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Bayer Healthcare [ B\
Bayer Consumer Health R

CH-Innovation & Development Skincare

Laboratoire de developpement analytique.

Equipe de 6 personnes.

Nos principales missions :

= Collaboration avec I'équipe formulation pour le choix des matiéres, des actifs a doser, réalisation de

tests spécifiques...

= Développer des méthodes pour les nouveaux actifs, les produits en développement, les nouvelles

formules, optimiser les méthodes existantes

= Valider les méthodes d’analyse selon les procédures Bayer et les reglementations internationales

(ou reglement spécifiques locaux)

= Transférer les méthodes d’analyse vers les laboratoires de contréle des sites de production

= Travail de maintenance sur les produits commercialisés, support aux sites
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Le contexte

Pourquoi un nouveau développement analytique pour la

glycine dans un gel-creme ?

Méthode existante : r-HPLC
Préparation des échantillons délicate - la séparation chromatographique difficile

= la méthode a été difficile a développer en phase inverse (polarité élevée de la molécule). Elle a
été validée et n'a pas pu étre transférée sur le site de production :

= les chromatogrammes obtenus était difficilement exploitables, car les profils
chromatographiques n’étaient pas exactement identiques (systémes différents)

= La méthode n’était pas assez robuste, et les résultats étaient globalement faibles et variables.

% Proposer une nouvelle technique, plus simple a transférer.
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La méthode de dosage

Dosage de la glycine dans un gel-creme a effet froid.

Glycine : 0

OH
NH;

Acide aminé primaire tres peu retenu en HPLC (phase inverse)

Principe : HPTLC quantitative avec dérivatisation a la ninhydrine

La glycine est soluble dans I'eau ou I'éthanol
Conditions chromatographiques : plaque gel de silice 60 F254 (classique)

Méthode de départ : méthode interne de dosage d’'un amino-alcool
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Exemple de plaque avant optimisation: {84
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Développement de la méthode de dosage \ '

Optimisation

% Définir un solvant et un mode de préparation de I'’échantillon :

& Nécessité d’'un solvant organique non miscible avec I'eau = dichlorométhane = proportions
optimale 10:25 afin de ne pas former d’émulsion

% Optimisation du débit du dépot d’échantillon
%, Echantillon dissout dans I'eau = diminution du débit de dépdt & 50 nL.s1 (minimum)
% Optimisation de la taille du dépot
& diminution de la quantité déposée par unité de surface : 6 mm allongés a 8mm
s Optimisation de la phase mobile = augmentation de la polarité
s Optimisation de la distance de migration

% 1 seul spot = 2 cm de migration

% Optimisation de la taille de la fenétre de lecture le mode de calcul
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La méthode de dosage

Preparation des echantillons

Echantillon pesé précisement dans un tube a centrifuger,

& + 10 mL de dichlorométhane, agiter énergiqguement 30 sec.
& + 25,0 mL d’eau purifiée, agiter énergiqguement 2 minutes,
% centrifuger 10 min a 11000 G a 5°C

Préparation des étalons

58 mg de glycine dans 250,0 mL d’eau purifiée

& Gamme d’étalonnage en 5 points, réalisée par le déposeur automatique.
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La méthode de dosage

Conditions chromatographiques

Plague HPTLC Gel de Silice 60F254
Dépot : 2uL — Etalons (1,0-1,3-1,5-1,7-2,0 pL)
Phase mobile : (70 v C,H;OH /25 v H,0O /5 v CH;COOH) + 0.5% ninhydrine

Développement : 2 cm soit 4 minutes

Révélation : Chauffage de la plaque a 105°C
& Rf 0.5 (violet marron)
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La méthode de dosage

Quantification : Scanner |ll Camag

Longueur d’'onde : 386 nm
Calcul en aire
Régression : Michaelis Menten 1
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Exemple de plaque : BN
5 étalons + 6 echantillons + placébo \
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Exemple de PIC BAYER
Solution standard déposée ~ 348 pg (1,5 pL de solution) \ E

Standard chromatogram and peak display :
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Exemple de pic BAg

Solution essai deposée ~ 50 ug de creme (soit 350 pg de glycine) \ E
(2 yuL de solution)

Figure 4 : Sample chromatogram and peak display :

” . - Rf
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Courbe d’étalonnage BAYER

Substance: Glycine @ 386 nm- Regression mode: Michaelis-Menten 1

Regression via area Y= (12363645 *X) / (417,480 + X) sdv= 052%
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Agenda -

== \/alidation de la méthode

Page 15/ 28 - dosage de la glycine par CCM - C Petitti - 19 oct 2017 Bayer HealthCare



Validation de la méthode de dosage

& Préparer puis déposer un placébo selon la méthode.

