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I. Introduction	
  

Une	
   règlementation	
   européenne	
   visant	
   à	
   faciliter	
   le	
   développement	
   et	
   l’accès	
   aux	
  

médicaments	
   adaptés	
   aux	
   enfants	
   est	
   entrée	
   en	
   vigueur	
   en	
   janvier	
   2007.	
   Elle	
   stipule	
  

l’obligation	
  des	
  firmes	
  pharmaceutiques	
  de	
  déposer	
  un	
  plan	
  d’investigation	
  pédiatrique	
  (PIP)	
  

auprès	
   du	
   comité	
   européen	
   pédiatrique	
   (PDCO)	
   lors	
   d’une	
   une	
   nouvelle	
   demande	
  

d’Autorisation	
  de	
  mise	
  sur	
  le	
  marché	
  (AMM)	
  ou	
  lorsqu’une	
  modification	
  de	
  l'AMM	
  est	
  pro-­‐

posée	
  pour	
  une	
  spécialité	
  pharmaceutique	
  déjà	
  autorisée	
  (ex	
  :	
  nouvelle	
  forme	
  pharmaceu-­‐

tique,	
   voie	
   d’administration).	
   Malheureusement,	
   malgré	
   l’existence	
   de	
   telles	
   mesures,	
   il	
  

n’existe	
   toujours	
  pas	
   assez	
  de	
  médicaments	
   ayant	
  une	
   forme	
  galénique	
   satisfaisante	
  pour	
  

l’administration	
  chez	
  l’enfant.	
  

	
  

La	
  solution	
  buvable	
  de	
  méthotrexate	
  (MTX)	
  dosée	
  à	
  2mg/mL	
  a	
  été	
  mise	
  au	
  point	
  afin	
  

de	
   répondre	
   à	
   une	
   demande	
   des	
   médecins	
   du	
   service	
   d’oncopédiatrie,	
   qui	
   souhaitaient	
  

l’élaboration	
  d’une	
  forme	
  buvable	
  de	
  MTX.	
  Elle	
  est	
  utilisée	
  dans	
  le	
  cadre	
  du	
  traitement	
  de	
  la	
  

leucémie	
  aiguë	
  lymphoblastique	
  (LAL).	
  	
  

En	
  effet,	
  une	
  forme	
  pharmaceutique	
  destinée	
  à	
   la	
  voie	
  orale	
  possède	
  de	
  nombreux	
  

avantages.	
  L’administration	
  est	
  facilitée	
  et	
  mieux	
  acceptée	
  par	
  les	
  enfants	
  :	
  celle-­‐ci	
  n’est	
  pas	
  

douloureuse,	
  il	
  n’y	
  a	
  pas	
  d’effraction	
  de	
  la	
  barrière	
  cutanée	
  et	
  donc	
  pas	
  de	
  risque	
  infectieux.	
  

Cette	
  voie	
  d’administration	
  est	
  également	
  plus	
  économique.	
  Ainsi,	
  la	
  présence	
  de	
  personnel	
  

qualifié	
  pour	
  l’administration	
  n’est	
  pas	
  nécessaire,	
  celle-­‐ci	
  pouvant	
  être	
  réalisée	
  par	
  les	
  pa-­‐

rents.	
  

	
  

Comme	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  majorité	
  des	
  cytotoxiques,	
  la	
  dose	
  de	
  MTX	
  à	
  administrer	
  est	
  

calculée	
  en	
  fonction	
  de	
  la	
  surface	
  corporelle	
  du	
  patient.	
  Dans	
  le	
  protocole	
  FRALLE,	
  protocole	
  

de	
   traitement	
  utilisé	
  dans	
   le	
   cas	
  des	
   leucémies,	
   celle-­‐ci	
   est	
   calculée	
  à	
  partir	
  de	
   la	
   formule	
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suivante	
  :	
  SC	
  =	
   !"#!"  !  !"#$$%
!"##

	
  	
  avec	
  SC	
  correspondant	
  à	
   la	
   surface	
  corporelle	
  en	
  m2,	
   la	
   taille	
  

étant	
  exprimée	
  en	
  centimètres	
  et	
  le	
  poids	
  en	
  kilogrammes.	
  Considérons	
  un	
  garçon	
  de	
  4	
  ans	
  

atteint	
  de	
  LAL,	
  mesurant	
  1	
  m	
  et	
  pesant	
  16	
  kg	
  (taille	
  et	
  poids	
  moyen	
  pour	
  un	
  garçon	
  de	
  4	
  ans).	
  

Sa	
  surface	
  corporelle	
  est	
  donc	
  de	
  0,67	
  m2	
  environ.	
  	
  

Dans	
  le	
  cas	
  du	
  traitement	
  par	
  le	
  protocole	
  FRALLE,	
  le	
  méthotrexate	
  par	
  voie	
  orale	
  est	
  

administré	
  à	
   la	
  dose	
  de	
  25	
  mg/m2/prise.	
  La	
  dose	
  devant	
  être	
  administrée	
  au	
   jeune	
  garçon	
  

pris	
  en	
  exemple	
  ci-­‐dessus	
  est	
  de	
  16,75	
  mg.	
  Actuellement,	
  les	
  spécialités	
  administrables	
  par	
  

voie	
  orale	
  possédant	
  l’AMM	
  pour	
  le	
  traitement	
  des	
  LAL	
  sont	
  des	
  comprimés	
  contenant	
  2,5	
  

mg	
  de	
  MTX.	
  Le	
  patient	
  devrait	
  donc	
  prendre	
  6,7	
  comprimés	
  dosés	
  à	
  2,5	
  mg.	
  On	
  imagine	
  mal	
  

un	
  enfant	
  de	
  cet	
  âge	
  avaler	
  autant	
  de	
  comprimés,	
  d’autant	
  plus	
  que	
   l’âge	
   indiqué	
  pour	
   la	
  

prise	
  de	
  comprimés	
  est	
  de	
  6	
  ans.	
  Avant	
  cet	
  âge,	
  le	
  risque	
  de	
  fausse	
  route	
  est	
  trop	
  important.	
  

De	
  plus,	
   l’exactitude	
  de	
   la	
  dose	
  n’est	
  pas	
  garantie	
  :	
  soit	
  celle-­‐ci	
  est	
  plus	
  élevée	
  que	
  prévue	
  

(dans	
  le	
  cas	
  où	
  l’on	
  donnerait	
  7	
  comprimés)	
  ou	
  alors	
  plus	
  faible	
  (dans	
  le	
  cas	
  où	
  l’on	
  en	
  don-­‐

nerait	
  6	
  ou	
  6,5).	
  Par	
  ailleurs,	
  si	
  une	
  section	
  de	
  comprimés	
  était	
  envisagée,	
  la	
  dose	
  adminis-­‐

trée	
  serait	
  approximative,	
  la	
  section	
  de	
  comprimés	
  ne	
  permettant	
  pas	
  d’aboutir	
  à	
  une	
  dose	
  

précise	
  et	
  reproductible.	
  Il	
  n’est	
  pas	
  donc	
  possible	
  d’ajuster	
  la	
  dose	
  précisément	
  si	
  la	
  forme	
  

galénique	
  choisie	
  pour	
  le	
  traitement	
  est	
  un	
  comprimé.	
  

	
  

Une	
  solution	
  buvable	
  a	
  donc	
  été	
  mise	
  au	
  point	
  par	
  la	
  pharmacie	
  du	
  Centre	
  hospitalier	
  

universitaire	
   (CHU)	
   d’Angers	
   en	
   2010	
   [1].	
   La	
  mise	
   à	
   disposition	
   de	
   telles	
   formes	
   adaptées	
  

pour	
   les	
   enfants	
   évite	
   également	
   certaines	
   dérives	
   qui	
   pouvaient	
   avoir	
   lieu	
   comme	
  

l’écrasement	
  des	
  comprimés	
  et	
  l’utilisation	
  de	
  formes	
  galéniques	
  non-­‐adaptés	
  à	
  la	
  voie	
  orale,	
  

comme	
  par	
  exemple	
  l’utilisation	
  de	
  solutions	
  injectables	
  sans	
  se	
  soucier	
  du	
  pH	
  des	
  solutions	
  

ou	
  de	
  la	
  présence	
  d’excipients	
  non	
  adaptés	
  pour	
  la	
  voie	
  orale	
  [2].	
  

	
  

Le	
  travail	
  réalisé	
  ici	
  a	
  pour	
  but	
  final	
  l’amélioration	
  du	
  confort	
  du	
  patient.	
  Pour	
  cela,	
  il	
  

est	
  nécessaire	
  d’améliorer	
  les	
  conditions	
  de	
  dispensation	
  du	
  médicament.	
  Il	
  s’agit	
  d’un	
  tra-­‐
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vail	
  multidisciplinaire	
  :	
  en	
  effet,	
  il	
  fait	
  appel	
  à	
  des	
  connaissances	
  de	
  chimie,	
  mais	
  également	
  

de	
  bactériologie	
  et	
  de	
  droit	
  pharmaceutique	
  pour	
  ce	
  qui	
  concerne	
  la	
  législation	
  de	
  ces	
  pré-­‐

parations.	
  

Le	
  travail	
  réalisé	
  ici	
  sera	
  présenté	
  en	
  deux	
  parties.	
  

Dans	
  une	
  première	
  partie,	
  une	
  étude	
  bibliographique	
  permettra	
  de	
  s’intéresser	
  à	
   la	
  

leucémie	
  aiguë	
  lymphoblastique,	
  au	
  principe	
  actif	
  de	
  la	
  solution	
  buvable,	
  c’est-­‐à-­‐dire	
  le	
  mé-­‐

thotrexate	
  et	
  enfin	
  à	
  la	
  législation	
  des	
  préparations	
  réalisées	
  en	
  milieu	
  hospitalier.	
  

Dans	
  une	
  seconde	
  partie,	
   l’étude	
  expérimentale	
  réalisée	
  sera	
  exposée	
  :	
   les	
  objectifs	
  

et	
  la	
  démarche	
  de	
  cette	
  étude,	
  les	
  matériels	
  et	
  méthodes	
  utilisés,	
  les	
  résultats	
  obtenus	
  lors	
  

des	
  expérimentations	
  et	
  la	
  discussion	
  de	
  ceux-­‐ci.	
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A. La	
  leucémie	
  aiguë	
  lymphoblastique	
  

1. Définition	
  

La	
  leucémie	
  aiguë	
  est	
  une	
  hémopathie	
  maligne	
  qui	
  se	
  manifeste	
  par	
  une	
  prolifération	
  

de	
  cellules	
  clonales	
  à	
  partir	
  de	
  précurseurs	
  de	
  cellules	
  sanguines	
  bloqués	
  à	
  un	
  stade	
  précoce	
  

de	
  leur	
  différenciation.	
  Ces	
  cellules	
  sont	
  appelées	
  «	
  blastes	
  »	
  [3].	
  

La	
  leucémie	
  aiguë	
  lymphoblastique	
  (LAL)	
  concerne	
  la	
  lignée	
  lymphocytaire.	
  Il	
  y	
  a	
  donc	
  

une	
  accumulation	
  des	
  précurseurs	
  des	
  lymphocytes	
  B	
  et/ou	
  T.	
  

	
  
Figure	
  1	
  :	
  Hématopoïèse	
  normale	
  et	
  modifications	
  dans	
  la	
  LAL	
  

D’après	
  :	
  [4]	
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2. Epidémiologie	
  de	
  la	
  LAL	
  

Les	
   leucémies	
  aiguës	
  sont	
   les	
  cancers	
   les	
  plus	
   fréquents	
  chez	
   l’enfant	
  et	
   les	
  LAL	
  re-­‐

présentent	
  environ	
  80%	
  des	
  cas	
  de	
  leucémies	
  aiguës.	
  Les	
  leucémies	
  aiguës	
  de	
  type	
  B	
  repré-­‐

sentent	
  80%	
  à	
  85%	
  des	
  cas	
  de	
  LAL	
  [5].	
  

Les	
  LAL	
  de	
  type	
  B	
  ont	
  un	
  pic	
  d’incidence	
  situé	
  entre	
  2	
  et	
  5	
  ans,	
  contrairement	
  aux	
  LAL	
  

de	
  type	
  T	
  qui	
  ont	
  un	
  pic	
  d’incidence	
  plus	
  tard,	
  vers	
  l’adolescence.	
  Les	
  garçons	
  sont	
  plus	
  tou-­‐

chés	
  que	
  les	
  filles	
  et	
  ce	
  quel	
  que	
  soit	
  le	
  type	
  de	
  LAL.	
  L’incidence	
  des	
  LAL	
  a	
  augmenté	
  lors	
  des	
  

20	
  dernières	
  années	
  [3].	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

3. Facteurs	
  de	
  risque	
  de	
  LAL	
  

Plusieurs	
  facteurs	
  de	
  risque	
  ont	
  pu	
  être	
  mis	
  en	
  évidence.	
  Ainsi,	
  les	
  personnes	
  présen-­‐

tant	
  des	
  anomalies	
  génétiques	
  comme	
  la	
  trisomie	
  21,	
  des	
  anomalies	
  de	
  réparation	
  de	
  l’ADN	
  

ou	
  les	
  personnes	
  atteintes	
  du	
  syndrome	
  de	
  Li-­‐Fraumeni	
  (anomalie	
  constitutionnelle	
  du	
  gène	
  

suppresseur	
   de	
   tumeur	
   p53)	
   possèdent	
   un	
   risque	
   plus	
   élevé	
   de	
   développer	
   une	
   leucémie	
  

aiguë	
  lymphoblastique.	
  	
  

Additionnés	
   à	
   ces	
   facteurs	
   génétiques,	
   il	
   existe	
   également	
   des	
   facteurs	
   environne-­‐

mentaux	
  :	
   l’exposition	
   aux	
   radiations	
   ionisantes	
   et	
   non	
   ionisantes,	
   l’exposition	
   à	
   certains	
  

toxiques	
  [6].	
  

4. Signes	
  cliniques	
  et	
  diagnostic	
  de	
  la	
  LAL	
  

Signes	
  cliniques	
  

Les	
   signes	
   cliniques	
  ne	
   sont	
  pas	
   considérés	
   comme	
  étant	
  «	
  caractéristiques	
  ».	
   Il	
   est	
  

néanmoins	
  possible	
  de	
  noter	
  la	
  présence	
  de	
  signes	
  liés	
  à	
  l’insuffisance	
  médullaire	
  et/ou	
  de	
  

signes	
  tumoraux.	
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Les	
   signes	
  de	
   l’insuffisance	
  médullaire	
   sont	
   liés	
  à	
   la	
  diminution	
  des	
   cellules	
  dans	
   le	
  

sang	
   circulant.	
   Ainsi,	
   on	
   pourra	
   observer	
   une	
   anémie,	
   une	
   neutropénie	
   (entrainant	
   des	
  

signes	
  infectieux,	
  majoritairement	
  de	
  la	
  sphère	
  ORL)	
  et	
  une	
  thrombopénie	
  (pouvant	
  induire	
  

des	
  syndromes	
  hémorragiques	
  cutanées	
  ou	
  muqueux).	
  

Les	
  signes	
  tumoraux	
  se	
  manifestent	
  par	
  une	
  hypertrophie	
  des	
  organes	
  hématopoïé-­‐

tiques	
  :	
   adénopathies	
  et	
   splénomégalie.	
  Des	
  douleurs	
  osseuses	
  et	
  une	
  atteinte	
   testiculaire	
  

(augmentation	
  du	
  volume)	
  sont	
  également	
  à	
  noter	
  dans	
  les	
  LAL	
  de	
  l’enfant	
  [3].	
  

	
  

Diagnostic	
  

Le	
   diagnostic	
   biologique	
   comprend	
   un	
   hémogramme	
   et	
   une	
   ponction	
   médullaire	
  

permettant	
  de	
  réaliser	
  un	
  myélogramme.	
  

L’hémogramme	
  pourra	
  montrer	
   la	
   présence	
   de	
   l’anémie	
   et	
   de	
   la	
   neutropénie	
   (fré-­‐

quentes)	
  mais	
   également	
   de	
   la	
   thrombopénie	
   (très	
   fréquente).	
   La	
   présence	
   d’un	
   nombre	
  

important	
  de	
  blastes	
  pourra	
  également	
  être	
  visible	
  sur	
  l’hémogramme.	
  

Le	
  myélogramme	
  est	
  indispensable	
  car	
  il	
  permet	
  d’affirmer	
  le	
  diagnostic.	
  Il	
  permettra	
  

de	
   visualiser	
   l’envahissement	
   de	
   la	
  moelle	
   par	
   les	
   blastes.	
   L’étude	
   des	
   frottis	
  médullaires	
  

peut	
   aider	
   à	
   différencier	
   une	
   leucémie	
   aiguë	
   lymphoblastique	
   d’une	
   leucémie	
   aiguë	
  myé-­‐

loïde.	
  Dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  LAL,	
  les	
  blastes	
  sont	
  de	
  petite	
  taille	
  et	
  possèdent	
  un	
  cytoplasme	
  peu	
  

abondant.	
  	
  

L’étude	
  immunophénotypique	
  des	
  blastes	
  est	
  nécessaire	
  pour	
  le	
  diagnostic	
  et	
  le	
  clas-­‐

sement	
  des	
  LAL.	
  Elle	
  peut	
  influencer	
  le	
  traitement	
  [3].	
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5. Survie	
  après	
  une	
  LAL	
  

Plusieurs	
  facteurs	
  pronostiques	
  peuvent	
  modifier	
  les	
  chances	
  de	
  survie	
  et	
  influencent	
  

le	
  traitement	
  mis	
  en	
  place.	
  Ainsi,	
  l’âge	
  joue	
  un	
  rôle	
  :	
  le	
  pronostic	
  est	
  péjoratif	
  avant	
  1	
  an	
  et	
  

plus	
  défavorable	
  à	
   l’adolescence	
  que	
  pendant	
  l’enfance.	
  Le	
  sexe	
  influe	
  également	
  :	
  être	
  un	
  

garçon	
  est	
  synonyme	
  de	
  moins	
  bon	
  pronostic	
  selon	
  certaines	
  études.	
  Enfin,	
  les	
  facteurs	
  nu-­‐

tritionnels	
   et	
   ethniques,	
   qui	
   sont	
   des	
   facteurs	
   propres	
   au	
   patient,	
   peuvent	
   modifier	
   les	
  

chances	
  de	
  survie.	
  Il	
  existe	
  également	
  des	
  facteurs	
  liés	
  à	
  la	
  maladie	
  comme	
  la	
  masse	
  tumo-­‐

rale	
   ou	
   l’immunophénotype	
   des	
   blastes.	
   Le	
   traitement	
   influe	
   également	
   sur	
   la	
   survie	
   des	
  

patients	
  [6].	
  

Selon	
  une	
  étude	
  menée	
  en	
  France	
  entre	
  1990	
  et	
  2000,	
   le	
  taux	
  de	
  survie	
  à	
  1	
  an	
  lors	
  

d’une	
  LAL	
  est	
  de	
  94%,	
  celui	
  à	
  5	
  ans	
  est	
  de	
  82%.	
  Ces	
  pourcentages	
  de	
  survie	
  ont	
  tendance	
  à	
  

augmenter	
  sur	
  la	
  période	
  de	
  l’étude.	
  Le	
  taux	
  survie	
  dans	
  le	
  cas	
  d’une	
  LAL	
  de	
  type	
  B	
  semble	
  

être	
  meilleur	
  que	
  dans	
  le	
  cas	
  d’une	
  LAL	
  de	
  type	
  T	
  (85%	
  contre	
  67%	
  respectivement).	
  Comme	
  

cité	
  précédemment,	
  l’âge	
  influe	
  sur	
  le	
  taux	
  de	
  survie	
  :	
  pour	
  un	
  enfant	
  âgé	
  de	
  moins	
  de	
  1	
  an	
  

le	
  taux	
  de	
  survie	
  à	
  5	
  ans	
  est	
  de	
  l’ordre	
  de	
  48%	
  alors	
  que	
  pour	
  un	
  enfant	
  ayant	
  un	
  âge	
  com-­‐

pris	
  entre	
  1	
  et	
  4	
  ans,	
  il	
  est	
  de	
  87%	
  [7].	
  

6. Le	
  protocole	
  FRALLE	
  et	
  l’utilisation	
  du	
  MTX	
  administré	
  à	
  faible	
  

dose	
  

Les	
  traitements	
  des	
   leucémies	
  suivent	
  des	
  protocoles	
  bien	
  définis.	
  Dans	
   le	
  cadre	
  du	
  

traitement	
  de	
  la	
  LAL,	
  le	
  protocole	
  FRALLE	
  est	
  recommandé	
  par	
  la	
  SFCE	
  (Société	
  Française	
  de	
  

lutte	
  contre	
  les	
  Cancers	
  et	
  leucémies	
  de	
  l’Enfant	
  et	
  de	
  l’adolescent).	
  Il	
  est	
  utilisé	
  dans	
  la	
  ma-­‐

jorité	
  des	
  centres	
  hospitaliers	
  en	
  France.	
  Plusieurs	
  versions	
  de	
  ce	
  protocole	
  ont	
  été	
  éditées.	
  

Actuellement,	
   la	
   version	
   en	
   vigueur	
   est	
   intitulée	
   FRALLE	
   2000.	
   Celle-­‐ci	
   se	
   décline	
   en	
   deux	
  

entités	
  :	
  FRALLE	
  2000-­‐A	
  et	
  FRALLE	
  2000-­‐BT.	
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Le	
  protocole	
  FRALLE	
  2000-­‐A	
  

Le	
  protocole	
   FRALLE	
  2000-­‐A	
  permet	
   le	
   traitement	
  des	
   LAL	
  de	
   la	
   lignée	
  B	
  de	
   risque	
  

standard	
  de	
  l’enfant.	
  Par	
  risque	
  standard,	
  on	
  entend	
  l’exclusion	
  de	
  certains	
  patients	
  présen-­‐

tant	
  certaines	
  comorbidités	
  ou	
  possédant	
  des	
  critères	
  de	
  gravité.	
  On	
  exclut	
  par	
  exemple	
  les	
  

enfants	
   atteints	
   de	
   trisomie	
   21,	
   ceux	
   présentant	
   une	
   atteinte	
   initiale	
   du	
   système	
   nerveux	
  

central	
  ou	
  ceux	
  présentant	
  une	
  pathologie	
  chronique	
  empêchant	
  l’administration	
  du	
  traite-­‐

ment	
  prévu	
  par	
  le	
  protocole.	
  Pour	
  suivre	
  ce	
  traitement,	
  les	
  patients	
  devront	
  avoir	
  un	
  âge	
  lors	
  

du	
  diagnostic	
  situé	
  entre	
  1	
  et	
  10	
  ans	
  et	
  une	
  leucocytose	
  inférieure	
  à	
  50000/mm3.	
  

