littérature scientifique, a la
Pharmacopée Européenne (2), aux lignes directrices européennes pour les études
pratiques de stabilit¢é des médicaments anticancéreux (12), ainsi qu’au Guide
méthodologie pour une étude de stabilité (36). Ces différentes techniques ont été

synthétisées dans la premiére partie de ce mémoire.
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4. Reésultat

Un cahier des charges, ci-aprés, pour I'étude de stabilité d’un anticorps monoclonal
apres transport pneumatique a été rédigé. Ce cahier des charges est générique et
doit étre complété pour chaque anticorps monoclonal selon les spécificités de ce
dernier. Ce travail permettra de réaliser des études de stabilité d’anticorps
monoclonaux, tout en confrontant les résultats aux données quantitatives relatives au

stress mécanique du transport pneumatique.
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| ENCARNCET WA

CAHIER DES CHARGES A DESTINATION DES INDUSTRIELS
PHARMACEUTIQUES ET UNIVERSITAIRES POUR LA REALISATION D'UNE
ETUDE DE STABILITE D’UN ANTICORPS MONOCLONAL APRES TRANSPORT
PAR SYSTEME PNEUMATIQUE ET MANUPORTE

Contexte

Le Centre Oscar Lambret est un Centre de Lutte Contre le Cancer préparant et délivrant environ 33000
chimiothérapies par an, gue ce soit des molécules anticancéreuses ou des anticorps monoclonaux. La
préparation et la reconstitution des chimiothérapies et des immunothérapies s'effectuent au sein d'un
service spécialisé de la pharmacie, appelé CPC pour centrale de production des chimiothérapies. Une
fois reconstituées et préparées, les chimiothérapies et les immunothérapies sont acheminées dans le
service via un transport pneumatigue cu via un transport manuperté & I'aide d'une caisse ou d'un
charict de transport.

La question peut alors se poser quant a la stabilité des anticancéreux, dont les anticorps monoclonaux
lors d'un transport pneumatique, ces derniers subissant de nombreuses agitations et secousses lors de
ce mode de transport. Actuellement dans la [ittérature, quelgues études scientifigues ont analysé
I'impact d'un stress mécanique sur la stabilité des anticorps monoclonaux, mais aucune d'entre-elles
n'avait préalablement caractérisé de fagon quantitative son transport pneumatigue.

Objectifs
L'objectif principal est, gridce & ce cahier des charges, la réalisation d'une étude de stabilité sur
I"anticorps moeneclenal suivant : X. Le but est d'identifier I'impact du franspert pneumatigue et denc du

stress mécanigue sur cette stabilité.

Le second objectif est de comparer les résultats de la stabilité par transport pneumatigue & celui d'un
transport manuporté.

Matériels & Méthodes

Conditions :

Les difféerentes methodes analytigues gui sont utilisées pour cette étude de stabilité, ont été ou non
démontrées comme indicatrices de stabilité pour les anticorps monoclonaux selon la littérature
scientifigue. De plus, ces analyses suivent également les recommandations du Consensus Européen
pour la pratique d'études de stabilité sur les molécules anticancéreuses et du Guide méthodelogigue
des études de stabilité des préparations.

Les études de stabilité sont réalisées surle méme lot de la spécialité choisie.

Centre de |utte contre le cancer autorisé a recevoir des dons et legs
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Troistypes de poches seront préparésen triplicata parla CPC:
-3 poches qui emprunteront le transport pneumatigue de la CPC au service (X P)
- 3 poches qui emprunterent le transport manuporté de la CPC au service (X M)
-3 poches gui n"emprunteront aucun des 2 transports mais uniguement le chemin
jusgu’au site d'analyse (X A).

Les conditions préparation et de conservation des poches avant analyses seront les mémes gue celles
utilisées en pratique dans le service, suivant les recommandations de préparation et conservation de la
spécialité. Les conditions de conservation pour la specialité X sont les suivantes : 0 compléter avec
température, temps de conservation, +/- abri lumiére.Un volume résiduel d'air de SmL est conservé,
identique & la pratique de service (permet d'éviter & la poche de se collaber lors de I'administration).

Déroulement du transport :

Grace & une analyse préliminaire des différentes lignes du systéme pneumatigue, la ligne la plus &
risque de secousses a &fé déterminée. Celle-ci est la ligne du service UIRC, par laguelle la poche X P
fera un aller simple.Une analyse entre les différents modes de transport manuporté a également été
réalisée et celle-ci montre gue le transport manuporté par caisse est le transport le moins 3 risque de
perturbation. La poche X M sera donc transportée par caisse de transport dans le méme service que le
transport par pneumatigue, c'est-3-dire le service UIRC.Le retour & la CPC des poches X P et X M sera
réalisé par caisse de transport.Le transport jusgu’au lieu de réalisation des analyses devra limiter au
maximum les secousses.

Les caractéristiques pour la ligne du pneumatique de I'UIRC sont les suivantes :
- Longueur : 186m
- Temps de trajet : 1425
- Vitesse moyenne moyenne : 3 & dm/s
- Nombre de pics d"accélération pour des forces =3g : médiane=296 (IQR=291,8-303)
- Nombre de pics d"accélération pour des forces =15g : médiane=8,5 (IQR=7-10,2)
- Mode de réception : réceptacle

Prélévements :
Les poches seront acheminées directement sur le site ou seront réalisées les différentes analyses.