	
  

Le	
  protocole	
  est	
  divisé	
  en	
  plusieurs	
  phases	
  de	
  traitement.	
  Le	
  schéma	
  général	
  du	
  trai-­‐

tement	
  comporte	
  (cf.	
  Annexe	
  1)	
  :	
  

-­‐ Une	
  préphase	
  (1	
  semaine)	
  

-­‐ Une	
  phase	
  d’induction	
  séquentielle	
  (5	
  semaines)	
  

-­‐ Une	
  phase	
  de	
  consolidation	
  (9	
  à	
  12	
  semaines)	
  

-­‐ Une	
  première	
  phase	
  d’intensification	
  (8	
  semaines)	
  

-­‐ Une	
  interphase	
  (8	
  semaines)	
  

-­‐ Une	
  seconde	
  phase	
  d’intensification	
  (6	
  à	
  8	
  semaines)	
  

-­‐ Un	
  traitement	
  d’entretien	
  (24	
  mois)	
  

	
  

Les	
  patients	
  suivant	
  le	
  protocole	
  FRALLE	
  2000-­‐A	
  sont	
  divisés	
  en	
  3	
  groupes	
  :	
  A1,	
  A2	
  et	
  

A3,	
  selon	
  le	
  taux	
  de	
  blastes	
  dans	
  la	
  moelle	
  à	
  J21.	
  Tous	
  les	
  groupes	
  utilisent	
  du	
  MTX	
  adminis-­‐

tré	
  à	
  faible	
  dose	
  per	
  os	
  (25	
  mg/m2/prise)	
  dans	
  une	
  ou	
  plusieurs	
  phases	
  du	
  protocole	
  selon	
  le	
  

groupe	
  en	
  question.	
  	
  

-­‐ Groupe	
  A1	
  :	
  utilisation	
  lors	
  des	
  phases	
  de	
  consolidation,	
  interphase	
  et	
  entretien.	
  	
  

-­‐ Groupe	
  A3	
  :	
  utilisation	
  lors	
  de	
  l’interphase	
  et	
  de	
  la	
  phase	
  d’entretien	
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-­‐ Groupe	
  A2	
  :	
  les	
  patients	
  suivent	
  soit	
  le	
  traitement	
  administré	
  au	
  groupe	
  A1	
  ou	
  ce-­‐

lui	
  administré	
  au	
  groupe	
  A3,	
  selon	
  l’intensité	
  de	
  la	
  maladie.	
  

Les	
   protocoles	
   de	
   traitements	
   suivis	
   par	
   le	
   groupe	
   A1	
   sont	
   inclus	
   en	
   annexe	
   pour	
  

exemple	
  (cf.	
  annexes	
  2,	
  3	
  et	
  4).	
  

	
  

Le	
  protocole	
  FRALLE	
  2000-­‐BT	
  

Le	
  protocole	
  FRALLE	
  2000-­‐BT	
  permet	
  le	
  traitement	
  des	
  patients	
  possédant	
  un	
  risque	
  

élevé.	
   Il	
   est	
   divisé	
   en	
  2	
   groupes	
  :	
   le	
   groupe	
  B	
   et	
   le	
   groupe	
   T,	
   eux-­‐mêmes	
  divisés	
   en	
   sous-­‐

groupes	
  (B1	
  et	
  B2,	
  T1	
  et	
  T2).	
  Le	
  traitement	
  des	
  LAL	
  de	
  la	
  lignée	
  B	
  est	
  réalisé	
  dans	
  le	
  groupe	
  B.	
  

Le	
  traitement	
  des	
  LAL	
  de	
  la	
  lignée	
  T	
  a	
  lieu	
  dans	
  le	
  groupe	
  T.	
  Le	
  schéma	
  général	
  du	
  traitement	
  

comporte	
  les	
  mêmes	
  phases	
  que	
  le	
  protocole	
  FRALLE	
  2000-­‐A	
  (cf.	
  schémas	
  généraux	
  en	
  an-­‐

nexe	
  :	
  annexes	
  5	
  et	
  6).	
  

Tous	
   les	
  groupes	
  utilisent	
  du	
  MTX	
  administré	
  à	
  faible	
  dose	
  per	
  os	
  (25	
  mg/m2/prise)	
  

dans	
  une	
  ou	
  plusieurs	
  phases	
  du	
  protocole	
  selon	
  le	
  groupe	
  en	
  question.	
  	
  

-­‐ Groupe	
  B1	
  :	
  consolidation,	
  interphase	
  et	
  entretien	
  

-­‐ Groupe	
  B2,	
  T1	
  et	
  T2	
  :	
  interphase	
  et	
  entretien	
  

	
  

Le	
  MTX	
  administré	
  à	
  faible	
  dose	
  per	
  os	
  est	
  donc	
  largement	
  utilisé	
  dans	
  ces	
  protocoles.	
  

La	
  solution	
  buvable	
  de	
  MTX	
  mise	
  au	
  point	
  par	
   la	
  pharmacie	
  du	
  CHU	
  d’Angers	
  est	
  donc	
   im-­‐

portante,	
  notamment	
  pour	
  le	
  traitement	
  des	
  leucémies	
  survenant	
  chez	
  le	
  jeune	
  enfant.	
  No-­‐

tons	
  également	
  que	
  la	
  problématique	
  est	
  la	
  même	
  pour	
  les	
  autres	
  molécules	
  utilisées	
  dans	
  

le	
   protocole	
  :	
   mercaptopurine,	
   dexaméthasone	
   et	
   thioguanine,	
   dont	
   les	
   suspensions	
   bu-­‐

vables	
  sont	
  également	
  réalisées	
  au	
  CHU	
  d’Angers.	
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B. Le	
  principe	
  actif	
  de	
  la	
  préparation	
  :	
  le	
  méthotrexate	
  

1. Présentation	
  de	
  la	
  molécule	
  

Le	
  méthotrexate	
  est	
  aussi	
  appelé	
  acide	
  (2S)-­‐2-­‐[[4-­‐[[(2,4-­‐diaminoptéridin-­‐6-­‐yl)methyl]	
  

methylamino]benzoyl]amino]pentanedioïque.	
  

Sa	
  structure	
  s’apparente	
  à	
  celle	
  de	
   l’acide	
   folique.	
  La	
  molécule	
  d’acide	
   folique	
  peut	
  

être	
  divisée	
  en	
  3	
  parties	
  :	
  une	
  première	
  partie	
  composée	
  d’un	
  cycle	
  ptéridine,	
  une	
  seconde	
  

d’un	
  acide	
  para-­‐aminobenzoïque	
  et	
  une	
  dernière	
  d’un	
  acide	
  L-­‐glutamique	
  (cf.	
  Figure	
  2).	
  	
  

Le	
  méthotrexate	
  ne	
  diffère	
  que	
  très	
  peu	
  de	
  l’acide	
  folique.	
  En	
  effet,	
  seules	
  deux	
  diffé-­‐

rences	
  existent	
  entre	
  ces	
  deux	
  molécules.	
  La	
  première	
  différence	
  se	
  situe	
  sur	
  le	
  cycle	
  ptéri-­‐

dine,	
  qui	
  est	
  substitué	
  d’un	
  hydroxyle	
  en	
  4	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  l’acide	
  folique	
  et	
  d’une	
  amine	
  pri-­‐

maire	
   dans	
   le	
   cas	
   du	
   MTX.	
   La	
   seconde	
   différence	
   est	
   localisée	
   sur	
   la	
   partie	
   para-­‐

aminobenzoïque,	
  au	
  niveau	
  de	
  laquelle	
  l’azote	
  est	
  substitué	
  par	
  un	
  atome	
  d’hydrogène	
  dans	
  

le	
  cas	
  de	
  l’acide	
  folique	
  et	
  par	
  un	
  groupement	
  méthyle	
  dans	
  le	
  cas	
  du	
  MTX	
  (cf.	
  Figure	
  3)	
  [8].	
  

	
  

	
  
	
  

Figure	
  2	
  :	
  Composition	
  chimique	
  de	
  l'acide	
  folique	
  
	
  



	
  
	
  
	
  

	
  

	
  
Thèse	
  pour	
  le	
  diplôme	
  d’Etat	
  de	
  Docteur	
  en	
  Pharmacie	
  

	
  
	
   	
  

	
  
22	
  

	
  
	
   	
  

	
  
Figure	
  3	
  :	
  Molécules	
  de	
  méthotrexate	
  (haut)	
  et	
  acide	
  folique	
  (bas)	
  

D’après	
  :	
  [8]	
  
	
  

La	
  configuration	
  S	
  de	
  la	
  molécule,	
  au	
  niveau	
  de	
  l’acide	
  L-­‐glutamique,	
  est	
  très	
  impor-­‐

tante	
  pour	
   l’activité.	
  En	
  effet,	
   l’isomère	
  R	
   (=	
  D-­‐méthotrexate)	
  n’est	
  pas	
  absorbé	
   lors	
  d’une	
  

administration	
  per	
   os.	
   S’il	
   est	
   administré	
  par	
   intraveineuse,	
   le	
  D-­‐méthotrexate	
   est	
   éliminé	
  

par	
   le	
   rein	
  avec	
   la	
  même	
  cinétique	
  que	
   le	
   L-­‐méthotrexate.	
   Il	
   possède	
  également	
   la	
  même	
  

affinité	
  pour	
  la	
  dihydrofolate	
  réductase	
  (DHFR)	
  [8].	
  La	
  pharmacopée	
  limite	
  sa	
  concentration	
  

autorisée	
  à	
  3%.	
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2. Propriétés	
  physicochimiques	
  de	
  la	
  molécule	
  de	
  MTX	
  

Certaines	
  propriétés	
  de	
  la	
  molécules	
  de	
  MTX	
  sont	
  importantes	
  à	
  connaître	
  afin	
  d’une	
  

part	
  de	
  mettre	
  au	
  point	
  la	
  solution	
  buvable	
  et	
  d’autre	
  part	
  de	
  définir	
  les	
  critères	
  de	
  conser-­‐

vation	
  de	
  celle-­‐ci.	
  

Solubilité	
  

Le	
  MTX	
  est	
  quasiment	
  insoluble	
  dans	
  l’eau,	
  de	
  même	
  que	
  dans	
  l’alcool,	
  l‘éther	
  éthy-­‐

lique	
  et	
  le	
  chloroforme.	
  

Il	
  est	
  soluble	
  dans	
  les	
  solutions	
  diluées	
  d’acides	
  minéraux	
  et	
  dans	
  les	
  solutions	
  diluées	
  

d’hydroxyde	
  et	
  de	
  carbonates	
  alcalins.	
  

Il	
  précipite	
  à	
  pH	
  acide,	
  lorsque	
  celui-­‐ci	
  est	
  inférieur	
  à	
  6,6	
  [8,	
  9].	
  	
  

Stabilité	
  

Le	
  méthotrexate	
  est	
  sensible	
  à	
  la	
  lumière.	
  En	
  cas	
  d’exposition	
  à	
  la	
  lumière,	
  il	
  se	
  pro-­‐

duit	
  une	
  photodécomposition	
  entrainant	
  la	
  formation	
  d’un	
  précipité	
  de	
  couleur	
  jaune	
  [9].	
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3. Mécanisme	
  d’action	
  

Le	
  méthotrexate	
  fait	
  partie	
  de	
  la	
  classe	
  des	
  antimétabolites.	
  Il	
   interfère	
  dans	
  la	
  syn-­‐

thèse	
  de	
  l’ADN	
  grâce	
  à	
  l’inhibition	
  de	
  plusieurs	
  enzymes.	
  Son	
  action	
  s’exerce	
  lors	
  de	
  la	
  phase	
  

S	
  du	
  cycle	
  cellulaire,	
  phase	
  correspondant	
  à	
  la	
  réplication	
  de	
  l’ADN	
  (cf.	
  Figure	
  4).	
  

	
  

	
  
	
  

Figure	
  4	
  :	
  Cycle	
  cellulaire	
  
D’après	
  :	
  http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/cyclecellBM/index.htm	
  

	
  

Analogue	
  de	
   l’acide	
   folique	
  agissant	
  comme	
  faux	
  substrat,	
   il	
   inhibe	
   la	
  dihydrofolate	
  

réductase	
   (DHFR),	
  enzyme	
  qui	
   joue	
  un	
  rôle	
   lors	
  de	
   la	
  synthèse	
  d’une	
  base	
  pyrimidique	
  :	
   la	
  

thymidine.	
  L’inhibition	
  de	
   l’activité	
  de	
   la	
  DHFR	
  par	
   le	
  MTX	
  est	
  qualifiée	
  de	
  compétitive.	
  En	
  

effet,	
  l’administration	
  d’une	
  forte	
  concentration	
  d’acide	
  folique	
  provoque	
  le	
  déplacement	
  du	
  

MTX	
  de	
  ses	
  sites	
  de	
   liaisons	
  à	
   la	
  DHFR.	
  La	
  DHFR	
  retrouve	
  alors	
  son	
  activité.	
  Physiologique-­‐

ment,	
   la	
   DHFR	
   est	
   impliquée	
   dans	
   la	
   réduction	
   de	
   l’acide	
   dihydrofolique	
   (DHF	
   ou	
   FH2)	
   en	
  

acide	
  tétrahydrofolique	
  (THF	
  ou	
  FH4),	
  en	
  présence	
  du	
  coenzyme	
  NADPH,H+.	
  Le	
  blocage	
  de	
  la	
  

DHFR	
   empêche	
   la	
   régénération	
   du	
   THF	
   et	
   donc	
   du	
  N5,N10-­‐Méthylène-­‐tétrahydrofolate	
   qui	
  

est	
  un	
  cofacteur	
  nécessaire	
  à	
  la	
  transformation	
  du	
  dUMP	
  en	
  dTMP	
  (cf.	
  Figure	
  5)	
  [10].	
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Figure	
  5	
  :	
  Synthèse	
  du	
  dTMP	
  à	
  partir	
  du	
  dUMP,	
  d'après	
  [11]	
  
	
  

La	
   transformation	
  du	
  dUMP	
  en	
  dTMP	
  est	
  assurée	
  par	
   la	
   thymidylate	
   synthase	
   (TS).	
  

Cette	
   réaction	
   est	
   inhibée	
   par	
   le	
  MTX	
   de	
   deux	
  manières	
  :	
   d’une	
   part	
   par	
   la	
   déplétion	
   en	
  

N5,N10-­‐Méthylène-­‐tétrahydrofolate	
   provoquée	
   elle-­‐même	
   par	
   l’inhibition	
   de	
   la	
   DHFR,	
   et	
  

d’autre	
  part	
  par	
  une	
  inhibition	
  enzymatique	
  directe	
  de	
  la	
  TS	
  par	
  des	
  dérivés	
  polyglutamiques	
  

du	
  MTX	
  et	
  du	
  DHF.	
  Les	
  dérivés	
  polyglutamiques	
  du	
  MTX,	
  de	
  la	
  même	
  façon	
  que	
  les	
  dérivés	
  

polyglutamiques	
  des	
  folates,	
  sont	
  formés	
  par	
  l’addition	
  de	
  2	
  à	
  5	
  groupes	
  glutamate	
  après	
  la	
  

pénétration	
  dans	
  les	
  cellules	
  [10].	
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Le	
   méthotrexate	
   est	
   également	
   un	
   puissant	
   inhibiteur	
   de	
   l’AICAR	
   transformylase.	
  

Cette	
  enzyme	
  catalyse	
  la	
  transformation	
  du	
  5-­‐aminoimidazole-­‐4-­‐carboxamide	
  ribonucléotide	
  

(AICAR)	
   en	
  N-­‐formylaminoimidazole-­‐4-­‐carboxamide	
   ribonucléotide	
   (formyl-­‐AICAR).	
   Ce	
   der-­‐

nier	
  sera	
  transformé	
  ensuite	
  en	
  Inosine	
  monophosphate	
  (IMP),	
  dérivé	
  purique	
  nécessaire	
  à	
  

la	
  synthèse	
  de	
  novo	
  des	
  nucléotides	
  puriques	
  (cf.	
  Figure	
  6,	
  réaction	
  10)	
  [10,	
  11].	
  

Plus	
   récemment,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   les	
   dérivés	
   polyglutamiques	
   du	
   MTX	
   et	
   de	
  

l’acide	
   dihydrofolique	
   inhibent	
   l’amidophosphoribosyltransférase.	
   Cette	
   enzyme	
   catabolise	
  

une	
  des	
  premières	
  réactions	
  de	
  la	
  synthèse	
  de	
  novo	
  des	
  nucléotides	
  puriques	
  (cf.	
  Figure	
  6,	
  

réaction	
  2)	
  [12].	
  

Le	
  MTX	
  agit	
  donc	
  à	
  plusieurs	
  niveaux	
  dans	
  le	
  blocage	
  de	
  la	
  synthèse	
  de	
  l’ADN.	
  Il	
   in-­‐

hibe	
  tout	
  d’abord	
  lors	
  de	
  la	
  synthèse	
  des	
  nucléotides	
  puriques,	
  mais	
  également	
  la	
  synthèse	
  

d’un	
  nucléotide	
  pyrimidique	
  :	
  la	
  thymidine.	
  Ces	
  différentes	
  actions	
  du	
  MTX	
  ont	
  toutes	
  pour	
  

résultat	
  une	
  interférence	
  dans	
  la	
  synthèse	
  de	
  l’ADN	
  lors	
  de	
  la	
  phase	
  S	
  du	
  cycle	
  cellulaire.	
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Figure	
  6	
  :	
  Voie	
  de	
  synthèse	
  de	
  novo	
  des	
  nucléotides	
  puriques,	
  d'après	
  [11]	
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4. Pharmacocinétique	
  

Absorption	
  

Lors	
  du	
  traitement	
  d’une	
  LAL	
  par	
  le	
  protocole	
  FRALLE,	
  le	
  MTX	
  est	
  administré	
  par	
  voie	
  

orale	
  dans	
  certaines	
  phases	
  du	
  traitement.	
  Lors	
  de	
   l’administration	
  par	
  voie	
  orale,	
   son	
  ab-­‐

sorption	
  présente	
  une	
  très	
  grande	
  variabilité.	
  	
  	
  

Tout	
  d’abord,	
  l’absorption	
  est	
  dose-­‐dépendante.	
  En	
  effet,	
  plus	
  la	
  dose	
  est	
  faible,	
  plus	
  

l’absorption	
  sera	
  importante.	
  Par	
  exemple,	
  lors	
  de	
  l’administration	
  de	
  doses	
  inférieures	
  à	
  30	
  

mg/m2,	
  70	
  à	
  80%	
  de	
  la	
  dose	
  est	
  absorbée.	
  Dans	
  le	
  cas	
  de	
  doses	
  supérieures	
  à	
  80	
  mg/m2,	
  50	
  à	
  

70%	
  de	
   la	
   dose	
   est	
   absorbée.	
   L’absorption	
   du	
  MTX	
   est	
   donc	
   un	
   processus	
   saturable	
   [13].	
  

Dans	
   le	
   protocole	
   FRALLE,	
   la	
   dose	
   administrée	
   lors	
   de	
   la	
   prise	
   per	
   os	
   de	
  MTX	
   est	
   de	
   25	
  

mg/m2.	
   Cette	
   dose	
   fait	
   donc	
   partie	
   de	
   la	
   catégorie	
   des	
   faibles	
   doses	
   et	
   devrait	
   donc	
   être	
  

mieux	
  absorbée	
  qu’une	
  dose	
  importante.	
  

Il	
  existe	
  également	
  une	
  variabilité	
  interindividuelle.	
  Ainsi,	
  certains	
  facteurs	
  comme	
  la	
  

concentration	
  maximale,	
  le	
  temps	
  pour	
  atteindre	
  cette	
  concentration	
  et	
  la	
  fraction	
  absorbée	
  

varient	
  selon	
  les	
  individus	
  [14].	
  

L’absorption	
  du	
  MTX	
  est	
  également	
  réduite	
  par	
  les	
  laitages	
  [15].	
  

Distribution	
  

Dans	
  la	
  circulation,	
  le	
  MTX	
  se	
  lie	
  à	
  l’albumine.	
  La	
  liaison	
  aux	
  protéines	
  plasmatiques	
  

est	
  évaluée	
  entre	
  50	
  et	
  60%	
  [16].	
  	
  

Le	
  MTX	
  possède	
  une	
  bonne	
  diffusion	
   tissulaire.	
  Néanmoins,	
   le	
  passage	
  dans	
   le	
   LCR	
  

est	
  faible	
  [15].	
  

Le	
  volume	
  de	
  distribution	
  du	
  MTX	
  est	
  de	
  0,4	
  à	
  0,8	
  L.Kg-­‐1	
  [17].	
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Le	
  MTX	
  peut	
  pénétrer	
  dans	
  les	
  cellules	
  grâce	
  à	
  deux	
  mécanismes	
  de	
  transport	
  actif.	
  Il	
  

s’agit	
   des	
  mêmes	
  mécanismes	
   de	
   transport	
   que	
   ceux	
   utilisés	
   par	
   les	
   folates	
   réduits.	
   Lors-­‐

qu’une	
  forte	
  dose	
  de	
  MTX	
  est	
  administrée,	
  celui-­‐ci	
  peut	
  pénétrer	
  par	
  un	
  mécanisme	
  de	
  dif-­‐

fusion	
  passive	
  dans	
  les	
  cellules	
  [10].	
  

La	
  demi-­‐vie	
  du	
  MTX,	
  dans	
  le	
  cas	
  d’administration	
  de	
  doses	
  faibles,	
  se	
  situe	
  entre	
  3	
  et	
  

10	
  heures	
  [16].	
  

Métabolisme	
  

Lorsqu’il	
  est	
  administré	
  par	
  voie	
  orale,	
  le	
  MTX,	
  après	
  absorption,	
  est	
  métabolisé	
  par	
  

le	
  foie	
  en	
  7-­‐hydroxyméthotrexate	
  (7-­‐OH-­‐MTX).	
  L’hydroxylation,	
  réalisée	
  par	
  l’aldéhyde	
  oxy-­‐

dase	
  hépatique,	
  a	
   lieu	
  en	
  position	
  7	
  sur	
   le	
  cycle	
  ptéridine	
  (cf.	
  Figure	
  7).	
  Le	
  7-­‐OH-­‐MTX	
  peut	
  

être	
  présent	
  au	
  niveau	
  cellulaire	
  lorsque	
  le	
  MTX	
  est	
  administré	
  à	
  hautes	
  doses.	
  Il	
  peut	
  ainsi	
  

inhiber	
  la	
  DHFR	
  et	
  la	
  TS,	
  mais	
  son	
  efficacité	
  est	
  moindre	
  que	
  celle	
  du	
  MTX	
  [10,	
  18].	
  

	
  

	
  

Figure	
  7	
  :	
  7-­‐hydroxyméthotrexate	
  
	
  

Le	
  MTX	
  subit	
  un	
  cycle	
  entérohépatique.	
  Au	
  cours	
  de	
  ce	
  cycle,	
  le	
  MTX	
  peut	
  être	
  méta-­‐

bolisé,	
   après	
   excrétion	
   dans	
   la	
   bile,	
   en	
   acide	
   2,4-­‐diamino-­‐N10-­‐méthylptéroïque	
   (DAMPA)	
  

grâce	
  à	
  une	
  carboxypeptidase	
  contenue	
  dans	
   la	
   flore	
  bactérienne	
   intestinale.	
   Il	
  est	
  ensuite	
  

réabsorbé.	
   Le	
   DAMPA	
   est	
   un	
  métabolite	
   inactif	
   du	
  MTX.	
   En	
   effet,	
   il	
   ne	
   semble	
   pas	
   avoir	
  

d’action	
  cytotoxique	
  et	
   il	
  n’a	
  aucune	
  action	
  sur	
   la	
  dihydrofolate	
  réductase.	
   Il	
  est	
  considéré	
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comme	
  un	
  métabolite	
  minoritaire	
  du	
  MTX,	
  il	
  ne	
  représente	
  que	
  moins	
  de	
  5%	
  de	
  la	
  dose	
  to-­‐

tale	
  éliminée	
  dans	
  les	
  urines	
  [19].	
  

Après	
   avoir	
   pénétré	
   dans	
   la	
   cellule,	
   le	
   MTX	
   est	
   métabolisé	
   en	
   dérivés	
   polygluta-­‐

miques.	
  Cette	
   transformation,	
   réalisée	
   par	
   une	
   enzyme	
   cytosolique	
  :	
   la	
   folylpolyglutamate	
  

synthase	
   (FGPS),	
   a	
   lieu	
   rapidement	
   après	
   l’entrée	
   du	
   MTX	
   dans	
   la	
   cellule	
   et	
   consiste	
   en	
  

l’addition	
  de	
  2	
  à	
  5	
  groupes	
  glutamates.	
  Le	
  7-­‐OH-­‐MTX	
  subit	
  aussi	
  cette	
  transformation	
  lors-­‐

qu’il	
  entre	
  dans	
  la	
  cellule.	
  La	
  formation	
  de	
  ces	
  dérivés	
  augmente	
  la	
  durée	
  d’inhibition	
  enzy-­‐

matique.	
  En	
  effet,	
   ils	
  persistent	
  dans	
  les	
  tissus	
  après	
  que	
  le	
  MTX	
  présent	
  dans	
  le	
  comparti-­‐

ment	
  extracellulaire	
  ait	
  été	
  éliminé	
  [10,	
  18].	
  

La	
  Figure	
  8	
  récapitule	
  les	
  voies	
  de	
  métabolisme	
  du	
  MTX.	
  

	
  
	
  

Figure	
  8	
  :	
  Schéma	
  récapitulatif	
  des	
  voies	
  de	
  métabolisme	
  du	
  MTX	
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Elimination	
  

90%	
  du	
  MTX	
  est	
  éliminé	
  sous	
  forme	
  inchangée,	
  1	
  à	
  10%	
  sous	
  forme	
  de	
  7-­‐OH-­‐MTX.	
  

L’élimination	
  du	
  MTX	
  se	
   fait	
  majoritairement	
  par	
  voie	
  rénale,	
  80%	
  du	
  MTX	
  absorbé	
  

est	
  éliminé	
  par	
  cette	
  voie	
  grâce	
  à	
  la	
  filtration	
  glomérulaire	
  et	
  une	
  sécrétion	
  active	
  par	
  le	
  tu-­‐

bule	
  rénal	
  [16].	
  Le	
  pH	
  urinaire	
  a	
  une	
  influence	
  sur	
  l’élimination	
  du	
  MTX.	
  En	
  effet,	
  un	
  pH	
  uri-­‐

naire	
  trop	
  acide	
  provoque	
  la	
  précipitation	
  du	
  MTX.	
  	
  

Une	
  fraction	
  minoritaire	
  est	
  éliminée	
  via	
  la	
  bile	
  et	
  les	
  fèces	
  [18].	
  

L’élimination	
  du	
  MTX	
  est	
  différente	
  selon	
  le	
  moment	
  de	
  la	
  journée.	
  En	
  effet,	
  la	
  nuit,	
  

le	
  pH	
  urinaire	
  tend	
  à	
  être	
  plus	
  acide.	
  Le	
  MTX	
  est	
  donc	
  moins	
  bien	
  éliminé	
  la	
  nuit	
  [20].	
  

L’élimination	
  est	
  dose-­‐dépendante.	
  Tout	
  comme	
  l’absorption,	
   l’élimination	
  est	
  meil-­‐

leure	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  doses	
  faibles	
  et	
  le	
  phénomène	
  de	
  sécrétion	
  tubulaire	
  est	
  saturable	
  [13].	
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5. Effets	
  secondaires	
  	
  

Le	
   méthotrexate	
   possède	
   une	
   certaine	
   toxicité,	
   même	
   lorsqu’il	
   est	
   administré	
   à	
  

faibles	
  doses.	
  Celle-­‐ci	
  se	
  manifeste	
  à	
  plusieurs	
  niveaux.	
  

Tout	
   d’abord,	
   il	
   peut	
   entrainer	
   une	
  myélosuppression.	
   Ainsi,	
   une	
   thrombopénie	
   et	
  

une	
  leuconeutropénie	
  peuvent	
  survenir	
  [8].	
  

Une	
  toxicité	
  rénale	
  peut	
  également	
  se	
  manifester.	
  Elle	
  est	
  due	
  à	
   la	
  précipitation	
  du	
  

MTX	
  dans	
  les	
  tubules	
  rénaux,	
  lorsque	
  la	
  concentration	
  de	
  celui-­‐ci	
  est	
  supérieure	
  au	
  seuil	
  de	
  

solubilité	
   et/ou	
   lorsque	
   le	
   pH	
   rénal	
   n’est	
   pas	
   assez	
   alcalin.	
   La	
   précipitation	
   du	
   7-­‐OH-­‐MTX,	
  

métabolite	
   insoluble,	
  est	
  également	
   responsable	
  de	
  cette	
  néphrotoxicité.	
  Pour	
   se	
  prévenir	
  

d’une	
  telle	
  toxicité,	
  on	
  pourra	
  conseiller	
  de	
  boire	
  abondamment,	
  si	
  possible	
  de	
  l’eau	
  plutôt	
  

alcaline	
  riche	
  en	
  bicarbonates	
  telle	
  que	
  l’eau	
  de	
  Vichy	
  par	
  exemple,	
  afin	
  de	
  générer	
  une	
  diu-­‐

rèse	
  alcaline	
  et	
  importante.	
  Pour	
  une	
  élimination	
  correcte,	
  le	
  pH	
  urinaire	
  doit	
  être	
  supérieur	
  

à	
  7,0	
  [8,	
  9].	
  

Il	
   sera	
  possible	
  d’observer	
   l’apparition	
  d’une	
  mucite.	
  Cette	
  affection,	
   fréquente	
   lors	
  

des	
  chimiothérapies,	
  se	
  traduit	
  par	
  des	
  lésions	
  buccales	
  et	
  aphtes	
  qui	
  peuvent	
  être	
  doulou-­‐

reuses	
  et	
  empêcher	
  la	
  bonne	
  alimentation	
  du	
  patient.	
  L’administration	
  d’acide	
  folique	
  per-­‐

met	
  de	
   réduire	
   l’apparition	
  de	
  ces	
  effets	
   indésirables	
   [21].	
  Une	
  étude	
  menée	
  en	
  2006	
  par	
  

Peirera	
   Pinto	
  et	
   al.	
  montre	
   qu’une	
   bonne	
   hygiène	
   buccale,	
   additionnée	
   à	
   l’administration	
  

d’un	
  bain	
  de	
  bouche	
  à	
  0,12%	
  de	
  gluconate	
  de	
  chlorhexidine,	
  diminue	
  également	
  l’intensité	
  

de	
  la	
  mucite	
  [22].	
  

Des	
   stomatites,	
   diarrhées	
   et	
   des	
   vomissements	
   sont	
   également	
   à	
   noter.	
   Ces	
   effets	
  

sont	
  dus	
  à	
  la	
  cytotoxicité	
  du	
  méthotrexate.	
  

Certains	
  effets	
  hépatiques	
  peuvent	
  être	
  observés.	
  Une	
  fibrose	
  voire	
  une	
  cirrhose	
  hé-­‐

patique	
  peut	
  survenir.	
  L’augmentation	
  des	
  transaminases	
  sera	
  donc	
  à	
  surveiller	
  [8].	
  

Une	
  alopécie,	
  des	
  photosensibilisations	
  ainsi	
  que	
  des	
  éruptions	
  cutanées	
  ont	
  égale-­‐

ment	
  été	
  notées	
  chez	
  des	
  patients	
  traités	
  par	
  le	
  MTX	
  [23].	
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L’effet	
   immunosuppresseur	
   du	
   MTX	
   peut	
   augmenter	
   le	
   risque	
   de	
   survenue	
  

d’infections	
  opportunistes	
  et	
  de	
  pneumonies.	
  Des	
  pneumopathies	
  interstitielles	
  sont	
  surve-­‐

nues	
  chez	
  certains	
  patients	
  [23].	
  

6. Surveillance	
  spécifique	
  pendant	
  le	
  traitement	
  

Au	
   cours	
   du	
   traitement,	
   il	
   faudra	
   effectuer	
   régulièrement	
   une	
   surveillance	
  des	
   cel-­‐

lules	
  sanguines	
  grâce	
  à	
  un	
  bilan	
  comprenant	
  une	
  numération	
  formule	
  sanguine	
  (NFS)	
  et	
  une	
  

numération	
   des	
   plaquettes.	
   La	
   fonction	
   hépatique	
   sera	
   également	
   surveillée	
   grâce	
   au	
   do-­‐

sage	
  des	
  transaminases,	
  reflet	
  de	
  l’activité	
  hépatique	
  [4].	
  

7. Contre-­‐indications	
  et	
  interactions	
  médicamenteuses	
  

Les	
   insuffisances	
   rénale	
   et/ou	
   hépatique	
   sévères	
   sont	
   considérées	
   comme	
   des	
  

contre-­‐indications	
  absolues	
  à	
  l’administration	
  de	
  MTX.	
  

L’administration	
   de	
   vaccins	
   vivants	
   atténués,	
   notamment	
   le	
   vaccin	
   contre	
   la	
   fièvre	
  

jaune	
   est	
   formellement	
   contre-­‐indiqué	
   pendant	
   le	
   traitement.	
   Cette	
   contre-­‐indication	
   est	
  

due	
  à	
  l’effet	
  immunosuppresseur	
  du	
  MTX	
  [8].	
  

L’association	
  du	
  MTX	
  et	
  du	
  probénécide	
  est	
  absolument	
  contre-­‐indiquée.	
  En	
  effet,	
  le	
  

probénécide	
  inhibe	
  la	
  sécrétion	
  tubulaire	
  et	
  majore	
  donc	
  la	
  toxicité	
  du	
  MTX	
  notamment	
   la	
  

toxicité	
   hématologique.	
   Le	
  même	
  mécanisme	
  est	
  mis	
   en	
   cause	
   dans	
   l’association	
   avec	
   les	
  

salicylés	
  et	
   les	
  anti-­‐inflammatoires	
  non	
  stéroïdiens	
   (AINS).	
  La	
  phénylbutazone,	
  AINS	
  ne	
   fai-­‐

sant	
  plus	
  l’objet	
  de	
  spécialité	
  actuellement	
  sur	
  le	
  marché,	
  inhibe	
  très	
  fortement	
  la	
  clairance	
  

rénale	
  du	
  MTX.	
  

50	
  à	
  60%	
  du	
  MTX	
  présent	
  dans	
  l’organisme	
  est	
  lié	
  aux	
  protéines	
  plasmatiques.	
  Cette	
  

liaison	
  peut	
   être	
  modifiée	
   par	
   l’administration	
   concomitante	
   de	
  médicaments	
   tels	
   que	
   les	
  

AINS	
  qui	
  ont	
  une	
  affinité	
  plus	
  forte	
  pour	
  les	
  récepteurs	
  situés	
  sur	
  les	
  protéines	
  plasmatiques.	
  



	
  
	
  
	
  

	
  

	
  
Thèse	
  pour	
  le	
  diplôme	
  d’Etat	
  de	
  Docteur	
  en	
  Pharmacie	
  

	
  
	
   	
  

	
  
34	
  

	
  
	
   	
  

La	
  répartition	
  du	
  MTX	
  est	
  donc	
  modifiée	
  :	
  une	
  partie	
  plus	
  importante	
  est	
  libre	
  d’où	
  un	
  risque	
  

de	
  toxicité	
  accru.	
  

Le	
   triméthoprime,	
   agent	
   anti-­‐infectieux	
   présent	
   dans	
   l’association	
   commercialisée	
  

sous	
   le	
  nom	
  Bactrim®,	
  est	
  également	
  contre-­‐indiqué	
  formellement	
  en	
  cas	
  d’administration	
  

de	
  MTX.	
  En	
  effet,	
  il	
  augmente	
  la	
  toxicité	
  du	
  MTX	
  par	
  plusieurs	
  mécanismes.	
  Tout	
  d’abord,	
  il	
  

inhibe	
  son	
  excrétion	
  rénale.	
  Il	
  provoque	
  également	
  un	
  déplacement	
  du	
  MTX	
  de	
  ses	
  sites	
  de	
  

fixation	
  aux	
  protéines	
  plasmatiques	
  d’où	
  une	
  concentration	
  en	
  MTX	
  libre	
  augmentée.	
  Enfin,	
  

il	
  inhibe	
  la	
  dihydrofolate	
  réductase,	
  une	
  des	
  enzymes	
  cible	
  d’action	
  du	
  MTX	
  [23,	
  24].	
  

L’association	
   entre	
   la	
   phénytoïne,	
   molécule	
   contenue	
   dans	
   la	
   spécialité	
   Di-­‐hydan®	
  

par	
  exemple,	
  et	
   le	
  MTX	
  est	
  absolument	
   contre-­‐indiquée.	
   Il	
   existe	
  deux	
   risques	
   liés	
  à	
   cette	
  

association	
  :	
  un	
  risque	
  de	
  convulsions	
  par	
  la	
  diminution	
  de	
  l’absorption	
  de	
  la	
  phénytoïne	
  et	
  

un	
  risque	
  de	
  diminution	
  de	
   l’efficacité	
  du	
  MTX	
  par	
  une	
  augmentation	
  de	
  son	
  métabolisme	
  

hépatique	
  provoquée	
  par	
  la	
  phénytoïne	
  [23].	
  

Les	
  pénicillines,	
  la	
  ciprofloxacine	
  et	
  les	
  inhibiteurs	
  de	
  la	
  pompe	
  à	
  protons	
  inhibent	
  la	
  

sécrétion	
  tubulaire	
  du	
  MTX.	
  Cette	
   inhibition	
  étant	
  moins	
   importante	
  qu’avec	
  les	
  molécules	
  

citées	
  précédemment,	
  il	
  s’agit	
  d’une	
  association	
  déconseillée	
  [23].	
  

8. Administration	
  lors	
  de	
  la	
  grossesse	
  ou	
  de	
  l’allaitement	
  

Le	
  MTX	
  est	
   contre-­‐indiqué	
  en	
   cas	
  de	
   grossesse.	
   En	
   effet,	
   le	
  MTX	
  est	
   tératogène	
  et	
  

mutagène	
  chez	
  l’animal.	
  De	
  plus,	
  chez	
  l’homme,	
  quelques	
  cas	
  de	
  malformations	
  sévères	
  ont	
  

été	
  rapportés.	
  

Il	
   existe	
   un	
   passage	
   du	
  MTX	
  dans	
   le	
   lait	
  maternel,	
   le	
  MTX	
   est	
   donc	
   contre-­‐indiqué	
  

également	
  en	
  cas	
  d’allaitement	
  en	
  raison	
  des	
  effets	
  indésirables	
  graves	
  que	
  celui-­‐ci	
  pourrait	
  

entrainer	
  chez	
  l’enfant	
  [25].	
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C. Législation	
  des	
  préparations	
  réalisées	
  en	
  milieu	
  hospitalier	
  

Les	
  pharmacies	
  à	
  usage	
  intérieur	
  (PUI)	
  se	
  sont	
  vues	
  attribuer	
  certaines	
  missions	
  dans	
  

le	
   décret	
   numéro	
   2000-­‐1316	
   du	
   26	
   décembre	
   2000.	
   Parmi	
   ces	
   missions,	
   en	
   plus	
   de	
  

l’approvisionnement	
  et	
  de	
  la	
  dispensation	
  des	
  médicaments	
  et	
  dispositifs	
  médicaux,	
  les	
  PUI	
  

doivent	
  réaliser	
  les	
  préparations	
  magistrales	
  (PM)	
  et	
  hospitalières	
  (PH)	
  à	
  partir	
  de	
  matières	
  

premières	
   ou	
   de	
   spécialités	
   pharmaceutiques.	
   Pour	
   réaliser	
   ces	
   préparations,	
   chaque	
   PUI	
  

devra	
   s’assurer	
   qu’elle	
   dispose	
   de	
   locaux,	
   de	
   personnels,	
   d’équipements	
   et	
   d’un	
   système	
  

d’information	
  leur	
  permettant	
  d’assurer	
  cette	
  production.	
  Elles	
  doivent	
  également	
  disposer	
  

des	
  équipements	
  nécessaires	
  pour	
  effectuer	
   les	
  contrôles	
  sur	
   les	
  matières	
  premières	
  et	
   les	
  

produits	
  finis.	
  Toutes	
  ces	
  dispositions	
  figurent	
  dans	
  le	
  guide	
  des	
  Bonnes	
  Pratiques	
  de	
  Prépa-­‐

ration	
  (BPP)	
  [26].	
  

Les	
  préparations	
  magistrales	
  sont	
  définies	
  dans	
  l’article	
  L.5121-­‐1	
  du	
  Code	
  de	
  la	
  Santé	
  

Publique	
  (CSP)	
  :	
  il	
  s’agit	
  de	
  «	
  tout	
  médicament	
  préparé	
  selon	
  une	
  prescription	
  médicale	
  des-­‐

tinée	
  à	
  un	
  malade	
  déterminé	
  en	
  raison	
  de	
  l'absence	
  de	
  spécialité	
  pharmaceutique	
  disponible	
  

disposant	
  d'une	
  autorisation	
  de	
  mise	
  sur	
  le	
  marché,	
  de	
  l'une	
  des	
  autorisations	
  mentionnées	
  

aux	
   articles	
   L.	
   5121-­‐9-­‐1	
   et	
   L.	
   5121-­‐12,	
   d'une	
   autorisation	
  d'importation	
  parallèle	
   ou	
  d'une	
  

autorisation	
  d'importation	
  délivrée	
  à	
  un	
  établissement	
  pharmaceutique	
  dans	
  le	
  cadre	
  d'une	
  

rupture	
  de	
  stock	
  d'un	
  médicament,	
  soit	
  extemporanément	
  en	
  pharmacie,	
  soit	
  dans	
  les	
  con-­‐

ditions	
  prévues	
  à	
  l'article	
  L.	
  5125-­‐1	
  ou	
  à	
  l'article	
  L.	
  5126-­‐2	
  »	
  [27].	
  

Les	
   préparations	
   hospitalières,	
   également	
   définies	
   dans	
   l’article	
   L.5121-­‐1	
   du	
   CSP,	
  

consistent	
  en	
  «	
  tout	
  médicament,	
  à	
  l'exception	
  des	
  produits	
  de	
  thérapies	
  génique	
  ou	
  cellu-­‐

laire,	
  préparé	
  selon	
  les	
  indications	
  de	
  la	
  pharmacopée	
  et	
  en	
  conformité	
  avec	
  les	
  bonnes	
  pra-­‐

tiques	
  mentionnées	
   à l'article	
   L.	
   5121-­‐5, en	
   raison	
   de	
   l'absence	
   de	
   spécialité	
   pharmaceu-­‐

tique	
  disponible	
  ou	
  adaptée	
  disposant	
  d'une	
  autorisation	
  de	
  mise	
  sur	
  le	
  marché,	
  de	
  l'une	
  des	
  

autorisations	
  mentionnées	
  aux	
  articles	
  L.	
  5121-­‐9-­‐1	
  et	
  L.	
  5121-­‐12,	
  d'une	
  autorisation	
  d'impor-­‐

tation	
  parallèle	
  ou	
  d'une	
  autorisation	
  d'importation	
  délivrée	
  à	
  un	
  établissement	
  pharmaceu-­‐

tique	
  dans	
   le	
   cadre	
  d'une	
   rupture	
  de	
   stock	
   d'un	
  médicament,	
   par	
   une	
  pharmacie	
   à	
   usage	
  

intérieur	
   (PUI)	
  d'un	
  établissement	
  de	
  santé,	
  ou	
  par	
   l'établissement	
  pharmaceutique	
  de	
  cet	
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établissement	
  de	
  santé	
  autorisé	
  en	
  application	
  de	
   l'article	
  L.	
  5124-­‐9 ou	
  dans	
   les	
  conditions	
  

prévues	
  à	
  l'article	
  L.	
  5126-­‐2.	
  Les	
  préparations	
  hospitalières	
  sont	
  dispensées	
  sur	
  prescription	
  

médicale	
  à	
  un	
  ou	
  plusieurs	
  patients	
  par	
  une	
  pharmacie	
  à	
  usage	
  intérieur	
  dudit	
  établissement.	
  