Chaque prélévement sera réalisé en triplicata au niveau du bouchon bleu de la tubulure pour chague
poche et pour chague méthode analytique.

Technigues analytigues et résultats attendus :

Les technigues analytiques et les résultats attendus sont résumés dans le tableau de I'annexe 1.
Cetableau est & compléter avec les résultats obtenus et I'interprétation gui en découle.

La principale instahbilité retrouvée aprés un stress mécanique &tant une instabilité physigue, et par
soucis d'économie et de temps, les analyses démontrant la stabilité physigue sont & réaliser en priorité
et si possible au plus proche de I'établissement.

Centre de lutte contre le cancer autorisé a recevoir des dons et legs
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CONCLUSION

L’utilisation du transport pneumatique pour 'acheminement des préparations permet
un gain de temps non négligeable pour le patient, le temps de trajet étant divisé
jusqu’a 2 par rapport a un transport manuporté, et ne nécessitant pas de ressources
humaines supplémentaires. Cependant, le transport pneumatique peut entrainer un
stress mécanique envers les anticorps monoclonaux, avec comme principale
instabilité physique I'agrégation protéique. Les nombres de pics de secousses pour
des forces supérieures a 3g (NPs), 5g (NPs) et 10g (NP1o) peuvent étre jusqu’a 140
fois plus importants pour le transport pneumatique comparé a un transport
manuporté, faisant de celui-ci le transport le plus a risque de provoquer un stress

meécanique, et donc des instabilités physiques.

A I'heure actuelle, les études évaluant la stabilité des anticorps monoclonaux aprés
un transport pneumatique considérent ce mode de transport comme une variable
binaire qualitative, avec I'utilisation ou non de ce transport, sans le caractériser
précisément. Ce travail montre pourtant qu’au sein d'un méme établissement, il
existe une hétérogénéité de I'intensité et du nombre de secousses subies en fonction
de la ligne de pneumatique empruntée. Il faut donc en réalité étudier la stabilité des

anticorps monoclonaux en fonction des accélérations et des chocs subis.

De plus, la rédaction d’un cahier des charges a destination des industriels
pharmaceutiques et des universitaires permettra la réalisation d’étude de stabilité en
lien avec I'utilisation de notre systéme pneumatique. Ce travail permettra par la suite
la publication de données de stabilité corrélées a des données quantitatives de
chocs et de secousses, tout en apportant aux autres centres une base
méthodologique pour la caractérisation de leur pneumatique, en leur permettant de

savoir si les données de stabilité sont extrapolables ou non pour leur pratique.
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Résumé :

Contexte : Dans la littérature scientifique, les études de stabilité des anticorps monoclonaux
aprés transport pneumatique ne détaillent pas de fagon quantitative le systéme de transport
utilisé (intensité et nombre de pics de secousses), entrainant une difficulté d’extrapolation
des résultats.

Objectifs : Le but de ce travail est la caractérisation quantitative du systéeme pneumatique du
Centre Oscar Lambret de Lille, la détermination de la ligne la plus a risque de secousses et
de ce fait de stress mécanique, et la comparaison de ce mode de transport a un transport
manuporté. Ces paramétres seront ensuite pris en compte lors de la rédaction du cahier des
charges pour une étude de stabilité a visée des industriels pharmaceutiques et des
universitaires.

Matériels et méthodes : Pour caractériser le transport pneumatique et le transport manuporté
par caisse et par chariot, un accélérométre est utilisé, fixé a quatre types de contenants
(poches ou seringue). Les mesures sont réalisées en triplicata pour chaque contenant (n=4)
et chaque service (n=5). Pour chaque mesure, 'AUC de la distribution de I'accélération et le
nombre de pics d’accélération sont calculés, et des tests non paramétriques de type
Wilcoxon-Mann-Whitney bilatéraux sont utilisés pour tester la significativité au seuil de 5%.
Pour la rédaction du cahier des charges, les différents types d’instabilités et les techniques
analytiques a mettre en place ont été déterminés grace a la littérature.

Résultats : Les nombres de pics pour des forces supérieures a 3g, 5g et 10g sont de 9 a 140
fois plus importants pour le transport pneumatique. Ce mode de transport est également le
seul présentant des pics d’accélération de forces supérieures a 15g, faisant de celui-ci le
transport le plus a risque de stress mécanique, et donc d’instabilités physiques. La ligne la
plus a risque est celle de 'UIRC, et aucune différence n’a pu étre établie en fonction du type
de contenant. Grace a ces résultats, un cahier des charges d’'une étude de stabilité type a
ainsi pu étre redige.

Conclusion : Ce mémoire permet de comprendre les différents stress mécaniques subis par
les anticorps monoclonaux lors de leur transport, de pouvoir mettre en place les techniques
analytiques adéquates, et d’apporter une aide a la caractérisation quantitative d’'un transport
pneumatique.
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