Elles	
  font	
  l'objet	
  d'une	
  déclaration	
  auprès	
  de	
  l'Agence	
  nationale	
  de	
  sécurité	
  du	
  médicament	
  

et	
  des	
  produits	
  de	
  santé	
  (ANSM),	
  dans	
  des	
  conditions	
  définies	
  par	
  arrêté	
  du	
  ministre	
  chargé	
  

de	
  la	
  santé »	
  [27].	
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D. Objectifs	
  et	
  démarche	
  de	
  l’étude	
  réalisée	
  

La	
  formule	
  de	
  la	
  solution	
  buvable	
  de	
  MTX	
  dosée	
  à	
  2	
  mg/mL	
  réalisée	
  au	
  CHU	
  d’Angers	
  

depuis	
  2010	
  a	
  été	
  adaptée	
  d’après	
  la	
  publication	
  des	
  travaux	
  de	
  Stuart	
  et	
  al.	
  en	
  1979	
  [28].	
  La	
  

formule	
  mise	
  au	
  point	
  par	
  Stuart	
  et	
  al.	
  était	
  la	
  suivante	
  :	
  

-­‐ Bicarbonate	
  de	
  sodium	
  :	
  20	
  g	
  

-­‐ MTX	
  injectable	
  (25	
  mg/mL)	
  :	
  80	
  mL	
  

-­‐ Sirop	
  simple	
  :	
  250	
  mL	
  

-­‐ Eau	
  chloroformée	
  :	
  QSP	
  1	
  litre	
  

Les	
  proportions	
  ont	
  été	
  divisées	
  afin	
  d’obtenir	
  une	
  formule	
  unitaire	
  pour	
  30	
  mL.	
  Le	
  si-­‐

rop	
  simple	
  a	
  été	
  remplacé	
  par	
  de	
  l’Ora-­‐Sweet®,	
  un	
  excipient	
  équivalent	
  au	
  sirop	
  simple	
  mais	
  

plus	
  intéressant	
  au	
  point	
  de	
  vue	
  galénique	
  car	
  il	
  contient	
  des	
  conservateurs.	
  Il	
  possède	
  éga-­‐

lement	
  une	
  saveur	
  édulcorée	
  qui	
  est	
  plus	
  adaptée	
  pour	
  la	
  bonne	
  compliance	
  des	
  enfants	
  au	
  

traitement.	
   De	
  même,	
   l’eau	
   chloroformée	
   a	
   été	
   remplacée	
   par	
   de	
   l’eau	
   pour	
   préparation	
  

injectable	
  (PPI).	
  La	
  formule	
  ainsi	
  mise	
  au	
  point	
  en	
  2010	
  est	
  la	
  suivante	
  :	
  

-­‐ Méthotrexate	
  :	
  2,4	
  mL	
  (Solution	
  injectable	
  dosée	
  à	
  500mg/20mL)	
  

-­‐ Bicarbonate	
  de	
  Sodium	
  :	
  0,6	
  g	
  (sous	
  forme	
  de	
  poudre)	
  

-­‐ Ora-­‐Sweet®	
  :	
  7,5	
  mL	
  

-­‐ Eau	
  PPI	
  :	
  QSP	
  30	
  mL	
  

Les	
  excipients	
  à	
  effet	
  notoire	
  (EEN)	
  contenus	
  dans	
  l’Ora-­‐Sweet®	
  ne	
  dépassent	
  pas	
  les	
  

rations	
  journalières	
  recommandées	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  cette	
  préparation.	
  La	
  quantité	
  de	
  saccha-­‐

rose	
  ne	
  doit	
  pas	
  dépasser	
  5	
  g	
  par	
  jour	
  soit	
  7	
  mL	
  d’Ora-­‐Sweet®,	
  celle	
  de	
  glycérol	
  3	
  g	
  par	
  jour	
  

soit	
  50	
  mL	
  et	
  celle	
  de	
  sorbitol	
  3	
  g	
  par	
  jour	
  soit	
  60	
  mL	
  [2].	
  Il	
  n’est	
  pas	
  possible	
  d’administrer	
  

de	
  telles	
  quantités	
  d’Ora-­‐Sweet®	
  avec	
  la	
  solution	
  buvable	
  de	
  MTX	
  dosée	
  à	
  2	
  mg/mL.	
  Effecti-­‐

vement,	
  l’Ora-­‐Sweet®	
  ne	
  représente	
  que	
  25%	
  de	
  la	
  préparation	
  donc	
  pour	
  avoir	
  à	
  adminis-­‐

trer	
  7	
  mL	
  d’Ora-­‐Sweet®,	
  il	
  faudrait	
  avoir	
  à	
  administrer	
  28	
  mL	
  de	
  solution	
  buvable	
  (soit	
  56	
  mg	
  

de	
  MTX.	
  Cette	
  dose	
  de	
  MTX	
  correspondrait	
  à	
  une	
  surface	
  corporelle	
  de	
  2,24	
  m2.	
  Sachant	
  que	
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la	
  surface	
  corporelle	
  moyenne	
  d’un	
  adulte	
  est	
  de	
  1,7	
  m2,	
  il	
  paraît	
  donc	
  très	
  improbable	
  voire	
  

impossible	
  d’atteindre	
  une	
  telle	
  surface	
  chez	
  un	
  enfant.	
  

Cette	
   solution	
  buvable	
  est	
   conditionnée	
  dans	
  des	
   flacons	
  en	
  verre	
  brun	
  et	
  est	
  déli-­‐

vrée	
  avec	
  un	
  système	
  spécifique	
  pour	
   la	
  délivrance	
  de	
   la	
  dose	
  :	
   il	
  s’agit	
  d’un	
  bouchon	
  type	
  

SEGAP®	
  (cf.	
  Figure	
  9).	
  Celui-­‐ci	
  a	
  la	
  particularité	
  de	
  présenter	
  un	
  système	
  luer-­‐lock	
  dans	
  lequel	
  

on	
  peut	
  adapter	
  une	
  seringue	
  entérale.	
  Par	
  conséquent,	
   il	
  n’y	
  a	
  plus	
  besoin	
  de	
   tremper	
   la	
  

seringue	
   d’administration	
   dans	
   la	
   solution	
   buvable	
   et	
   ainsi	
   risquer	
   l’exposition	
   au	
   produit	
  

cytotoxique	
   de	
   la	
   personne	
   administrant	
   la	
   solution	
   buvable	
   de	
  MTX.	
   Ce	
   système	
   permet	
  

donc	
  la	
  protection	
  de	
  la	
  personne	
  administrant	
  le	
  médicament.	
  

	
  
Figure	
  9	
  :	
  Bouchon	
  type	
  SEGAP®	
  

D’après	
  [29]	
  
	
  

La	
  date	
  limite	
  d’utilisation	
  (DLU)	
  de	
  la	
  solution	
  buvable	
  ainsi	
  mise	
  au	
  point	
  avait	
  été	
  

fixée	
  à	
  1	
  mois	
  d’après	
   les	
   travaux	
  de	
  Stuart	
  et	
  al.	
   également.	
  En	
  effet,	
   l’étude	
  de	
   stabilité	
  

réalisée	
  en	
  2010	
   lors	
  de	
   la	
  mise	
  au	
  point	
  de	
   la	
   formule	
  ne	
  permettait	
  pas	
  d’envisager	
  une	
  

DLU	
  plus	
  longue.	
  

A	
  ce	
  jour	
  au	
  CHU	
  d’Angers,	
  la	
  solution	
  buvable	
  de	
  MTX	
  dosée	
  à	
  2mg/mL	
  est	
  une	
  pré-­‐

paration	
  magistrale	
  (PM).	
  Elle	
  est	
  préparée	
  extemporanément	
  pour	
  un	
  malade	
  déterminé.	
  Il	
  

n’est	
   donc	
   pas	
   possible	
   de	
   préparer	
   ce	
   type	
   de	
   médicament	
   à	
   l’avance	
   et	
   d’en	
   stocker	
  

quelques	
  unités.	
  	
  

Sous	
   réserve	
   de	
   l’enregistrement	
   de	
   la	
   préparation	
   auprès	
   de	
   l’ANSM,	
   le	
   statut	
   de	
  

préparation	
  hospitalière	
  (PH)	
  permet	
  de	
  dispenser	
  cette	
  préparation	
  aux	
  usagers	
  de	
   la	
  PUI	
  

de	
  l’établissement	
  qui	
  l’a	
  enregistrée.	
  Une	
  PH	
  n’impose	
  pas	
  une	
  préparation	
  extemporanée,	
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elle	
   peut	
   donc	
   être	
   préparée	
   à	
   l’avance	
   et	
   stockée	
   dans	
   des	
   conditions	
   appropriées	
   à	
   sa	
  

bonne	
  conservation.	
  

Le	
   changement	
   de	
   statut	
   de	
   la	
   solution	
   buvable	
   de	
  MTX	
   vers	
   celui	
   de	
   préparation	
  

hospitalière	
  autoriserait	
  donc	
  la	
  préparation	
  à	
  l’avance	
  et	
  le	
  stockage	
  de	
  quelques	
  unités.	
  Ce	
  

changement	
  possède	
  plusieurs	
  avantages.	
  Tout	
  d’abord,	
  la	
  préparation	
  serait	
  disponible	
  plus	
  

rapidement	
  pour	
   le	
  patient.	
  Cela	
  permettrait	
  également	
  une	
  diminution	
  des	
  coûts	
  de	
  pro-­‐

duction,	
  grâce	
  à	
  une	
  fabrication	
  de	
  lots	
  plus	
  importants	
  en	
  une	
  seule	
  fois	
  diminuant	
  ainsi	
  le	
  

coût	
  de	
  personnel	
  et	
  de	
  matériel.	
  Le	
  coût	
  final	
  du	
  médicament	
  pourrait	
  ainsi	
  diminuer.	
  

Pour	
  pouvoir	
  préparer	
  et	
  stocker	
  la	
  solution	
  buvable,	
  il	
  nous	
  faut	
  prolonger	
  la	
  DLU	
  de	
  

la	
  préparation.	
  Il	
  est	
  donc	
  nécessaire	
  de	
  prouver	
  la	
  stabilité	
  de	
  la	
  préparation,	
  tant	
  du	
  point	
  

de	
  vue	
  chimique	
  que	
  bactériologique.	
  L’étude	
  de	
  stabilité	
  réalisée	
  permet	
  de	
  vérifier	
  la	
  con-­‐

centration	
   en	
   principe	
   actif	
   du	
   médicament,	
   l’apparition	
   de	
   composés	
   de	
   dégradation	
   et	
  

quelques	
  paramètres	
  utiles	
  à	
  la	
  bonne	
  conservation	
  du	
  produit	
  comme	
  le	
  pH	
  de	
  la	
  solution	
  

ou	
  la	
  contamination	
  bactériologique.	
  

	
  

En	
  se	
  basant	
  sur	
  diverses	
  études,	
  notamment	
  l’étude	
  de	
  Fajolle	
  et	
  al.	
  sur	
  des	
  suspen-­‐

sions	
  orales	
  pédiatriques	
  de	
  spironolactone,	
  hydrochlorothiazide	
  et	
  captopril	
  [30],	
  et	
  l’étude	
  

de	
  Santoveña	
  et	
  al.	
  sur	
  une	
  suspension	
  buvable	
  d’hydrochlorothiazide	
  [31],	
  mais	
  également	
  

sur	
  la	
  Pharmacopée	
  Européenne	
  (Ph.Eur.),	
  les	
  paramètres	
  qu’il	
  est	
  judicieux	
  d’étudier	
  lors	
  de	
  

la	
   conservation	
  de	
   la	
   solution	
  buvable	
  de	
  MTX	
  ont	
   été	
   établis.	
   L’étude	
  de	
   ces	
  paramètres	
  

concernant	
  la	
  stabilité	
  de	
  la	
  préparation	
  a	
  été	
  divisée	
  en	
  deux	
  parties.	
  

	
  

La	
   première	
   partie	
   de	
   l’étude	
   concerne	
   la	
   stabilité	
   chimique	
   du	
   produit,	
   elle	
   com-­‐

prend	
  dans	
   le	
  cas	
  présent	
  :	
  une	
  étude	
  de	
  stabilité	
  par	
  chromatographie	
  en	
  phase	
   liquide	
  à	
  

haute	
  performance	
  (HPLC	
  ou	
  CLHP),	
  la	
  variation	
  des	
  caractères	
  organoleptiques	
  et	
  l’étude	
  de	
  

variation	
  du	
  pH.	
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L’étude	
  de	
  stabilité	
  réalisée	
  par	
  HPLC	
  permet	
  de	
  visualiser	
  en	
  même	
  temps	
  la	
  stabilité	
  

de	
   la	
  concentration	
  en	
  principe	
  actif	
  de	
   la	
  préparation	
  mais	
  également	
   l’apparition	
  ou	
  non	
  

de	
   composés	
   de	
   dégradation.	
   Usuellement,	
   une	
   réduction	
   de	
   la	
   concentration	
   pour	
   at-­‐

teindre	
  90%	
  de	
  la	
  concentration	
  initiale	
  en	
  principe	
  actif	
  est	
  considérée	
  comme	
  le	
  maximum	
  

acceptable	
   [32].	
   Il	
  n’existe	
  pas	
  de	
  valeur	
  seuil	
   fixée	
  pour	
   la	
  concentration	
  en	
  composés	
  de	
  

dégradation.	
  Ceux-­‐ci	
  ne	
  doivent	
  néanmoins	
  pas	
  posséder	
  une	
  toxicité	
  élevée.	
  

La	
  variation	
  des	
  caractères	
  organoleptiques	
  (couleur,	
  aspect,	
  odeur,	
  goût...)	
  est	
  le	
  re-­‐

flet	
  de	
   la	
   conservation	
  du	
  produit.	
  Par	
  exemple,	
   lorsque	
  certains	
  principes	
  actifs	
   se	
  dégra-­‐

dent,	
  ils	
  évoluent	
  parfois	
  en	
  des	
  composés	
  possédant	
  une	
  couleur	
  différente	
  de	
  la	
  molécule	
  

de	
  principe	
  actif.	
  L’étude	
  de	
  cette	
  variation,	
  même	
  si	
  elle	
  reste	
  subjective,	
  paraît	
  néanmoins	
  

essentielle.	
  

L’étude	
  du	
  pH	
  permet	
  de	
  vérifier	
  si	
  le	
  MTX	
  est	
  conservé	
  dans	
  des	
  conditions	
  permet-­‐

tant	
  de	
  limiter	
  sa	
  dégradation.	
  Le	
  pH	
  de	
  la	
  solution	
  est	
  une	
  donnée	
  importante	
  qui	
  peut	
  in-­‐

fluer	
  sur	
  la	
  conservation	
  et	
  la	
  dégradation	
  ou	
  non	
  du	
  principe	
  actif.	
  Le	
  MTX	
  est	
  ionisé	
  au	
  pH	
  

physiologique.	
  Lorsque	
  le	
  pH	
  est	
  acide	
  (pH	
  <	
  6,6),	
  il	
  est	
  converti	
  en	
  un	
  acide	
  bicarboxylique	
  

qui	
  est	
   insoluble	
   (cf.	
  Figure	
  10).	
  Le	
  MTX	
  précipite	
  donc	
  à	
  pH	
  acide.	
  C’est	
  pour	
  cela	
  que	
   les	
  

présentations	
  commerciales	
  de	
  MTX	
  injectable	
  ont	
  un	
  pH	
  aux	
  alentours	
  de	
  8,4	
  [9].	
  	
  

	
  
Figure	
  10	
  :	
  Molécules	
  de	
  MTX	
  :	
  en	
  haut	
  molécule	
  non	
  ionisée	
  (acide	
  bicarboxylique),	
  	
  

en	
  bas	
  molécule	
  ionisée	
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La	
  seconde	
  partie	
  de	
  l’étude	
  se	
  concentre	
  sur	
  la	
  stabilité	
  bactériologique	
  de	
  la	
  solu-­‐

tion.	
  En	
  effet,	
  bien	
  que	
   la	
   fabrication	
  de	
   la	
  solution	
  buvable	
  de	
  MTX	
  n’ait	
  pas	
   lieu	
  dans	
  un	
  

environnement	
  stérile,	
  la	
  pharmacopée	
  spécifie	
  néanmoins	
  des	
  seuils	
  de	
  contamination	
  bac-­‐

térienne	
  à	
  ne	
  pas	
  dépasser	
  [33].	
  De	
  plus,	
  ces	
  solutions	
  buvables	
  sont	
  dispensées	
  à	
  des	
  pa-­‐

tients	
  jeunes,	
  dont	
  l’immunité	
  est	
  fortement	
  déprimée	
  par	
  le	
  traitement	
  de	
  chimiothérapie	
  

qu’ils	
  suivent.	
  La	
  qualité	
  bactériologique	
  de	
  ces	
  solutions	
  est	
  donc	
  importante.	
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II. Matériels	
  et	
  méthodes	
  

1. Matériel	
  

Préparation	
  des	
  solutions	
  buvables	
  de	
  MTX	
  pour	
  étude	
  

Les	
  solutions	
  buvables	
  de	
  MTX	
  pour	
  analyses	
  sont	
  réalisées	
  grâce	
  aux	
  matières	
  pre-­‐

mières	
  indiquées	
  dans	
  le	
  Tableau	
  1.	
  

Composant	
   Fabricant	
  
Méthotrexate	
  injectable	
  

(500mg/20mL)	
   Mylan,	
  Pittsburg,	
  Etats-­‐Unis	
  

Bicarbonate	
  de	
  sodium	
  (poudre)	
   Coopération	
  Pharmaceutique	
  Française,	
  Melun,	
  
France	
  

Ora-­‐Sweet®	
   Paddock	
  Laboratories,	
  Minneapolis,	
  Etats-­‐Unis	
  
Eau	
  ppi	
   Aguettant,	
  Lyon,	
  France	
  

Tableau	
  1	
  :	
  Origine	
  des	
  matières	
  premières	
  utilisées	
  pour	
  la	
  préparation	
  des	
  solutions	
  buvables	
  de	
  MTX	
  
	
  
	
  

	
  

Les	
  solutions	
  buvables	
  de	
  MTX	
  ont	
  été	
  conditionnées	
  grâce	
  aux	
  articles	
  de	
  condition-­‐

nement	
  indiqués	
  dans	
  le	
  Tableau	
  2.	
  

Article	
  de	
  conditionnement	
   Fabricant	
  

Flacon	
  en	
  verre	
  brun	
  type	
  III	
   Coopération	
  Pharmaceutique	
  Française,	
  Melun,	
  
France	
  

Bouchon	
  inviolable	
  bakélite	
  blanc	
   Coopération	
  Pharmaceutique	
  Française,	
  Melun,	
  
France	
  

Bouchon	
  SEGAP®	
   Pentaferte,	
  Villeparisis,	
  France	
  
Tableau	
  2	
  :	
  Origine	
  des	
  articles	
  de	
  conditionnement	
  utilisés	
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Etude	
  de	
  stabilité	
  par	
  HPLC	
  

L’acétonitrile	
  utilisé	
  provient	
  du	
  fabricant	
  Carlo	
  Erba	
  (Val	
  de	
  Rueil,	
  France).	
  

Les	
  deux	
  réactifs	
  utilisés	
  pour	
  la	
  préparation	
  du	
  tampon,	
  H2KO4P	
  et	
  KOH,	
  proviennent	
  

du	
  fabricant	
  ACROS	
  Organics	
  (Geel,	
  Belgique).	
  

Les	
  mesures	
   ont	
   été	
   réalisées	
   grâce	
   à	
   un	
   système	
  HPLC	
   de	
   la	
  marque	
   PerkinElmer	
  

(Waltham,	
   Etats-­‐Unis)	
  modèle	
   Series	
   200.	
   Le	
   détecteur	
   utilisé	
   est	
   un	
  détecteur	
  UV/Visible	
  

modèle	
  Series	
  200,	
  PerkinElmer	
  (Waltham,	
  Etats-­‐Unis).	
  La	
  colonne	
  utilisée	
  est	
  une	
  colonne	
  

ODS	
  HYPERSIL	
  de	
  Thermo	
  Scientific	
  (Waltham,	
  Etats-­‐Unis)	
  mesurant	
  250	
  x	
  4.6	
  mm	
  avec	
  une	
  

granulométrie	
  de	
  5	
  µm.	
  Le	
   logiciel	
  pilotant	
   le	
  système	
  HPLC	
  est	
   le	
   logiciel	
  TotalChrom	
  6.21	
  

également	
  fourni	
  par	
  la	
  société	
  PerkinElmer	
  (Waltham,	
  Etats-­‐Unis).	
  

Etude	
  bactériologique	
  de	
  la	
  solution	
  

Plusieurs	
  types	
  de	
  géloses	
  et	
  bouillons	
  ont	
  été	
  utilisés	
  lors	
  de	
  l’étude	
  :	
  

-­‐ Gélose	
  COS	
  :	
  Columbia	
  additonnée	
  de	
  5%	
  de	
  sang	
  de	
  mouton	
  (Biomérieux,	
  Marcy	
  

l’Etoile,	
  France)	
  

-­‐ Gélose	
  UTI	
  :	
  Urinary	
  Tract	
  Infection	
  (germes	
  responsables	
  d’infections	
  du	
  tractus	
  

urinaire)	
  (Oxoid,	
  Basingstoke,	
  Royaume-­‐Uni)	
  

-­‐ Gélose	
  Sabouraud	
  (Becton,	
  Dickinson	
  and	
  Company,	
  Sparks,	
  Etats-­‐Unis)	
  

-­‐ Bouillon	
   BHI	
  :	
   Brain	
   Heart	
   Infusion	
   (Bouillon	
   cœur-­‐cervelle)	
   (Biomérieux,	
  Marcy	
  

l’Etoile,	
  France)	
  

Etude	
  de	
  pH	
  

Les	
  mesures	
  ont	
  été	
  réalisées	
  grâce	
  à	
  un	
  pH-­‐mètre	
  de	
  la	
  marque	
  Consort	
  (Turnhout,	
  

Belgique)	
  modèle	
  C561.	
   L’électrode	
  utilisée	
  est	
  une	
  électrode	
  662-­‐1788,	
   fournie	
  par	
  VWR,	
  

(Radnor,	
  Etats-­‐Unis).	
   Il	
   s’agit	
  d’une	
  électrode	
  en	
  verre,	
  ayant	
  pour	
  électrolyte	
  une	
  solution	
  

de	
  KCl	
  à	
  la	
  concentration	
  de	
  3,5	
  mol/L	
  et	
  prévue	
  pour	
  l’étude	
  du	
  pH	
  en	
  milieux	
  aqueux.	
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2. Méthode	
  pour	
  l’étude	
  de	
  la	
  stabilité	
  chimique	
  

Réalisation	
  des	
  solutions	
  buvables	
  pour	
  l’étude	
  

Plusieurs	
  conditions	
  de	
  conservation	
  ont	
  été	
  testées.	
  Pour	
  cela,	
  les	
  flacons	
  de	
  30	
  mL	
  

de	
  solution	
  ont	
  été	
  préparés	
  selon	
  la	
  fiche	
  de	
  fabrication	
  de	
  la	
  préparation	
  (cf.	
  fiche	
  de	
  fabri-­‐

cation,	
  annexe	
  7).	
  9	
  flacons	
  ont	
  ainsi	
  été	
  préparés	
  afin	
  de	
  tester	
  les	
  trois	
  conditions	
  de	
  con-­‐

servation	
  choisies	
  (37°C,	
  20°C	
  et	
  4°C).	
  

	
  

La	
  préparation	
  est	
  effectuée	
  selon	
  la	
  formule	
  suivante,	
  donnée	
  pour	
  la	
  réalisation	
  de	
  

30	
  mL	
  de	
  solution	
  buvable	
  :	
  

-­‐ Méthotrexate	
  :	
  2,4	
  mL	
  (Solution	
  injectable	
  dosée	
  à	
  500mg/20mL)	
  

-­‐ Bicarbonate	
  de	
  Sodium	
  :	
  0,6	
  g	
  (sous	
  forme	
  de	
  poudre)	
  

-­‐ Ora-­‐Sweet®	
  :	
  7,5	
  mL	
  

-­‐ Eau	
  PPI	
  :	
  QSP	
  30	
  mL	
  

	
  

La	
  première	
  partie	
  de	
  la	
  préparation	
  est	
  effectuée	
  dans	
  un	
  préparatoire	
  sans	
  condi-­‐

tions	
   de	
   stérilité	
   ni	
   précautions	
   particulières	
   vis-­‐à-­‐vis	
   des	
   produits,	
   ceux-­‐ci	
   étant	
   non	
  

toxiques.	
  Dans	
  un	
  premier	
  temps,	
  le	
  bicarbonate	
  de	
  sodium	
  est	
  pesé	
  puis	
  introduit	
  dans	
  un	
  

bécher.	
  L’eau	
  est	
  mesurée	
  puis	
  ajoutée	
  au	
  bicarbonate	
  de	
  sodium	
  grâce	
  à	
  une	
  seringue	
  dont	
  

le	
  volume	
  a	
  été	
  contrôlé	
  par	
  une	
  personne	
  du	
  laboratoire	
  de	
  contrôle.	
  De	
  même,	
  le	
  volume	
  

d’Ora-­‐Sweet®	
  est	
  mesuré	
  grâce	
  à	
  une	
  seringue	
  dont	
  le	
  volume	
  est	
  validé.	
  Ce	
  volume	
  est	
  en-­‐

suite	
  ajouté	
  dans	
  le	
  bécher	
  et	
  une	
  agitation	
  est	
  réalisée.	
  

Lors	
  de	
  l’étape	
  d’ajout	
  du	
  méthotrexate,	
  il	
  est	
  nécessaire	
  de	
  poursuivre	
  la	
  fabrication	
  

sous	
  un	
   isolateur.	
   En	
  effet,	
   étant	
  donné	
  que	
   le	
  méthotrexate	
  est	
  un	
  agent	
   cytotoxique,	
   la	
  

protection	
  des	
  préparateurs	
  doit	
  être	
  assurée.	
  Le	
  travail	
  en	
  isolateur	
  permet	
  au	
  préparateur	
  

de	
  ne	
  pas	
  être	
  en	
  contact	
  direct	
  avec	
  le	
  méthotrexate.	
  	
  



	
  

	
  

	
   	
  
Thèse	
  pour	
  le	
  diplôme	
  d’Etat	
  de	
  Docteur	
  en	
  Pharmacie	
  

	
  
	
   	
  

	
  
45	
  

	
  
	
   	
  

L’isolateur	
  est	
  d’abord	
  décontaminé.	
  Ensuite,	
  les	
  produits	
  (dont	
  le	
  bécher	
  contenant	
  

le	
  mélange	
  réalisé	
  auparavant)	
  sont	
  introduits	
  dans	
  l’isolateur	
  via	
  le	
  sas	
  d’entrée.	
  Le	
  MTX	
  est	
  

prélevé	
  puis	
  ajouté	
  dans	
  le	
  bécher.	
  La	
  solution	
  est	
  agitée	
  puis	
  conditionnée	
  dans	
  le	
  flacon	
  de	
  

verre	
  jaune.	
  Ensuite,	
  la	
  solution	
  est	
  sortie	
  de	
  l’isolateur	
  par	
  le	
  sas	
  de	
  sortie	
  et	
  l’isolateur	
  est	
  

nettoyé.	
   La	
   fiche	
   de	
   fabrication	
  mentionne	
   les	
   solvants	
   à	
   utiliser	
   pour	
   nettoyer	
   l’isolateur	
  

après	
  réalisation	
  de	
  la	
  préparation	
  dans	
  le	
  but	
  d’éviter	
  la	
  survenue	
  de	
  contaminations	
  croi-­‐

sées.	
  Pour	
  chaque	
  préparation,	
   le	
  solvant	
  choisi	
  est	
  un	
  solvant	
  dans	
  lequel	
   le	
  principe	
  actif	
  

utilisé	
  est	
   très	
   soluble	
   afin	
  de	
   faciliter	
   le	
  nettoyage.	
  Dans	
   le	
   cas	
  de	
   la	
   solution	
  buvable	
  de	
  

MTX,	
  il	
  s’agit	
  d’une	
  solution	
  d’acide	
  chlorhydrique	
  à	
  la	
  concentration	
  de	
  0,1N.	
  On	
  terminera	
  

le	
   nettoyage	
   de	
   l’isolateur	
   avec	
   de	
   l’alcool	
   isopropylique,	
   qui	
   permet	
   de	
   désinfecter	
   et	
  

d’éliminer	
  les	
  résidus	
  d’agent	
  de	
  nettoyage	
  restant	
  dans	
  l’isolateur	
  [34].	
  

De	
  même,	
  lors	
  de	
  la	
  préparation	
  des	
  échantillons	
  pour	
  chromatographie,	
  des	
  protec-­‐

tions	
  sont	
  nécessaires.	
  Le	
  travail	
  sous	
  la	
  hotte	
  et	
  le	
  port	
  d’une	
  double	
  paire	
  de	
  gants	
  changée	
  

régulièrement	
   sont	
   indispensables.	
  Du	
  matériel	
   à	
   usage	
   unique	
   sera	
   privilégié.	
   La	
   verrerie	
  

utilisée	
  pour	
  les	
  dilutions	
  subira	
  un	
  nettoyage	
  strict	
  avec	
  en	
  premier	
  lieu	
  le	
  solvant	
  dans	
  le-­‐

quel	
  le	
  principe	
  actif	
  est	
  très	
  soluble,	
  puis	
  en	
  second	
  lieu	
  de	
  l’eau	
  osmosée.	
  	
  

Conditions	
  de	
  l’étude	
  

Les	
   flacons	
   utilisés	
   pour	
   le	
   conditionnement	
   de	
   la	
   préparation	
   sont	
   des	
   flacons	
   en	
  	
  

verre	
  brun,	
  conformément	
  à	
  la	
  fiche	
  de	
  fabrication,	
  et	
  ce	
  dans	
  le	
  but	
  de	
  protéger	
  le	
  MTX	
  des	
  

rayons	
  UV.	
  En	
  effet,	
  sous	
  l’effet	
  des	
  rayonnements	
  UV,	
  le	
  méthotrexate	
  peut	
  être	
  dégradé	
  et	
  

former	
  un	
  précipité	
  de	
  couleur	
  jaune	
  [9].	
  

Les	
  3	
  premiers	
   flacons	
   (numérotés	
  1,	
  2	
  et	
  3)	
  ont	
  été	
  placés	
  dans	
  une	
  étuve	
  dont	
   la	
  

température	
  est	
  maintenue	
  constamment	
  à	
  37°C.	
  Ces	
  échantillons	
  serviront	
  de	
  témoin	
  posi-­‐

tif	
  lors	
  de	
  l’étude	
  de	
  stabilité,	
  ils	
  montreront	
  la	
  dégradation	
  forcée	
  du	
  MTX.	
  3	
  autres	
  flacons	
  

(numérotés	
  4,	
  5	
  et	
  6)	
  ont	
  été	
  placés	
  au	
  réfrigérateur	
  à	
  4°C.	
  Les	
  3	
  derniers	
  flacons	
  (numérotés	
  

7,	
  8	
  et	
  9)	
  ont	
  été	
  placés	
  dans	
  un	
  placard,	
  à	
  température	
  ambiante	
  (20°C)	
  et	
  à	
  l’abri	
  de	
  la	
  lu-­‐

mière.	
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Méthode	
  HPLC	
  utilisée	
  

La	
  méthode	
  HPLC	
  utilisée	
  est	
  basée	
  sur	
  une	
  méthode	
  qui	
  avait	
  été	
  utilisée	
  au	
  labora-­‐

toire	
  de	
  contrôle	
  lors	
  de	
  la	
  réalisation	
  de	
  la	
  précédente	
  étude	
  de	
  stabilité	
  de	
  cette	
  prépara-­‐

tion	
  en	
  2010	
  [1].	
  Cette	
  méthode	
  a	
  été	
  testée	
  et	
  modifiée	
  afin	
  d’obtenir	
  des	
  résultats	
  satisfai-­‐

sants.	
  

	
  

o Paramètres	
  de	
  la	
  méthode	
  

Les	
  mesures	
  ont	
  été	
  réalisées	
  grâce	
  à	
  une	
  HPLC	
  PerkinElmer	
  Series	
  200.	
  La	
  colonne	
  

utilisée	
  est	
  une	
  colonne	
  ODS	
  HYPERSIL	
  mesurant	
  250	
  x	
  4.6	
  mm	
  avec	
  une	
  granulométrie	
  de	
  5	
  

µm.	
   La	
   température	
   lors	
   de	
   l’analyse	
   est	
   maintenue	
   constante,	
   à	
   20°C,	
   grâce	
   à	
   un	
   four.	
  

L’analyse	
  est	
  réalisée	
  grâce	
  à	
  un	
  détecteur	
  UV/Visible,	
   la	
   longueur	
  d’onde	
  d’analyse	
  est	
  de	
  

302	
  nm	
  et	
  la	
  durée	
  d’analyse	
  est	
  de	
  10	
  min	
  par	
  échantillon.	
  

La	
  phase	
  mobile	
  utilisée	
  est	
  un	
  mélange	
  de	
  tampon	
  phosphate	
  (cf.	
  annexe	
  8)	
  avec	
  un	
  

pH	
  ajusté	
  à	
  6,6	
  et	
  d’acétonitrile	
  en	
  proportions	
  respectives	
  90:10.	
  Le	
  débit	
  de	
  phase	
  mobile	
  

lors	
  de	
  l’analyse	
  est	
  de	
  1	
  mL/min.	
  

La	
  pression	
  d’analyse	
  est	
  de	
  1600	
  psi.	
  Cependant,	
  au	
  cours	
  de	
  l’étude,	
  quelques	
  pro-­‐

blèmes	
   ayant	
  potentiellement	
   leur	
   source	
   au	
  niveau	
  de	
   la	
   pompe,	
   ont	
   été	
   constatés	
   et	
   la	
  

pression	
  d’analyse	
  a	
  diminué.	
  Le	
  temps	
  de	
  rétention	
  des	
  composés	
  a	
  augmenté.	
  La	
  réalisa-­‐

tion	
  de	
   la	
  gamme	
  d’étalonnage	
   lors	
  de	
  chaque	
  analyse	
  a	
  permis	
  de	
  s’affranchir	
  de	
  ce	
  pro-­‐

blème.	
  

Le	
   logiciel	
   utilisé	
   pour	
   piloter	
   l’HPLC	
  mais	
   également	
   pour	
   l’analyse	
   des	
   chromato-­‐

grammes	
  est	
   le	
   logiciel	
  TotalChrom	
  6.21.	
   Les	
   résultats	
  ont	
  ensuite	
  été	
   transférés	
  dans	
  des	
  

fichiers	
  Excel	
  afin	
  de	
  réaliser	
  l’analyse	
  des	
  données.	
  

	
  

	
  



	
  

	
  

	
   	
  
Thèse	
  pour	
  le	
  diplôme	
  d’Etat	
  de	
  Docteur	
  en	
  Pharmacie	
  

	
  
	
   	
  

	
  
47	
  

	
  
	
   	
  

o Préparation	
  de	
  la	
  gamme	
  d’étalonnage	
  et	
  des	
  échantillons	
  pour	
  HPLC	
  

Afin	
   d’obtenir	
   les	
   mêmes	
   conditions	
   d’analyse	
   dans	
   le	
   cas	
   des	
   échantillons	
   de	
   la	
  

gamme	
  d’étalonnage	
  que	
  dans	
   le	
  cas	
  des	
  échantillons	
  des	
  préparations	
  à	
  analyser	
  et	
  pour	
  

s’affranchir	
  de	
  l’effet	
  de	
  matrice	
  parfois	
  observé	
  en	
  HPLC,	
  il	
  est	
  nécessaire	
  que	
  le	
  MTX	
  utilisé	
  

pour	
  obtenir	
  les	
  solutions	
  de	
  la	
  gamme	
  d’étalonnage	
  soit	
  dilué	
  dans	
  une	
  solution	
  contenant	
  

les	
  mêmes	
  excipients	
  que	
  la	
  préparation.	
  Ce	
  diluant	
  est	
  donc	
  préparé	
  selon	
  la	
  formule	
  sui-­‐

vante	
  :	
  	
  

-­‐ Bicarbonate	
  de	
  sodium	
  :	
  0,6	
  g	
  

-­‐ Ora-­‐Sweet®	
  :	
  7,5	
  mL	
  

-­‐ Eau	
  PPI	
  :	
  20,1	
  mL	
  

Les	
  différentes	
   solutions	
   correspondant	
   aux	
  points	
   de	
   la	
   gamme	
  d’étalonnage	
   sont	
  

préparées	
  selon	
  le	
  Tableau	
  3.	
  Le	
  MTX	
  utilisé	
  est	
  le	
  même	
  que	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  préparation	
  

c’est-­‐à-­‐dire	
  une	
  solution	
  injectable	
  dosée	
  à	
  500	
  mg/20	
  mL	
  soit	
  2	
  mg/mL.	
  

	
  

Dénomination	
   Cal	
  1	
   Cal	
  2	
  	
   Cal	
  3	
  	
   Cal	
  4	
   Cal	
  5	
  

Concentration	
  (mg/mL)	
   1	
   1,5	
   2	
   2,5	
   3	
  

Volume	
  de	
  MTX	
  (mL)	
   0,200	
   0,300	
   0,400	
   0,500	
   0,600	
  

Diluant	
  (mL)	
   4,8	
   4,7	
   4,6	
   4,5	
   4,4	
  
Tableau	
  3	
  :	
  Composition	
  des	
  solutions	
  de	
  la	
  gamme	
  d’étalonnage	
  

	
  
	
  

Par	
  la	
  suite,	
  ces	
  solutions	
  à	
  différentes	
  concentrations	
  sont	
  traitées	
  de	
  la	
  même	
  ma-­‐

nière	
  que	
  la	
  solution	
  buvable	
  de	
  MTX	
  pour	
  obtenir	
  des	
  échantillons	
  compatibles	
  avec	
  le	
  trai-­‐

tement	
  par	
  l’HPLC.	
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o Préparation	
  des	
  échantillons	
  pour	
  le	
  dosage	
  par	
  HPLC	
  

500	
  µL	
  de	
  solution	
  de	
  MTX	
  (préparée	
  pour	
  la	
  gamme	
  ou	
  issue	
  d’un	
  des	
  flacons	
  stocké	
  

pour	
   l’étude)	
   sont	
   prélevés	
   à	
   l’aide	
  d’une	
  pipette	
   à	
   déplacement	
   positif	
   étant	
   donné	
  qu’il	
  

s’agit	
  d’une	
  solution	
  visqueuse.	
  Ils	
  sont	
  introduits	
  dans	
  une	
  fiole	
  jaugée	
  de	
  10	
  mL	
  complétée	
  

au	
  trait	
  de	
   jauge	
  grâce	
  au	
  mélange	
  de	
  phase	
  mobile	
   (tampon	
  phosphate	
  et	
  acétonitrile	
  en	
  

proportions	
  respectives	
  90	
  :	
  10).	
  On	
  obtient	
  à	
  ce	
  moment	
  une	
  dilution	
  au	
  1/20ème.	
  5	
  mL	
  de	
  

cette	
  dilution	
  sont	
  alors	
  introduits	
  dans	
  un	
  tube	
  à	
  centrifuger.	
  La	
  centrifugation	
  a	
  pour	
  but	
  

d’éliminer	
  un	
  maximum	
  d’Ora-­‐Sweet®,	
  afin	
  que	
  celui-­‐ci	
  soit	
  présent	
  en	
  quantité	
  minime	
  et	
  

ne	
  perturbe	
  pas	
  l’analyse.	
  Ces	
  tubes	
  sont	
  placés	
  dans	
  une	
  centrifugeuse	
  et	
  centrifugés	
  pen-­‐

dant	
  7	
  min	
  à	
  4000	
  tours/min.	
  Enfin,	
  100	
  µL	
  du	
  surnageant	
  obtenu	
  dans	
  chaque	
  tube	
  suite	
  à	
  

la	
   centrifugation	
   sont	
   prélevés	
   et	
   introduits	
   dans	
   un	
   vial.	
   900	
   µL	
   de	
   phase	
  mobile	
   y	
   sont	
  

ajoutés.	
   On	
   obtient	
   donc	
   une	
   seconde	
   dilution	
   au	
   1/10ème	
   soit	
   une	
   dilution	
   totale	
   au	
  

1/200ème.	
  

	
  

o Validation	
  de	
  la	
  méthode	
  de	
  dosage	
  

Pour	
  valider	
  la	
  méthode	
  de	
  dosage,	
  la	
  gamme	
  d’étalonnage	
  (cf.	
  Figure	
  11)	
  a	
  été	
  réali-­‐

sée	
  3	
  fois	
  afin	
  de	
  vérifier	
  la	
  reproductibilité	
  de	
  cette	
  gamme.	
  	
  

	
  

Points	
  
de	
  gamme	
  

Aire	
  -­‐	
  essai	
  
1	
  

Aire	
  -­‐	
  essai	
  
2	
  

Aire	
  -­‐	
  essai	
  
3	
   Moyenne	
   Ecart-­‐type	
  

Coefficient	
  
de	
  variation	
  

(%)	
  
Cal	
  1	
  (1	
  mg/mL)	
   817013	
   874942	
   718846	
   803600,3	
   78907,6	
   9,8	
  
Cal	
  2	
  (1,5	
  mg/mL)	
   1259491	
   1273507	
   1231553	
   1254850,3	
   21358,5	
   1,7	
  
Cal	
  3	
  (2	
  mg/mL)	
   1647910	
   1682861	
   1601081	
   1643950,7	
   41033,5	
   2,5	
  
Cal	
  4	
  (2,5	
  mg/mL)	
   2004777	
   2083295	
   2036363	
   2041478,3	
   39508,2	
   1,9	
  
Cal	
  5	
  (3	
  mg/mL)	
   2590687	
   2466873	
   2360502	
   2472687,3	
   115202,6	
   4,7	
  

	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  
Pente	
  de	
  la	
  droite	
  :	
  a	
   858526	
   798730	
   817624	
   824960,0	
   30565,6	
   3,7	
  

Coefficient	
  r2	
   0,992737	
   0,999883	
   0,994552	
   0,996	
   	
   	
  
Tableau	
  4	
  :	
  Statistiques	
  réalisés	
  à	
  partir	
  des	
  essais	
  de	
  gamme	
  d’étalonnage	
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Le	
   Tableau	
   4	
   montre	
   les	
   statistiques	
   réalisées	
   à	
   partir	
   des	
   3	
   essais	
   de	
   gamme	
  

d’étalonnage.	
  Les	
  coefficients	
  de	
  variation	
  entre	
  les	
  3	
  essais	
  sont	
  acceptables.	
  Néanmoins,	
  le	
  

coefficient	
  de	
   variation	
  du	
  point	
  d’étalonnage	
  1	
  est	
   légèrement	
  plus	
   élevé	
  que	
   les	
   autres.	
  

Ceci	
  est	
  dû	
  à	
  la	
  valeur	
  obtenue	
  lors	
  de	
  l’essai	
  3,	
  plus	
  faible	
  que	
  les	
  deux	
  autres.	
  On	
  accepte	
  

tout	
   de	
  même	
   la	
   validation	
   de	
   la	
  méthode	
  d’autant	
   plus	
   que	
   les	
   coefficients	
   de	
   variation	
  

entourant	
  la	
  valeur	
  cible	
  (2	
  mg/mL)	
  sont	
  plus	
  faibles,	
  atteignant	
  un	
  maximum	
  de	
  2,5%.	
  

Le	
  coefficient	
  de	
  variation	
  correspondant	
  à	
   la	
  valeur	
  de	
   la	
  pente	
  de	
   la	
  droite	
  est	
   lui	
  

aussi	
  acceptable.	
  	
  

Le	
  coefficient	
  r2	
  correspond	
  au	
  coefficient	
  de	
  corrélation	
  linéaire.	
  Lorsque	
  les	
  points	
  

sont	
  parfaitement	
  alignés,	
  sa	
  valeur	
  est	
  de	
  1,0.	
   Ici,	
   il	
  est	
  supérieur	
  à	
  0,99.	
  Cette	
  valeur	
  est	
  

donc	
  satisfaisante.	
  

La	
  gamme	
  d’étalonnage	
  est	
  donc	
  considérée	
  comme	
  étant	
  linéaire	
  et	
  reproductible.	
  	
  

	
  

La	
  limite	
  de	
  détection	
  (LOD)	
  a	
  été	
  ici	
  calculée	
  à	
  partir	
  du	
  bruit	
  de	
  fond	
  [35].	
  Elle	
  cor-­‐

respond	
  à	
  la	
  plus	
  petite	
  quantité	
  d’analyte	
  que	
  l’on	
  peut	
  détecter	
  dans	
  un	
  échantillon.	
  	
  

!!" = 3,3  ×  ℎ!"#×
!"#$%&%é  !"#$%&é!

!"#$%&  !"#!$%&'#é  (ℎ!"#$"%)	
  

!"# = 3,3  ×  10  ×   
0,99
87 	
  

!"# = 0,34  !"/!"	
  

Dans	
  la	
  formule,	
  hmax	
  correspond	
  à	
  l’amplitude	
  maximale	
  du	
  bruit	
  de	
  fond.	
  

La	
   limite	
   de	
   détection	
   est	
   donc	
   bien	
   respectée	
   pour	
   tous	
   les	
   points	
   de	
   la	
   gamme	
  

d’étalonnage.	
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Figure	
  11	
  :	
  Exemple	
  de	
  gamme	
  d’étalonnage	
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La	
  limite	
  de	
  quantification	
  (LOQ)	
  a	
  également	
  été	
  calculée	
  à	
  partir	
  du	
  bruit	
  de	
  fond.	
  

Elle	
   correspond	
   à	
   la	
   plus	
   petite	
   quantité	
   d’analyte	
   contenue	
   dans	
   un	
   échantillon	
   pouvant	
  

être	
  quantifiée	
  avec	
  une	
  exactitude	
  définie.	
  

!"# = 10  ×  ℎ!"#×
!"#$%&%é  !"#$%&é!

!"#$%&  !"#!$%&'#é  (ℎ!"#$"%)	
  

!"# = 10  ×  10  ×   
0,99
87 	
  

!"# = 1,13  !"/!"	
  

Néanmoins,	
   cette	
   méthode	
   de	
   calcul	
   est	
   approximative.	
   Il	
   aurait	
   été	
   préférable	
  

d’analyser	
  des	
  solutions	
  de	
  concentration	
  connues	
  en	
  MTX	
  qui	
  sont	
  diluées	
  jusqu’à	
  ce	
  que	
  le	
  

rapport	
  signal/bruit	
  présente	
  la	
  valeur	
  attendue	
  de	
  10.	
  

La	
   limite	
  de	
  quantification	
  n’est	
  donc	
  pas	
   respectée	
  en	
   ce	
  qui	
   concerne	
   le	
  premier	
  

point	
  de	
  gamme	
  d’étalonnage	
  qui	
  est	
  dosé	
  à	
  1	
  mg/mL.	
  Il	
  aurait	
  été	
  préférable	
  de	
  rapprocher	
  

les	
  points	
  de	
  la	
  gamme	
  d’étalonnage	
  de	
  la	
  valeur	
  cible	
  de	
  2	
  mg/mL	
  et	
  de	
  réaliser	
  une	
  gamme	
  

comprenant	
   les	
   points	
   60%,	
   80%,	
   100%,	
   120%	
   et	
   140%	
   de	
   la	
   concentration	
   cible	
   et	
   non	
  

50%	
  ,75%	
  ,100%,	
  125%	
  et	
  150%	
  comme	
  dans	
  cette	
  étude.	
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3. Méthode	
  pour	
  l’étude	
  de	
  la	
  stabilité	
  bactériologique	
  

La	
  pharmacopée	
  précise	
  des	
  seuils	
  de	
  contaminations	
  à	
  respecter.	
  Une	
  préparation	
  

aqueuse	
  destinée	
  à	
  la	
  voie	
  orale	
  devra	
  ainsi	
  respecter	
  les	
  critères	
  suivants	
  :	
  

-­‐ Germes	
  aérobies	
  totaux	
  <	
  102	
  UFC/mL	
  

-­‐ Moisissures	
  et	
  Levures	
  <101	
  UFC/mL	
  

-­‐ Absence	
  d’Escherichia	
  coli	
  sur	
  1	
  mL	
  [33]	
  

La	
  pharmacopée	
  précise	
  que	
  si	
  le	
  produit	
  à	
  examiner	
  possède	
  une	
  activité	
  antimicro-­‐

bienne,	
  celle-­‐ci	
  est	
  autant	
  que	
  possible	
  éliminée	
  ou	
  neutralisée	
  [33].	
  Le	
  méthotrexate	
  pour-­‐

rait	
   avoir	
   ce	
   type	
  d’activité,	
   il	
   a	
   donc	
   été	
  décidé	
  de	
   vérifier	
   que	
   celui-­‐ci	
   n’empêche	
  pas	
   la	
  

pousse	
  de	
  bactéries	
  en	
  contaminant	
  directement	
  une	
  solution	
  buvable	
  contenant	
  du	
  MTX	
  et	
  

en	
  vérifiant	
  7	
  jours	
  plus	
  tard	
  la	
  pousse	
  bactérienne.	
  De	
  même,	
  l’Ora-­‐Sweet®	
  possède	
  dans	
  sa	
  

composition	
  des	
  conservateurs	
  antimicrobiens	
  :	
   le	
  methylparabene	
  et	
   le	
   sorbate	
  de	
  potas-­‐

sium.	
  Ces	
  deux	
  conservateurs	
  possèdent	
  à	
  la	
  fois	
  une	
  activité	
  antibactérienne	
  et	
  une	
  activité	
  

antifongique	
  [36].	
  Le	
  second	
  témoin	
  positif,	
  qui	
  ne	
  contient	
  pas	
  de	
  MTX	
  mais	
  uniquement	
  de	
  

l’Ora-­‐sweet®,	
  du	
  bicarbonate	
  de	
  sodium	
  et	
  de	
  l’eau	
  ppi,	
  permettra	
  de	
  disculper	
  ou	
  non	
  ces	
  

agents	
  conservateurs.	
  

Réalisation	
  des	
  lots	
  de	
  solutions	
  buvables	
  pour	
  l’étude	
  

Plusieurs	
  solutions	
  ont	
  donc	
  été	
  préparées	
  pour	
  constituer	
  les	
  lots	
  de	
  l’étude	
  :	
  un	
  lot	
  

contenant	
   du	
  MTX	
   et	
   un	
   autre	
   contenant	
   les	
  mêmes	
   proportions	
   d’excipients,	
  mais	
   dans	
  

lequel	
   le	
  MTX	
  est	
  remplacé	
  par	
  de	
   l’eau	
  stérile.	
  Tous	
   les	
   lots	
  préparés	
  ont	
  été	
  conservés	
  à	
  

l’abri	
  de	
  la	
  lumière	
  et	
  à	
  température	
  ambiante	
  (20°C).	
  

Les	
   flacons	
  de	
  solution	
  contenant	
  du	
  MTX	
  ont	
  été	
  préparés	
  suivant	
   le	
  protocole	
  de	
  

fabrication	
  en	
  vigueur	
  à	
  la	
  pharmacie	
  (cf.	
  fiche	
  de	
  fabrication,	
  annexe	
  9).	
  7	
  flacons	
  de	
  30	
  mL	
  

ont	
  ainsi	
  été	
  préparés.	
  Les	
  flacons	
  utilisés	
  pour	
  le	
  conditionnement	
  sont	
  des	
  flacons	
  de	
  verre	
  

brun,	
  comme	
  dans	
  le	
  cas	
  d’une	
  préparation	
  visant	
  à	
  être	
  délivrée.	
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La	
  fréquence	
  d’administration	
  du	
  MTX	
  chez	
  les	
  patients	
  étant	
  d’une	
  dose	
  tous	
  les	
  7	
  

jours,	
   3	
   flacons	
   ont	
   servi	
   à	
   l’analyse	
   tous	
   les	
   7	
   jours	
   sur	
   un	
   mois.	
   3	
   flacons	
   ont	
   servi	
   à	
  

l’analyse	
  après	
  4	
  mois	
  de	
  stockage.	
  Le	
  dernier	
  flacon	
  sert	
  de	
  témoin	
  positif	
  :	
  il	
  a	
  été	
  contami-­‐

né	
  le	
  jour	
  de	
  sa	
  production	
  grâce	
  à	
  un	
  écouvillon	
  contaminé	
  par	
  des	
  prélèvements	
  au	
  sol	
  et	
  il	
  

a	
  été	
  analysé	
  7	
  jours	
  plus	
  tard.	
  	
  

7	
  flacons	
  de	
  30	
  mL	
  de	
  solution	
  contenant	
  de	
  l’eau	
  stérile	
  à	
  la	
  place	
  du	
  MTX	
  ont	
  été	
  

préparés	
  (cf.	
  fiche	
  de	
  fabrication,	
  annexe	
  10).	
  Dans	
  ce	
  cas,	
  la	
  préparation	
  effectuée	
  ne	
  pos-­‐

sédant	
  pas	
  de	
  produit	
  cytotoxique	
  dans	
  sa	
  composition,	
  toutes	
  les	
  étapes	
  de	
  la	
  préparation	
  

peuvent	
  être	
  réalisées	
  dans	
  la	
  salle	
  de	
  préparation	
  pour	
  poudre	
  non	
  toxique	
  et	
  non	
  stérile.	
  

Pour	
  l’analyse,	
  ces	
  flacons	
  ont	
  été	
  répartis	
  comme	
  ceux	
  contenant	
  du	
  MTX	
  :	
  3	
  flacons	
  pour	
  

l’analyse	
  sur	
  1	
  mois,	
  3	
  flacons	
  pour	
  l’analyse	
  après	
  4	
  mois	
  de	
  conservation	
  et	
  1	
  dernier	
  flacon	
  

contaminé,	
  correspondant	
  à	
  un	
  témoin	
  positif.	
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Protocole	
  de	
  l’étude	
  

Les	
  échantillons	
  de	
  solution	
  buvable	
  à	
  analyser	
  ont	
  été	
  prélevés	
  stérilement	
  et	
  trans-­‐

portés	
   au	
   laboratoire	
   de	
   bactériologie	
   du	
   CHU	
   pour	
   l’ensemencement	
   des	
   prélèvements,	
  

l’incubation	
  des	
  milieux	
  de	
  culture,	
  la	
  lecture	
  et	
  l’identification	
  éventuelle	
  des	
  bactéries.	
  	
  

Numéro	
  du	
  
flacon	
  

Intitulé	
   Jour	
  de	
  prélèvement	
  
J0	
   J7	
   J14	
   J21	
   J28	
   J120	
  

1	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   X	
   	
   	
   	
   	
   X	
  
2	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   X	
   	
   	
   	
   	
   X	
  
3	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   X	
   	
   	
   	
   	
   X	
  
4	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   X	
   X	
   X	
   X	
   X	
   	
  
5	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   X	
   X	
   X	
   X	
   X	
   	
  
6	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   X	
   X	
   X	
   X	
   X	
   	
  
7	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
  (contaminé)	
   	
   X	
   	
   	
   	
   	
  
8	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   X	
   	
   	
   	
   	
   X	
  
9	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   X	
   	
   	
   	
   	
   X	
  
10	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   X	
   	
   	
   	
   	
   X	
  
11	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   X	
   X	
   X	
   X	
   X	
   	
  
12	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   X	
   X	
   X	
   X	
   X	
   	
  
13	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   X	
   X	
   X	
   X	
   X	
   	
  
14	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
  (contaminé)	
   	
   X	
   	
   	
   	
   	
  

Tableau	
  5	
  :	
  tableau	
  récapitulatif	
  des	
  échantillons	
  à	
  analyser	
  par	
  jour	
  d'analyse	
  
	
  

Les	
  prélèvements	
  sont	
  ensemencés	
  selon	
  un	
  protocole	
  défini	
  avec	
  le	
  service	
  de	
  bac-­‐

tériologie	
  du	
  CHU.	
  Les	
  recherches	
  bactériennes	
  n’ont	
  pas	
  été	
  effectuées	
  en	
  utilisant	
  les	
  mi-­‐

lieux	
  de	
  culture	
  indiqués	
  par	
  la	
  pharmacopée.	
  Elles	
  ont	
  été	
  réalisées	
  grâce	
  à	
  des	
  milieux	
  de	
  

culture	
  utilisés	
  au	
  laboratoire	
  de	
  bactériologie	
  du	
  CHU	
  et	
  adaptés	
  à	
  la	
  recherche	
  des	
  bacté-­‐

ries	
  exigée	
  par	
  la	
  pharmacopée.	
  

Le	
  sirop	
  prélevé	
  est	
  d’abord	
  dilué	
  au	
  1/10ème	
  dans	
  du	
  sérum	
  physiologique.	
  

Cette	
  dilution	
  est	
  ensuite	
  ensemencée	
  sur	
  différentes	
  géloses.	
  Tout	
  d’abord,	
  elle	
  est	
  

ensemencée	
  sur	
  deux	
  géloses	
  COS	
  (gélose	
  Columbia	
  additionnée	
  de	
  5%	
  de	
  sang	
  de	
  mouton).	
  

Une	
  de	
  ces	
  géloses	
  sera	
  incubée	
  en	
  aérobie,	
  l’autre	
  en	
  anaérobie.	
  Ce	
  type	
  de	
  gélose	
  consti-­‐

tue	
  un	
  apport	
  nutritif	
  riche,	
  il	
  	
  permet	
  la	
  croissance	
  de	
  la	
  majorité	
  des	
  espèces	
  bactériennes	
  

et	
  notamment	
  la	
  croissance	
  des	
  microorganismes	
  exigeants	
  [37].	
  	
  



	
  

	
  

	
   	
  
Thèse	
  pour	
  le	
  diplôme	
  d’Etat	
  de	
  Docteur	
  en	
  Pharmacie	
  

	
  
	
   	
  

	
  
55	
  

	
  
	
   	
  

Ensuite,	
   la	
  dilution	
  est	
  ensemencée	
  sur	
  une	
  gélose	
  UTI,	
  une	
  gélose	
  chromogène	
  qui	
  

permet	
   l’identification	
   rapide	
   de	
   certaines	
   bactéries	
   pathogènes	
   notamment	
  d’Escherichia	
  

coli,	
  des	
  Enterococcus	
  et	
  des	
  coliformes	
  grâce	
  à	
  la	
  présence	
  de	
  deux	
  substrats	
  chromogènes	
  

dans	
  la	
  gélose	
  qui	
  induisent	
  une	
  coloration	
  différente	
  des	
  colonies	
  selon	
  le	
  type	
  de	
  bactéries	
  

présentes.	
  Ces	
  substrats	
  chromogènes	
  sont	
  clivés	
  par	
  différentes	
  enzymes	
  produites	
  par	
  les	
  

bactéries.	
   Les	
   colonies	
   formées	
   par	
   Escherichia	
   coli	
   présenteront	
   une	
   couleur	
   rouge-­‐rosé	
  

grâce	
  à	
  l’activité	
  de	
  clivage	
  de	
  la	
  β-­‐galactosidase	
  produite	
  par	
  cette	
  bactérie.	
  L’activité	
  de	
  la	
  

β-­‐glucosidase	
   produite	
   par	
   les	
   espèces	
   d’Enterococcus	
   produira	
   une	
   coloration	
   bleu	
   tur-­‐

quoise.	
  Les	
  coliformes	
  possèdent	
   les	
  deux	
  types	
  d’enzymes,	
   la	
  coloration	
  des	
  colonies	
  sera	
  

donc	
  bleu	
  foncé	
  à	
  violette	
  [38].	
  

Enfin,	
  une	
  gélose	
  Sabouraud	
  est	
  également	
  ensemencée	
  grâce	
  à	
  la	
  dilution.	
  Cette	
  gé-­‐

lose	
  permet	
  de	
  détecter	
  la	
  présence	
  de	
  moisissures	
  et	
  de	
  levures.	
  

500	
  µL	
  de	
  sirop	
  sont	
  également	
  ensemencés	
  dans	
  un	
  bouillon	
  d’enrichissement	
  BHI	
  

(bouillon	
  cœur-­‐cervelle).	
  Grâce	
  à	
  ce	
  milieu	
   liquide,	
   la	
  culture	
  de	
  très	
  nombreux	
  microorga-­‐

nismes	
  (aérobies,	
  anaérobies,	
  levures,	
  moisissures)	
  est	
  possible.	
  Il	
  permet	
  une	
  multiplication	
  

des	
  microorganismes	
  lorsque	
  ceux-­‐ci	
  sont	
  en	
  quantité	
  insuffisante	
  pour	
  pousser	
  directement	
  

après	
  ensemencement	
   sur	
  gélose	
   [39].	
   Si	
   le	
  bouillon	
  devient	
   trouble,	
   cela	
   signifie	
  qu’il	
   y	
  a	
  

contamination.	
  Les	
  bactéries	
  devront	
  alors	
  être	
  réensemencées	
  sur	
  gélose	
  COS	
  afin	
  de	
  per-­‐

mettre	
  une	
  identification	
  ultérieure.	
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4. Méthode	
  pour	
  l’étude	
  du	
  pH	
  de	
  la	
  solution	
  buvable	
  

Les	
  échantillons	
  utilisés	
  sont	
  ceux	
  employés	
  pour	
  l’étude	
  de	
  stabilité	
  par	
  HPLC.	
  Le	
  pH	
  

des	
  solutions	
  de	
  MTX	
  conservées	
  à	
  37°C,	
  20°C	
  et	
  4°C	
  a	
  été	
  mesuré	
  à	
  J0	
  et	
  à	
  4	
  mois	
  afin	
  de	
  

vérifier	
  si	
  celui-­‐ci	
  a	
  évolué	
  et	
  s’il	
  est	
  dans	
  la	
  fourchette	
  idéale	
  pour	
  la	
  conservation	
  du	
  MTX.	
  

Le	
  pH	
  doit	
  donc	
  se	
  situer	
  entre	
  6,6	
  et	
  8,2,	
  le	
  plus	
  important	
  étant	
  qu’il	
  ne	
  soit	
  pas	
  inférieur	
  à	
  

6,6	
  pour	
  ne	
  pas	
  risquer	
  une	
  précipitation	
  du	
  MTX	
  [9].	
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III. Résultats	
  -­‐	
  Discussion	
  

1. Caractères	
  organoleptiques	
  de	
  la	
  solution	
  

Les	
  caractères	
  organoleptiques	
  d’une	
  solution	
  sont	
  des	
  caractéristiques	
  évaluées	
  par	
  

les	
  organes	
  des	
  sens	
  :	
  couleur,	
  aspect,	
  odeur,	
  goût...[40]	
  

Dans	
   le	
   cas	
   de	
   la	
   solution	
   buvable	
   de	
   méthotrexate,	
   les	
   caractères	
   odeur	
   et	
   goût	
  

n’ont	
  pas	
  pu	
  être	
  évalués	
  étant	
  donné	
   la	
  nature	
  toxique	
  du	
  principe	
  actif.	
  Seules	
   les	
  varia-­‐

tions	
  de	
  couleur	
  et	
  d’aspect	
  de	
  la	
  solution	
  seront	
  donc	
  développées	
  ici.	
  

Aspect	
  de	
  la	
  solution	
  

La	
   solution	
  buvable	
  de	
  MTX	
  est	
  une	
   solution	
   légèrement	
   visqueuse.	
  Cette	
   viscosité	
  

est	
   attribuée	
  à	
   la	
  présence	
  de	
   l’excipient	
  Ora-­‐Sweet®.	
  Visuellement,	
   cet	
   aspect	
  ne	
   semble	
  

pas	
  modifié	
  lors	
  de	
  l’étude.	
  

Quelle	
  que	
   soit	
   la	
   température	
  de	
   conservation,	
   aucun	
  précipité	
  n’est	
   apparu	
  dans	
  

les	
  flacons	
  pendant	
  les	
  4	
  mois	
  de	
  l’étude.	
  Les	
  solutions	
  sont	
  restées	
  limpides	
  (cf.	
  Figure	
  12).	
  

Les	
  flacons	
  placés	
  à	
  37°C	
  présentent	
  une	
  caramélisation	
  de	
  la	
  solution	
  au	
  niveau	
  du	
  

bouchon	
  que	
  ne	
  présentent	
  pas	
  les	
  flacons	
  conservés	
  à	
  4°C	
  et	
  20°C.	
  

Couleur	
  de	
  la	
  solution	
  

Une	
  solution	
  buvable	
  de	
  MTX	
  fraîchement	
  préparée	
  montre	
  une	
  couleur	
  jaune	
  fluo-­‐

rescente.	
  Cette	
  couleur	
  résulte	
  d’une	
  propriété	
  de	
  la	
  molécule	
  de	
  méthotrexate.	
  	
  

Lors	
  de	
  l’étude,	
  les	
  flacons	
  placés	
  à	
  4°C	
  et	
  à	
  20°C	
  ne	
  montrent	
  pas	
  de	
  changement	
  vi-­‐

suellement	
  significatif	
  de	
  couleur.	
  Contrairement	
  à	
  cela,	
  les	
  flacons	
  placés	
  à	
  37°C	
  ont	
  vu	
  leur	
  

couleur	
  modifiée	
  dès	
  le	
  début	
  de	
  l’étude.	
  Leur	
  couleur	
  est	
  devenue	
  de	
  plus	
  en	
  plus	
  foncée,	
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passant	
  de	
  jaune	
  fluorescente	
  à	
  jaunâtre	
  puis	
  à	
  brune.	
  Ce	
  changement	
  de	
  couleur	
  peut	
  té-­‐

moigner	
  de	
  la	
  dégradation	
  du	
  méthotrexate.	
  

Il	
  est	
  possible	
  de	
  voir	
  ce	
  changement	
  de	
  couleur	
  sur	
  la	
  Figure	
  12,	
  une	
  photographie	
  

prise	
   lors	
  du	
  91ème	
   jour	
  de	
   l’étude.	
  A	
  gauche,	
   le	
  premier	
  tube	
  contient	
  un	
  échantillon	
  d’un	
  

flacon	
  de	
  la	
  solution	
  conservée	
  à	
  37°C.	
  Au	
  milieu,	
  le	
  tube	
  contient	
  un	
  échantillon	
  d’un	
  flacon	
  

de	
  la	
  solution	
  conservée	
  à	
  4°C.	
  A	
  droite,	
  le	
  troisième	
  tube	
  contient	
  un	
  échantillon	
  d’un	
  flacon	
  

de	
  la	
  solution	
  conservée	
  à	
  20°C.	
  La	
  différence	
  de	
  couleur	
  entre	
  le	
  tube	
  de	
  gauche	
  et	
  les	
  deux	
  

autres	
  tubes	
  est	
  indéniable.	
  	
  

	
  

Figure	
  12	
  :	
  Photographie	
  des	
  différentes	
  solutions	
  dans	
  chaque	
  condition	
  de	
  conservation	
  à	
  J91	
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2. Résultats	
  de	
  l’étude	
  de	
  stabilité	
  chimique	
  

Evolution	
  de	
  la	
  concentration	
  en	
  principe	
  actif	
  

Les	
  dosages	
  ont	
  d’abord	
  été	
  effectués	
  toutes	
  les	
  semaines	
  puis	
  ensuite,	
  constatant	
  le	
  

peu	
  de	
  changement	
  entre	
  deux	
  mesures	
  à	
  température	
  ambiante	
  et	
  4°C,	
  les	
  analyses	
  ont	
  été	
  

réalisées	
  toutes	
  les	
  deux	
  semaines	
  environ.	
  La	
  durée	
  totale	
  de	
  l’étude	
  a	
  été	
  de	
  119	
  jours.	
  La	
  

Figure	
  13	
  montre	
   l’évolution	
  de	
   la	
  concentration	
  du	
  principe	
  actif	
  dans	
   les	
  flacons	
  de	
  solu-­‐

tion	
  buvable	
  pendant	
  ces	
  119	
  jours.	
  

	
  
Figure	
  13	
  :	
  Evolution	
  du	
  pourcentage	
  restant	
  de	
  MTX	
  pendant	
  l'étude	
  

	
  
	
  

La	
  concentration	
  en	
  MTX	
  dans	
  les	
  échantillons	
  conservés	
  à	
  37°C	
  diminue	
  fortement.	
  

La	
  différence	
  entre	
  ces	
  échantillons	
  et	
   ceux	
  conservés	
  à	
  20°C	
  et	
  4°C	
  est	
  prononcée	
  et	
  elle	
  

apparaît	
  dès	
  les	
  premières	
  mesures,	
  dès	
  le	
  1er	
  mois	
  de	
  l’étude.	
  La	
  moyenne	
  des	
  concentra-­‐

tions	
  en	
  MTX	
  passe	
  sous	
  la	
  limite	
  acceptable	
  après	
  49	
  jours	
  de	
  stockage	
  à	
  37°C.	
  Elle	
  est	
  en	
  

effet	
  de	
  86,3	
  +/-­‐	
  1,2%	
  de	
  la	
  concentration	
  initiale,	
  soit	
  en-­‐dessous	
  de	
  la	
  limite	
  de	
  90%	
  de	
  la	
  

concentration	
  initiale.	
  Il	
  est	
  même	
  possible	
  d’observer	
  que	
  la	
  limite	
  est	
  déjà	
  dépassée	
  à	
  J7	
  si	
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l’on	
  considère	
  la	
  barre	
  d’écart-­‐type,	
  étant	
  donné	
  qu’un	
  des	
  trois	
  résultats	
  obtenus	
  se	
  trouve	
  

déjà	
  hors	
  limite	
  (85,6%).	
  Le	
  même	
  phénomène	
  se	
  produit	
  à	
  J21	
  et	
  et	
  J28.	
  A	
  la	
  fin	
  de	
  l’étude,	
  

après	
  119	
  jours	
  de	
  stockage,	
  la	
  concentration	
  en	
  MTX	
  est	
  effondrée	
  et	
  atteint	
  61,1	
  +/-­‐	
  5,1%	
  

de	
  la	
  concentration	
  initiale.	
  

Dans	
  le	
  cas	
  des	
  flacons	
  stockés	
  à	
  20°C,	
  la	
  concentration	
  en	
  MTX	
  diminue	
  légèrement.	
  

Le	
  taux	
  le	
  plus	
  faible	
  mesuré	
  est	
  de	
  95,5	
  +/-­‐	
  1,2%	
  après	
  108	
  jours	
  de	
  conservation.	
  Ce	
  taux	
  

est	
  au-­‐dessus	
  de	
  la	
  limite	
  fixée	
  de	
  90%.	
  Les	
  valeurs	
  imposées	
  par	
  les	
  normes	
  ICH	
  en	
  matière	
  

de	
  concentration	
  en	
  principe	
  actif	
  sont	
  également	
  respectées	
  [41].	
  

La	
  conservation	
  de	
  la	
  solution	
  buvable	
  à	
  4°C	
  est	
  celle	
  utilisée	
  actuellement.	
  Elle	
  per-­‐

met	
  une	
  stabilité	
  du	
  taux	
  de	
  MTX,	
  celui-­‐ci	
  restant,	
  au	
  long	
  des	
  4	
  mois	
  de	
  l’étude,	
  aux	
  alen-­‐

tours	
  de	
  100%.	
  Le	
  taux	
  le	
  plus	
  faible	
  mesuré	
  est	
  de	
  98,7	
  +/-­‐	
  1,8%	
  après	
  108	
  jours	
  de	
  conser-­‐

vation.	
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Evolution	
  de	
  la	
  concentration	
  en	
  produits	
  de	
  dégradation	
  

Au	
  cours	
  de	
  l’étude,	
  il	
  a	
  été	
  possible	
  d’observer	
  l’apparition	
  de	
  composés	
  de	
  dégrada-­‐

tion	
  dans	
  les	
  flacons	
  de	
  solution	
  buvable	
  de	
  MTX.	
  

L’évolution	
  de	
  ces	
  composés	
  est	
  nettement	
  visible	
  sur	
  les	
  chromatogrammes	
  obtenus	
  

lors	
  de	
  l’étude.	
  On	
  peut	
  ainsi	
  noter	
  une	
  différence	
  entre	
  le	
  chromatogramme	
  obtenu	
  lors	
  du	
  

premier	
  jour	
  de	
  l’étude	
  (cf.	
  Figure	
  14)	
  et	
  ceux	
  obtenus	
  à	
  J28,	
  J63,	
  J92	
  et	
  J119	
  (cf.	
  Figure	
  15	
  à	
  

18).	
  En	
  effet,	
  on	
  observe	
  l’apparition	
  de	
  différents	
  pics	
  correspondant	
  à	
  des	
  produits	
  de	
  dé-­‐

gradation	
  à	
  gauche	
  du	
  pic	
  correspondant	
  au	
  MTX.	
  Ces	
  pics	
  sont	
  de	
  plus	
  en	
  plus	
  importants	
  

au	
  fil	
  de	
  l’étude.	
  

Il	
  est	
  possible	
  d’observer	
  sur	
  les	
  chromatogrammes	
  suivants	
  que	
  le	
  temps	
  de	
  réten-­‐

tion	
  du	
  MTX	
  a	
  augmenté	
  le	
  long	
  de	
  l’étude.	
  Cette	
  augmentation	
  est	
  très	
  probablement	
  due	
  à	
  

une	
   chute	
   de	
   la	
   pression	
   d’analyse	
   elle-­‐même	
   causée	
   par	
   un	
   problème	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
  

pompe.	
  Afin	
  de	
  s’affranchir	
  de	
  ce	
  problème	
  et	
  d’être	
  certains	
  qu’il	
  s’agit	
  bien	
  du	
  pic	
  corres-­‐

pondant	
  au	
  MTX	
  et	
  non	
  de	
   l’apparition	
  d’un	
  nouveau	
  composé	
  de	
  dégradation,	
   la	
  gamme	
  

d’étalonnage	
  a	
  été	
  réalisée	
  lors	
  de	
  chaque	
  analyse.	
  

	
  

Figure	
  14	
  :	
  Chromatogramme	
  obtenu	
  à	
  J0	
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Figure	
  15	
  :	
  Chromatogrammes	
  obtenus	
  à	
  J28	
  :	
  en	
  haut	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  conservation	
  à	
  37°C,	
  au	
  milieu	
  à	
  4°C	
  et	
  en	
  bas	
  à	
  

20°C	
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Figure	
  16	
  :	
  Chromatogrammes	
  obtenus	
  à	
  J63	
  :	
  en	
  haut	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  conservation	
  à	
  37°C,	
  au	
  milieu	
  à	
  4°C	
  et	
  en	
  bas	
  à	
  

20°C	
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Figure	
  17	
  :	
  Chromatogrammes	
  obtenus	
  à	
  J92	
  :	
  en	
  haut	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  conservation	
  à	
  37°C,	
  au	
  milieu	
  à	
  4°C	
  et	
  en	
  bas	
  à	
  

20°C	
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Figure	
  18	
  :	
  Chromatogrammes	
  obtenus	
  à	
  J119	
  :	
  en	
  haut	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  conservation	
  à	
  37°C,	
  au	
  milieu	
  à	
  4°C	
  et	
  en	
  bas	
  à	
  

20°C	
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Grâce	
   au	
   logiciel	
   TotalChrom	
  6.21,	
   il	
   est	
   possible	
   de	
  déterminer	
   le	
   pourcentage	
  de	
  

ces	
  composés	
  de	
  dégradation.	
   Il	
  est	
  ainsi	
  possible	
  de	
  mesurer	
   l’augmentation	
  du	
  pourcen-­‐

tage	
   des	
   produits	
   de	
   dégradation	
   dans	
   les	
   différents	
   flacons	
   et	
   d’établir	
   une	
  moyenne	
  de	
  

concentration	
  des	
  composés	
  de	
  dégradation	
  dans	
  chaque	
  condition	
  (cf.	
  Figure	
  19).	
  

	
  
Figure	
  19	
  :	
  Evolution	
  de	
  la	
  moyenne	
  des	
  pourcentages	
  de	
  produits	
  de	
  dégradation	
  dans	
  les	
  différentes	
  conditions	
  de	
  

conservation	
  
	
  
	
  

On	
  constate	
  que	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  conservation	
  à	
  37°C,	
  la	
  concentration	
  des	
  produits	
  

de	
  dégradation	
  augmente	
  rapidement	
  et	
  dépasse	
  celle	
  observée	
  dans	
  les	
  autres	
  conditions	
  

de	
   conservation,	
   et	
   ce	
   dès	
   le	
   20ème	
   jour	
   de	
   l’étude.	
   Ensuite,	
   la	
   concentration	
   ne	
   fait	
  

qu’augmenter	
  et	
  ce	
  de	
  manière	
  assez	
  rapide.	
  Au	
  départ,	
   la	
  concentration	
  en	
  composés	
  de	
  

dégradation	
  dans	
  ces	
  flacons	
  était	
  de	
  3,1	
  +/-­‐	
  0,4%.	
  Elle	
  atteint	
  6,6	
  +/-­‐	
  0,6%	
  après	
  28	
  jours	
  de	
  

conservation	
  et	
  35,3	
  +/-­‐	
  1,5%	
  à	
  la	
  fin	
  de	
  l’étude,	
  après	
  119	
  jours	
  de	
  conservation	
  à	
  37°C.	
  

Dans	
  le	
  cas	
  des	
  flacons	
  conservés	
  à	
  4°C,	
  la	
  concentration	
  des	
  composés	
  de	
  dégrada-­‐

tion	
  augmente	
  légèrement,	
  elle	
  passe	
  de	
  3,1	
  +	
  /-­‐	
  0,4%	
  au	
  début	
  de	
  l’étude	
  à	
  6,8	
  +/-­‐	
  0,2%	
  à	
  la	
  

fin	
  de	
  celle-­‐ci.	
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Enfin,	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  conservation	
  à	
  20°C,	
  la	
  concentration	
  en	
  produits	
  de	
  dégrada-­‐

tion	
  observée	
  à	
  la	
  fin	
  de	
  l’étude	
  est	
  légèrement	
  supérieure	
  à	
  celle	
  observée	
  à	
  4°C,	
  atteignant	
  

ainsi	
  8,6	
  +/-­‐	
  2,2%.	
  

Les	
  résultats	
  de	
   l’étude	
  par	
  montrent	
  que	
   la	
  condition	
  de	
  conservation	
  à	
  37°C	
  n’est	
  

pas	
  envisageable	
  pour	
  la	
  solution	
  buvable	
  de	
  MTX,	
  que	
  ce	
  soit	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  concentration	
  

en	
  principe	
  actif,	
  qui	
  devient	
  rapidement	
  insuffisante,	
  ou	
  alors	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  concentration	
  

très	
  importante	
  en	
  produits	
  de	
  dégradation.	
  Par	
  chance,	
  il	
  est	
  rare	
  de	
  conserver	
  les	
  médica-­‐

ments	
   à	
   une	
   telle	
   température	
   dans	
   nos	
   régions.	
   Néanmoins,	
   l’étude	
   de	
   la	
   solution	
   dans	
  

cette	
  condition	
  permet	
  de	
  visualiser	
  le	
  profil	
  de	
  dégradation	
  accélérée	
  du	
  produit.	
  Le	
  travail	
  

effectué	
  comporte	
  néanmoins	
  une	
  limite.	
  En	
  effet,	
  si	
  l’on	
  suit	
  les	
  recommandations	
  ICH,	
  les	
  

études	
  visant	
  la	
  dégradation	
  accélérée	
  des	
  produits	
  se	
  déroulent	
  généralement	
  plutôt	
  à	
  une	
  

température	
   supérieure	
   à	
   40°C	
   dans	
   des	
   enceintes	
   contrôlées,	
   avec	
   une	
   maitrise	
   de	
  

l’humidité	
   ambiante	
   [41].	
   L’indisponibilité	
   d’une	
   telle	
   étuve	
   a	
   empêché	
   la	
   réalisation	
   de	
  

l’étude	
  de	
  l’évolution	
  de	
  la	
  solution	
  buvable	
  dans	
  ces	
  conditions.	
  

La	
  conservation	
  donnant	
  les	
  meilleurs	
  résultats	
  tout	
  au	
  long	
  des	
  119	
  jours	
  de	
  l’étude	
  

tant	
  du	
  point	
  de	
  vue	
  de	
   la	
  concentration	
  en	
  principe	
  actif	
  que	
  de	
   la	
  concentration	
  en	
  pro-­‐

duits	
  de	
  dégradation	
  est	
  la	
  conservation	
  à	
  4°C.	
  

Dans	
  le	
  cas	
  des	
  flacons	
  stockés	
  à	
  20°C,	
  la	
  concentration	
  en	
  MTX	
  diminue	
  légèrement,	
  

le	
  taux	
  le	
  plus	
  faible	
  étant	
  de	
  95,5	
  +/-­‐	
  1,2%	
  de	
  la	
  concentration	
  initiale	
  en	
  MTX.	
  Ce	
  taux	
  est	
  

au-­‐dessus	
   de	
   la	
   limite	
   fixée	
   de	
   90%.	
   Cette	
   condition	
   de	
   conservation	
   respecte	
   donc	
   cette	
  

qualité	
   et	
   pourrait	
   être	
   envisageable.	
   Néanmoins,	
   la	
   teneur	
   en	
   composés	
   de	
   dégradation	
  

dépasse	
  celle	
  obtenue	
  avec	
   la	
  conservation	
  à	
  4°C.	
  Un	
  test	
  de	
  Student	
  de	
  comparaison	
  des	
  

moyennes	
  a	
  été	
  effectué	
  et	
  il	
  apparaît	
  qu’il	
  existe	
  une	
  différence	
  significative	
  entre	
  les	
  résul-­‐

tats	
  obtenus	
  à	
  4°C	
  et	
  20°C.	
  La	
  conservation	
  à	
  4°C	
  	
  est	
  donc	
  recommandée.	
  

Une	
  autre	
   limite	
  de	
  cette	
  expérimentation	
  consiste	
  en	
   l’absence	
  d’identification	
  de	
  

ces	
  produits	
  de	
  dégradation.	
  En	
  effet,	
   les	
  produits	
  de	
  dégradation	
  ne	
  doivent	
  pas	
  posséder	
  

une	
  toxicité	
  supérieure	
  à	
  celle	
  du	
  principe	
  actif.	
  Cette	
  identification	
  n’a	
  pas	
  été	
  réalisée	
  par	
  

manque	
  de	
  temps	
  et	
  demanderait	
  des	
  études	
  plus	
  poussées.	
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Le	
  profil	
  de	
  dégradation	
  théorique	
  du	
  MTX	
  a	
  néanmoins	
  été	
  étudié.	
  Lorsqu’il	
  est	
  en	
  

solution	
  aqueuse	
  d’hydrogénocarbonate	
  et	
  s’il	
  est	
  placé	
  sous	
  irradiation,	
  le	
  MTX	
  se	
  dégrade	
  

en	
   3	
   composés	
  :	
   2,4-­‐diamino-­‐6-­‐ptéridinecarbaldéhyde	
   (cf.	
   Figure	
   20),	
   acide	
   2,4-­‐diamino-­‐6-­‐

ptéridinecarboxylique	
  (cf.	
  Figure	
  21)	
  et	
  acide	
  N-­‐(4-­‐aminobenzoyl)glutamique	
  (cf.	
  Figure	
  22).	
  

Il	
   suffira	
   donc	
   de	
   limiter	
   l’exposition	
   aux	
   irradiations	
   comme	
   par	
   exemple	
   aux	
   rayons	
   UV	
  

pour	
  éviter	
  ce	
  type	
  de	
  dégradation	
  [8].	
  

	
  
Figure	
  20	
  :	
  2,4-­‐diamino-­‐6-­‐ptéridinecarbaldéhyde	
  

	
  

	
  
Figure	
  21	
  :	
  acide	
  2,4-­‐diamino-­‐6-­‐ptéridinecarboxylique	
  

	
  

	
  
Figure	
  22	
  :	
  acide	
  N-­‐(4-­‐aminobenzoyl)glutamique	
  

	
  
	
  

Le	
   méthotrexate	
   peut	
   également	
   subir	
   une	
   photodécomposition	
   qui	
   conduit	
   à	
   de	
  

faibles	
  quantités	
  de	
  2	
  composés	
  différents.	
  Grâce	
  à	
  une	
  désamination	
  du	
  carbone	
  en	
  posi-­‐

tion	
  4,	
  on	
  obtient	
   la	
  méthoptérine	
  (acide	
  10-­‐méthylptéroylglutamique)	
   (cf.	
  Figure	
  24).	
  Une	
  

déméthylation	
  de	
  l’azote	
  en	
  position	
  10	
  conduit	
  à	
  l’aminoptérine	
  (cf.	
  Figure	
  24)	
  [8].	
  Ce	
  com-­‐

posé,	
  voisin	
  du	
  méthotrexate,	
  possède	
  également	
  des	
  propriétés	
  antitumorales	
  mais	
  il	
  pos-­‐

sède	
  un	
  index	
  thérapeutique	
  moins	
  favorable	
  que	
  le	
  méthotrexate	
  [42].	
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Figure	
  23	
  :	
  Molécule	
  de	
  MTX	
  pour	
  rappel	
  

	
  
	
  

	
  
Figure	
  24	
  :	
  Molécules	
  de	
  méthoptérine	
  (haut)	
  et	
  aminoptérine	
  (bas)	
  

	
  

La	
   toxicité	
   de	
   tous	
   ces	
   dérivés	
   n’a	
   pas	
   été	
   forcément	
   étudiée,	
   mis-­‐a-­‐part	
   celle	
   de	
  

l’aminoptérine	
  qui	
  est	
  donc	
  théoriquement	
   légèrement	
  plus	
  élevée	
  que	
   le	
  MTX.	
   Il	
  apparaît	
  

donc	
  très	
  important	
  de	
  bien	
  préserver	
  les	
  solutions	
  buvables	
  de	
  MTX	
  des	
  rayons	
  lumineux.	
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3. Résultats	
  de	
  l’étude	
  bactériologique	
  

Numéro	
  du	
  
flacon	
  

Intitulé	
   Jour	
  de	
  prélèvement	
  :	
  Résultats	
  
J0	
   J7	
   J14	
   J21	
   J28	
   J120	
  

1	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   -­‐	
   	
   	
   	
   	
   -­‐	
  
2	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   -­‐	
   	
   	
   	
   	
   -­‐	
  
3	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   -­‐	
   	
   	
   	
   	
   -­‐	
  
4	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   	
  
5	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   	
  
6	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   	
  
7	
   Sirop	
  avec	
  MTX	
  (contaminé)	
   	
   +	
   	
   	
   	
   	
  
8	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   -­‐	
   	
   	
   	
   	
   -­‐	
  
9	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   -­‐	
   	
   	
   	
   	
   -­‐	
  
10	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   -­‐	
   	
   	
   	
   	
   -­‐	
  
11	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   	
  
12	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   	
  
13	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   -­‐	
   	
  
14	
   Sirop	
  sans	
  MTX	
  (contaminé)	
   	
   +	
   	
   	
   	
   	
  

Figure	
  25	
  :	
  Tableau	
  récapitulatif	
  des	
  résultats	
  obtenus	
  lors	
  de	
  l'étude	
  bactériologique	
  
+	
  =	
  présence	
  de	
  bactéries	
  et/ou	
  de	
  levures	
  dans	
  l’échantillon	
  prélevé	
  
-­‐	
  =	
  absence	
  de	
  bactéries	
  et/ou	
  de	
  levures	
  dans	
  l’échantillon	
  prélevé	
  

	
  
	
  

Les	
   sirops	
   contaminés,	
   avec	
   ou	
   sans	
  MTX,	
   considérés	
   comme	
   témoins	
   positifs	
   (fla-­‐

cons	
  7	
  et	
  14,	
  analysés	
  à	
  J7)	
  ont	
  montré	
  une	
  contamination	
  bactérienne,	
  ce	
  qui	
  signifie	
  que	
  ni	
  

le	
  MTX,	
   ni	
   les	
   conservateurs	
   contenus	
   dans	
   l’Ora-­‐Sweet®	
   n’empêchent	
   le	
   développement	
  

bactérien.	
  La	
  condition	
  posée	
  par	
  pharmacopée	
  pour	
  mener	
  une	
  étude	
  bactériologique	
  est	
  

donc	
  respectée.	
  

La	
  première	
  partie	
  de	
  cette	
  étude	
  concerne	
  une	
  étude	
  sur	
  1	
  mois,	
  avec	
  un	
  prélève-­‐

ment	
  par	
  semaine,	
  comme	
  il	
  est	
  habituel	
  de	
  procéder	
  pour	
  les	
  patients.	
  Les	
  flacons	
  4,	
  5	
  et	
  6	
  

ont	
   été	
  utilisés	
  pour	
   cette	
   étude.	
  On	
  peut	
  observer	
  que	
   ceux-­‐ci	
   n’ont	
  pas	
   été	
   contaminés	
  

bactériologiquement.	
  

La	
  seconde	
  partie	
  concerne	
  une	
  étude	
  sur	
  un	
  plus	
  long	
  terme	
  :	
  4	
  mois.	
  Les	
  solutions	
  

ont	
  été	
  analysées	
  à	
  J0	
  puis	
  les	
  flacons	
  ont	
  été	
  conservés	
  à	
  l’abri	
  de	
  la	
  lumière	
  à	
  20°C.	
  Ils	
  ont	
  

été	
  ouverts	
  4	
  mois	
  plus	
  tard	
  et	
  un	
  prélèvement	
  a	
  été	
  réalisé	
  afin	
  de	
  savoir	
  si	
  le	
  stockage	
  ne	
  



	
  

	
  

	
   	
  
Thèse	
  pour	
  le	
  diplôme	
  d’Etat	
  de	
  Docteur	
  en	
  Pharmacie	
  

	
  
	
   	
  

	
  
71	
  

	
  
	
   	
  

favorisait	
  pas	
   la	
  contamination	
  bactérienne	
  des	
  solutions.	
  Les	
  résultats	
  ont	
  montré	
  que	
   les	
  

solutions	
  étaient	
  exemptes	
  de	
  bactéries.	
   Il	
  est	
  possible	
  d’extrapoler	
  cette	
  absence	
  de	
  con-­‐

tamination	
  pour	
  les	
  solutions	
  qui	
  sont	
  conservées	
  à	
  4°C.	
  

Le	
  fait	
  de	
  ne	
  pas	
  avoir	
  utilisé	
   les	
  milieux	
  de	
  culture	
  recommandés	
  par	
   la	
  pharmaco-­‐

pée	
  pourrait	
  nous	
  être	
  opposable.	
  Néanmoins,	
  les	
  milieux	
  de	
  culture	
  utilisés	
  sont	
  bien	
  adap-­‐

tés	
  à	
  la	
  recherche	
  demandée.	
  

En	
  conclusion,	
  les	
  solutions	
  buvables	
  de	
  MTX	
  sont	
  conformes	
  aux	
  recommandations	
  

de	
   la	
  pharmacopée	
  pour	
   les	
  préparations	
  aqueuses	
  destinée	
  à	
   la	
  voie	
  orale	
   (Germes	
  aéro-­‐

bies	
  totaux	
  <	
  102	
  UFC/mL,	
  Moisissures	
  et	
  Levures	
  <101	
  UFC/mL	
  et	
  absence	
  d’Escherichia	
  coli	
  

sur	
  1	
  mL)	
  et	
  peuvent	
  donc	
  être	
  délivrées	
  aux	
  patients.	
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4. Résultats	
  de	
  l’étude	
  du	
  pH	
  de	
  la	
  solution	
  buvable	
  

Les	
  résultats	
  des	
  mesures	
  de	
  pH	
  des	
  solutions	
  de	
  MTX	
  conservées	
  à	
  37°C,	
  20°C	
  et	
  4°C	
  

effectuées	
  après	
  4	
  mois	
  de	
  conservation	
  sont	
  présentés	
  dans	
  le	
  Tableau	
  6.	
  Le	
  pH	
  de	
  la	
  solu-­‐

tion	
  contenue	
  dans	
  le	
  flacon	
  5	
  n’a	
  pas	
  pu	
  être	
  déterminé	
  car	
  le	
  volume	
  de	
  solution	
  restant	
  

était	
  trop	
  faible.	
  

Flacons	
   Température	
  
de	
  conservation	
   pH	
  mesuré	
  

Flacon	
  1	
  
37°C	
  

7,78	
  
Flacon	
  2	
   7,79	
  
Flacon	
  3	
   7,62	
  
Flacon	
  4	
   4°C	
   8,84	
  
Flacon	
  6	
   8,88	
  
Flacon	
  7	
  

20°C	
  
8,53	
  

Flacon	
  8	
   8,52	
  
Flacon	
  9	
   8,53	
  
Tableau	
  6	
  :	
  Résultats	
  des	
  mesures	
  de	
  pH	
  effectuées	
  

	
  
Les	
  solutions	
  ont	
  un	
  pH	
  supérieur	
  au	
  seuil	
  de	
  6,6	
  au-­‐dessous	
  duquel	
  le	
  MTX	
  peut	
  pré-­‐

cipiter.	
  Ce	
  pH	
  légèrement	
  basique	
  peut	
  être	
  conservé	
  grâce	
  à	
  la	
  présence	
  du	
  bicarbonate	
  de	
  

sodium	
  dans	
  la	
  solution	
  qui	
  peut	
  ainsi	
  contrebalancer	
  le	
  pH	
  de	
  l’Ora-­‐Sweet®.	
  En	
  effet,	
  l’Ora-­‐

Sweet®	
  possède	
  un	
  pH	
  acide,	
  situé	
  aux	
  environs	
  de	
  4,2.	
  Sans	
  la	
  présence	
  du	
  bicarbonate	
  de	
  

sodium,	
  le	
  MTX	
  précipiterait.	
  

Le	
  pH	
  de	
  la	
  solution	
  fraichement	
  préparée,	
  mesuré	
  le	
   lendemain	
  de	
  sa	
  préparation,	
  

est	
  de	
  8,07.	
  On	
  observe	
  donc	
  qu’il	
  a	
  diminué	
  dans	
   le	
  cas	
  de	
  la	
  conservation	
  à	
  37°C	
  et	
  aug-­‐

menté	
  dans	
  les	
  cas	
  des	
  conservations	
  à	
  4°C	
  et	
  20°C	
  (Tableau	
  7).	
  	
  

Condition	
  de	
  conservation	
   Différence	
  par	
  rapport	
  au	
  pH	
  	
  
mesuré	
  à	
  J1	
  (%)	
  

37°C	
   -­‐4,2%	
  
4°C	
   9,8%	
  
20°C	
   5,7%	
  

Tableau	
  7	
  :	
  Différence	
  entre	
  le	
  pH	
  mesuré	
  à	
  J1	
  et	
  à	
  J141	
  dans	
  chaque	
  condition	
  de	
  conservation	
  
	
  

Quelque	
   soit	
   la	
   condition	
  de	
   conservation,	
   le	
  pH	
  des	
   solutions	
  buvables	
   reste	
  dans	
  

une	
  fourchette	
  acceptable	
  pour	
  la	
  bonne	
  conservation	
  du	
  MTX.	
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La	
   solution	
   est	
   légèrement	
   visqueuse	
   étant	
   donné	
   qu’elle	
   est	
   composée	
   pour	
   une	
  

partie	
   d’Ora-­‐Sweet®.	
   Le	
   pH	
   mesuré	
   peut	
   donc	
   varier	
   du	
   pH	
   réel	
   de	
   la	
   solution.	
   Pour	
  

s’affranchir	
   de	
   ce	
   problème,	
   il	
   serait	
   intéressant	
   de	
   refaire	
   ces	
   mesures	
   avec	
   une	
   sonde	
  

adaptée	
  aux	
  solutions	
  visqueuses.	
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IV. Conclusion	
  

La	
  conservation	
  pendant	
  4	
  mois	
  à	
  4°C	
  à	
  l’abri	
  de	
  la	
  lumière	
  est	
  donc	
  validée	
  par	
  cette	
  

étude.	
  Cette	
  condition	
  respecte	
  les	
  indicateurs	
  choisis	
  pour	
  l’observation	
  de	
  la	
  stabilité	
  de	
  la	
  

solution	
  :	
   concentration	
   en	
   principe	
   actif	
   suffisante,	
   absence	
  de	
   contamination	
   bactériolo-­‐

gique	
  et	
  pH	
  de	
   la	
   solution	
  adapté	
  à	
   la	
   conservation	
  du	
  principe	
  actif.	
   La	
   formulation	
  de	
   la	
  

solution	
  buvable	
  est	
  bien	
  adaptée.	
  En	
  effet,	
   les	
  excipients	
   jouent	
  bien	
   leur	
  rôle	
  quand	
  à	
   la	
  

conservation	
  du	
  produit	
  :	
  le	
  bicarbonate	
  de	
  sodium	
  empêche	
  une	
  variation	
  trop	
  importante	
  

du	
  pH	
  de	
  la	
  solution	
  et	
   les	
  excipients	
  conservateurs	
  contenus	
  dans	
   l’Ora-­‐Sweet®	
  protègent	
  

effectivement	
  de	
  la	
  contamination	
  bactérienne.	
  	
  

Dans	
  la	
  mesure	
  où	
  il	
  existe	
  de	
  fortes	
  variations	
  de	
  la	
  biodisponibilité,	
  il	
  serait	
  intéres-­‐

sant,	
  pour	
  compléter	
  ce	
  travail,	
  de	
  réaliser	
  des	
  études	
  de	
  biodisponibilité	
  appropriées	
  afin	
  de	
  

vérifier	
  que	
  la	
  dose	
  administrée	
  est	
  effectivement	
  efficace.	
  Ces	
  études	
  pourraient	
  être	
  réali-­‐

sées	
  dans	
  le	
  cadre	
  d’un	
  essai	
  clinique.	
  

	
  

50%	
  des	
  préparations	
  hospitalières	
  déclarées	
  à	
   l’ANSM	
  entre	
  2008	
  et	
  2011	
  visaient	
  

un	
  traitement	
  pédiatrique,	
  la	
  plupart	
  étant	
  des	
  adaptations	
  de	
  formes	
  galéniques	
  destinées	
  

aux	
  adultes	
  [2].	
  

La	
  solution	
  buvable	
  de	
  méthotrexate	
  fera	
  bientôt	
  partie	
  de	
  ces	
  préparations	
  hospita-­‐

lières.	
  En	
  effet,	
  grâce	
  à	
  cette	
  étude,	
   la	
  solution	
  va	
  pouvoir	
  être	
  conservée	
  jusqu’à	
  4	
  mois	
  à	
  

4°C,	
   à	
   l’abri	
   de	
   la	
   lumière.	
   Elle	
   pourra	
   donc	
   être	
   préparée	
   à	
   l’avance	
   et	
   stockée	
   dans	
   des	
  

conditions	
  appropriées	
  à	
  la	
  pharmacie	
  du	
  CHU.	
  

Ainsi,	
  le	
  temps	
  d’attente	
  à	
  la	
  pharmacie	
  du	
  CHU	
  pour	
  obtenir	
  la	
  préparation	
  sera	
  ré-­‐

duit.	
  Ce	
  travail	
  permet	
  donc	
  de	
  faciliter	
  la	
  vie	
  des	
  familles	
  déjà	
  fragilisées	
  par	
  la	
  maladie.	
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  1	
  :	
  Schéma	
  général	
  du	
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FRALLE 2000-A 
Schéma général du traitement 

 
 

 Préphase 
Prednisone + IT MTX  

INDUCTION 
VCR, DEX, L-Aspa 

  

      
   J21    
        

moelle M1: groupe A1  moelle M2: groupe A2  moelle M3: groupe A3 
        

Randomisation  
 

+ DNR J22/J29 

 DNR à J22 et J29  DNR à J22 et J29 

        
RC à J35-J42 : étude de la maladie résiduelle (MR) 

En attente du résultat: débuter consolidation A1/A2 
 RC à J35-J42 :  

étude de la MR 
       

   

  
 

MR(+) 
> 10-2  

CONSOLIDATION A1/A2 
 

12 semaines 
VCR, DEX, 6-MP, MTX 

à poursuivre si MR(-) à J35-J42    

CONSOLIDATION A3 
 

9 semaines / 3 cures 
VEDA/COPADM2000/VEDA 

     
INTENSIFICATION N°1 identique pour tous 

(8 semaines) 
VDS, DEX, ADRIA, L-Aspa / VP-16, Ara-C, 6-TG 

     
INTERPHASE 
(8 semaines) 

 
VCR, DEX, 6-MP, MTX 

 INTERPHASE 
(8 semaines) 

VCR, DEX, 6-MP, MTX 
+ MTX-HD x 3 

     
INTENSIFICATION N°2 

(6 semaines) 
Sans anthracycline 

 

VCR, MTX-DI, L-Aspa 

 INTENSIFICATION N°2 
(8 semaines) 

 

VCR, PRED, DNR, L-Aspa 
Endoxan, Ara-C, 6-TG 

     
ENTRETIEN pendant 24 mois 

12 RI (VCR/DEX 5 jours) et 6-MP/MTX 
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FRALLE 2000-A  
Groupe A1. Consolidation 

 
A débuter dès que PNN + Monocytes  > 1000/mm3 et plaquettes > 100.000/mm3. 
 
 J1 J2 J8 J15 J22 
Vincristine V V   
Dexaméthasone           
Purinéthol     
Méthotrexate  m m m 
IT simple     IT    
 
 J29 J30 J36 J43 J50 
Vincristine V V   
Dexaméthasone           
Purinéthol     
Méthotrexate  m m m 
IT simple     IT    
 
 J57 J58 J64 J71 J78 
Vincristine V V   
Dexaméthasone           
Purinéthol    (repos) 
Méthotrexate  m m m 
IT simple     IT    
 
Vincristine  : 1,5 mg/m2/injection (IVD 1 mn) : J1, J8, J29, J36, J57, J64 
   NE PAS DEPASSER 2 mg par injection. 
Dexaméthasone : 6 mg/m2/j (3 prises per os)  : J1 à J5 / J29 à J33 / J57 à J61 
Purinéthol  : 75 mg/m2/j (per os)   : J1 à J77 
Méthotrexate (m) : 25 mg/m2/prise (per os)  : J8, J15, J22, J36, J43, 

  J50, J64, J71, J78 
 
IT simple  : MTX  : J2, J30, J58 ; posologie : cf. Annexe 6 
 

NB1 : En l'absence de problème clinique, cette consolidation est à poursuivre sans modification 
tant que les PNN sont > 500/mm3 et les plaquettes > 50.000/mm3 
 

NB2 : PAS de prise de MTX aux J2, J30, J58 du fait de l'administration de MTX en IT. 
 

NB3 : les patients chez qui le résultat de la MR à J35-J42 revient positif ( > 10-2) doivent recevoir 
la consolidation du groupe A3 en débutant au VEDA N°1 qui sera à faire dès que possible. Un 
contrôle de la MR médullaire sera systématique avant le début du VEDA. 
 

NB4 : Vérifier l'échographie cardiaque avant l'intensification N°1. 

Annexe	
  2	
  :	
  Protocole	
  FRALLE	
  2000-­‐A	
  –	
  Consolidation	
  (groupe	
  A1)	
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FRALLE 2000-A 
Groupe A1. Interphase 

 
A débuter dès que PNN + monocytes > 1000/mm3 et plaquettes > 100.000/mm3 

 
 J1 J2 J8 J15 J22 
Vincristine V    
Dexaméthasone           
Purinéthol     
Méthotrexate  m m m 

IT simple 
    IT    

     
 
 J29 J30 J36 J43 J50                          J56 
Vincristine V    
Dexaméthasone           
Purinéthol    (repos) 
Méthotrexate  m m m 
IT simple     IT    
 
Vincristine  : 1,5 mg/m2/injection (IVL 1 mn) : J1, J29 
   NE PAS DEPASSER 2 mg par injection. 
Dexaméthasone : 6 mg/m2/j (3 prises per os)  : J1 à J5 / J29 à J33 
Purinéthol  : 75 mg/m2/j (per os)   : J1 à J49 
Méthotrexate (m) : 25 mg/m2/prise (per os)  : J8, J15, J22, J36, J43, J50 
 
IT simple  : MTX  : J2, J30 ; posologie : cf. Annexe 6. 
 
 
 
 

NB1 : En l'absence de problème clinique, cette phase est à poursuivre sans modification tant que 
les PNN sont > 500/mm3 et les plaquettes > 50.000/mm3 

 
NB2 : PAS de MTX per os aux J2 et J30 du fait de l'administration de MTX en IT 

Annexe	
  3	
  :	
  Protocole	
  FRALLE	
  2000-­‐A	
  –	
  Interphase	
  (groupe	
  A1)	
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Annexe	
  4	
  :	
  Protocole	
  FRALLE	
  2000-­‐A	
  –	
  Traitement	
  d’entretien	
  (groupe	
  A1)	
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FRALLE 2000-A  
Groupe A1. Traitement d'entretien 

 
- La durée du traitement d'entretien est de 24 mois, pour les filles comme pour les garçons. 
Le traitement d'entretien est à débuter à J40 de l'intensification N°2 si PNN >1000/mm3 et 
plaquettes > 100.000/mm3 
 
Le traitement d'entretien associe :  
 

- Purinéthol (6-MP)    : 75 mg/m2/j sans arrêt lors des réinductions. 
- Méthotrexate (MTX)  : 25 mg/m2/semaine (arrêt la semaine de la RI). 
+ 
12 réinductions mensuelles VCR + Dexaméthasone à faire la première année :  
 

 - Vincristine    : 1,5 mg/m2 par injection au J1 (sans dépasser 2 mg) 
 - Dexaméthasone   : 6 mg/m2/j en 3 prises per os de J1 à J5. 
 +  

1 IT simple tous les 3 mois en débutant à la RI N°1 au J15 de la réinduction  
(RI N°1, 4, 7, 10 + 4 IT supplémentaires après la fin des RI) :  

 
IT simple    :  MTX : posologie : cf. Annexe 6 
 
 

 NB : les RI sont à faire toutes les 4 semaines.  
Conditions : PNN > 500/mm3, plaquettes > 100.000/mm3 

 

 
Nombre d' IT  : Préphase   : 1 
    Induction  : 1 
    Consolidation : 3  
    Intensification N°1 : 2  Soit 18 au total 
    Interphase  : 2 
    Intensification N°2 : 1     
    Entretien  : 8  
 
NB1 : Ne pas donner le méthotrexate per os à J15 le jour de l’IT post-réinduction n°1, 4, 7, 10 
  
NB2 : La prophylaxie de la pneumocystose est à assurer pendant tout le traitement d'entretien. 
On utilisera le BactrimR : 25 mg/kg en 1 prise, 3 jours par semaine. En cas de mauvaise 
tolérance du traitement d'entretien : arrêter le Bactrim et le remplacer par des aérosols 
mensuels de PentacarinatR. 
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Annexe	
   5	
  :	
   Protocole	
   FRALLE	
   2000-­‐BT	
   –	
   Schéma	
   général	
   pour	
   le	
   groupe	
   B

	
  

 

FRALLE 2000-BT. Version de Janvier 2003 

 

FRALLE 2000-BT. Groupe B. 
 

   
 
 

  
 
   PREPHASE : J1-J7 

PREDNISONE + IT MTX 
  

        
       

  
J8-J21 : INDUCTION COMMUNE  

VCR, PRED, DNR (J8, J15), L-Aspa x 6 (J8 - J20) 
 

 

      
GROUPE B1 

 
 

GROUPE B2 

 
Suite de l'INDUCTION 
VCR , PRED + DNR à J22 
+  L-Aspa x 3 (J22 à J26) 

 
NB : Si MRD à J35-42 > 10-2, passer en B2 

 

 

 
Suite de l'INDUCTION 

VCR, PRED + DNR à J22 et à J23 
+ L-ASPA x 3 (J22-J26) + ENDOXAN (J22) 

 

     
CONSOLIDATION (8 semaines) 
VP16, ARAC, 6TG puis VCR, PRD, 6MP,MTX 

+ 2 cures de MTX-HD (5.000 mg/m2) 

 CONSOLIDATION (9 semaines) 
3 cures : VEDA, COPADM2000, VEDA 

     
INTENSIFICATION n°1 (8 semaines) (1) 

VDS, ADRIA, PRED, L-Aspa  
puis 6-TG, AraC, VP-16 

  
 

   

INTERPHASE (8 semaines) 
VCR, PRED, 6-MP, MTX 

+ 2 cures de MTX-HD (5.000 mg/m2)  

 INTERPHASE (8 semaines) 
VCR, PRED, 6-MP, MTX 

+ 3 cures de MTX-HD (5.000 mg/m2) 
 

IRRADIATION 18 Gy jusqu'à C2 (2) 
  

 
  

INTENSIFICATION n°2 (8 semaines) 
VCR, PRED, DNR, L-ASPA  
puis 6-TG, Endoxan, AraC 

  
ENTRETIEN 24 mois 

6-MP + MTX avec 12 RI : VCR + PRED 

 
(1) : les patients du groupe B2 allogreffés le sont après la 1ère partie de l'intensification n°1. 
(2) : les patients du groupe B2 et âgés de moins de 4 ans ne sont pas irradiés sur le SNC en 
PROPHYLACTIQUE: cf. p ## 
 
NB : le traitement des formes SNC(+) au diagnostic, incluses en B1 ou en B2 est défini p## 
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Annexe	
   6	
  :	
   Protocole	
   FRALLE	
   2000-­‐BT	
   –	
   Schéma	
   général	
   pour	
   le	
   groupe	
   T

	
  

	
   	
  

 

FRALLE 2000-BT. Version de Janvier 2003 

 
 

FRALLE 2000-BT : Groupe T 
     
  PREPHASE : J1-J7 

PREDNISONE + IT MTX 
  

        
       

 INDUCTION COMMUNE 
VCR, PRED, DNR à J8, J9, J10 et J15, 

ENDOXAN 1 g/m2 à J8 + L-Aspa x 9 

 

    
 

  

GROUPE T1 
 

NB : Si MRD à J35-J42 > 10-2 , passer en T2 
GROUPE T2 

    

CONSOLIDATION (8 semaines) 
Endoxan, ARAC, 6TG 

puis VCR, PRED, 6MP, MTX 
+ 2 cures de MTX-HD (5.000 mg/m2) 

 

CONSOLIDATION (9 semaines) 
3 cures : VEDA, COPADM2000, VEDA 

     
 

INTENSIFICATION n°1 (8 semaines) (1) 
VDS, ADRIA, PRED, L-Aspa  

puis 6-TG, AraC, VP-16 
     

 
INTERPHASE (8 semaines) 

VCR, PRED, 6-MP, MTX 
+ 4 cures de MTX-HD (5.000 mg/m2) (2) 

 

 INTERPHASE (8 semaines) 
VCR, PRED, 6-MP, MTX 

+ 3 cures de MTX-HD (5.000 mg/m2) 
 

IRRADIATION 18 Gy jusqu'à C2 (3) 
     

 
INTENSIFICATION n°2 (8 semaines) 

VCR, PRED, DNR, L-ASPA  
puis 6-TG, Endoxan, AraC 

  
ENTRETIEN 18 mois 

6-MP + MTX avec 12 RI : VCR + PRED 

 
(1) : les patients du groupe T2 allogreffés le sont après la 1ère partie de l'intensification n°1. 
(2) : les seuls patients du groupe T1 irradiés sur le SNC en PROPHYLACTIQUE sont les patients 
ayant plus de 4 ans ET plus de 100.000 GB : cf. p 
(3) : les patients du groupe T2 et âgés de moins de 4 ans ne sont pas irradiés sur le SNC en 
PROPHYLACTIQUE : cf. p## 
NB : le traitement des formes SNC(+) au diagnostic, incluses en T1 ou en T2  est défini p## 
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Annexe	
  7	
  :	
  Fiche	
  de	
  fabrication	
  des	
  solutions	
  buvables	
  pour	
  l’étude	
  de	
  la	
  sta-­‐

bilité	
  chimique	
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Annexe	
  8	
  :	
  Préparation	
  du	
  tampon	
  phosphate	
  pour	
  l’étude	
  HPLC	
  

Le	
   tampon	
   phosphate	
   est	
   préparé	
   extemporanément	
   grâce	
   à	
   la	
   formule	
   sui-­‐

vante,	
  donnée	
  pour	
  500	
  ml	
  de	
  tampon	
  phosphate	
  :	
  

-­‐ Peser	
   3,4	
   g	
   de	
   H2KO4P.	
   Ajouter	
   500	
  mL	
   exactement	
  mesurés	
   d’eau	
   désionisée.	
  

Mettre	
  sous	
  agitation	
  magnétique	
  jusqu’à	
  dissolution	
  de	
  la	
  poudre.	
  

-­‐ Ajuster	
  le	
  pH	
  à	
  6,6	
  grâce	
  à	
  une	
  solution	
  de	
  potasse	
  (KOH)	
  à	
  la	
  concentration	
  2M.	
  

	
  

Préparation	
  de	
  la	
  solution	
  de	
  KOH	
  à	
  la	
  concentration	
  2M	
  :	
  

-­‐ Peser	
  1,2	
  g	
  de	
  KOH	
  en	
  pastilles	
  dans	
  une	
  fiole	
  jaugée	
  de	
  10	
  mL.	
  

-­‐ Ajuster	
  au	
  trait	
  de	
  jauge	
  avec	
  de	
  l’eau	
  désionisée.	
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Annexe	
  9	
  :	
  Fiche	
  de	
  fabrication	
  des	
  solutions	
  buvables	
  contenant	
  du	
  métho-­‐

trexate	
  pour	
  l’étude	
  de	
  stabilité	
  bactériologique	
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Annexe	
  10	
  :	
  Fiche	
  de	
  fabrication	
  des	
  solutions	
  buvables	
  ne	
  contenant	
  pas	
  de	
  

méthotrexate	
  pour	
  l’étude	
  de	
  stabilité	
  bactériologique	
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Aurélie LAUNAY 
 

Médicaments et Oncopédiatrie :  
Amélioration des conditions de conservation et de dispensation de la solution 

buvable de méthotrexate dosée à 2 mg/mL réalisée au CHU d’Angers 
 

L’amélioration du confort du patient est un enjeu majeur pour les pharmaciens. Par sa 
réalisation, ce travail contribue à augmenter ce confort. Le but de cette étude est l’optimisation 
de la dispensation du médicament en rendant accessible plus rapidement la solution buvable de 
méthotrexate aux patients.  

 
La solution buvable de méthotrexate est une préparation magistrale réalisée au CHU 

d’Angers pour le traitement de jeunes patients atteints de leucémie aigue lymphoblastique. Sa 
stabilité au cours du temps a été observée grâce à l’étude de plusieurs paramètres importants 
pour évaluer la bonne conservation du produit : concentration en principe actif, pH de la 
solution, caractères organoleptiques et contamination bactériologique. Une étude de stabilité 
chimique par HPLC, complétée par une étude du pH de la solution et une étude de la 
contamination bactériologique a donc été réalisée. Ainsi, les résultats obtenus grâce à ce travail 
permettent d’autoriser la préparation à l’avance de la solution buvable de méthotrexate par le 
changement de statut de la préparation. Auparavant préparation magistrale, elle est maintenant 
une préparation hospitalière. L’étude permet de valider la conservation de la solution à 4°C à 
l’abri de la lumière pendant 4 mois.  
 
Mots clés : méthotrexate, stabilité, dispensation, conservation, préparations magistrales, 
préparations hospitalières, leucémie aigue lymphoblastique 

 
Drugs and Pediatric Oncology :  

Improvement of preservation and dispensation of methotrexate oral solution 
dosed at 2 mg/mL made at the Teaching Hospital of Angers 

 
The improvement of patient’s comfort is a major issue for pharmacists. This work 

contributes to increase this comfort. The first aim of this study is the optimization of drug 
dispensation by making available more quickly methotrexate oral solution for patients. The 
second aim is having easier storage conditions of this preparation at patient’s home.  

 
The oral solution of methotrexate is performed at the Teaching Hospital of Angers for the 

treatment of young patients with acute lymphoblastic leukemia. Stability over time was observed 
through the study of several important parameters to evaluate the preservation of the product: 
concentration of active ingredient, pH of the solution, organoleptic parameters and 
bacteriological contamination. A chemical study by HPLC, a study of the pH of the solution and 
a study of the bacteriological contamination have been achieved. Thus, the results obtained in 
this work allow the manufacture in advance of the oral solution of methotrexate. It allows the 
preservation of the solution at 4°C in the dark for 4 months.  

 
Key words : methotrexate, stability, dispensation, preservation, preparations, acute 
lymphoblastic leukemia. 