& Veérifier qu’aucun spot n’apparait

standard verif
Standard 1
V002-1
Standard 2
\V002-2
Standard 3
V002-3
Standard 4
V002-4
Standard 5
V002-5
\V002-6
placebo
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Validation de la méthode de dosage

repéetabilité (G |

Préparer 6 fois un échantillon représentatif :

[walues [2¢] |

Value 1 0674

Value 2 0.634

Value 3 0.668

Value 4 0674

Value 3 0684

Value 6 0.669

Repeatability Summary
Mean: 067 %

Repeatability standard deviation: 0.01%
Repeatability relative standard deviation: 1.5 %
Confidenceinterval of the mean (p=0.05): 06610 068%

Repeatability assessment

The repeatability relative standard deviation (1.5 %) corresponds to the acceptance criterion (= 6%).
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Validation de la méthode de dosage

Linéarité / Exactitude

L Gamme de linéarité : 50 & 150 % de la teneur en glycine dans la produit.

& Chaque point est préparé en double

(%] Range: 50% to 150% of product content
12
y=1.0213x- 00112 Linearity Summary
1o} SnMO00628: 00404 Coefficient of correlation: 0.9965
' . Regression line (y =b x + a): y= 1.021x-0011
08 Residual sum of squares: rss= 0
' Residual standard error: 0.0
06 Confidence interval of the Y-intercept (a): -0.06t0+004 (p=0.05)
’ Confidence interval of the slope (b): +095t0+ 1.09 (p=0.05)
04 Relative intercept: -1.6 %
02 Linearity assessment
' The coefficient of correlation corresponds to the acceptance limit (= 0.990).
0.0 The axial intercept corresponds to the acceptance limit {japg| = 6%).
’ 11
02
Legend
® values
Regression
""""""" Confidence interve
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Glycine

Recovery

Number of values : 10

concentration values %
Value 1 0.351 0.355 101.1*
Value 2 0.351 0.345 08 3%
Value 3 0524 0.500 Q5 4%
Value 4 0524 0.522 Q0 6%
Value 5 0.702 0.708 100.9%
Value 6 0.702 0.696 Q9 1%
Value 7 0874 0914 104 6%
Value 8 0874 0919 105.1*
Value 9 1.051 1.028 Q7.8%
Value 10 1.051 1.054 100.3*

|(values marked with * are rounded)

Standard deviation

E
Mean concentration Mean values Standard deviation
03510 04 TE-3
0.5240 0.5 2E-2
0.7020 07 8E-3
0.8740 0% 4E-3
1.0510 1.0 2E-2
o
Accuracy Summary N
Mean recovery (%): 100.2
o ~ Standard deviation of recovery (%): 3.0 u
o Confidence interval of the mean recovery (%): 981101023 (p=0.05)

Accuracy assessment

The mean recovery corresponds to the acceptance limit€ (94 to 106%)
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Validation de la méthode de dosage

Précision intermédiaire

Ly 2 Techniciens font I'analyse d’'un méme lot, 2 jours différents, en réalisant chacun 6
essais et une gamme d’étalonnage.

& Les réactifs utilisés sont différents, ainsi que le lot de plaque.
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Validation de la méthode de dosage

Glycine

Number of series: 2 [%]

Sene 1 Sere 2

WValue 1 0.600 0714
Value 2 0682 0717
Value 3 0658 0686
Value 4 0677 0707
Value 3 0681 0685
Value 6 0673 0681
MMeanwvalue 068 0.70
Lower CI Lt 067 068
Upper CI lirmit 0.69 072

Std.dev. 5 0.01 0.02
CV %] 16 23
{valuas marksd with * are roundad)

Intermediate Precision Summary
Mean: 0.69 %
Intermediate precision standard deviation: 0.02 %
Intermediate precision relative standard deviation: 2.5 %

Confidence interval of the meap_(p=0.05) LEBM_E\
Repeatbility assessment of each ser

rne 1: The relative standard deviation (1.6%) corresponds to the acceptance crterion (£6%).
Serie 2: The relative standard deviation (2.3%) corresponds to the acceptance criterion (£6%).

Intermediate Precision Assessment
The Intermediate precision relative standard deviation (2.5 %) corresponds to the acceptan
riterion (=6%).
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Agenda -

== Tranfert vers le site de production
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Transfert de la méthode de dosage

Transfert vers le laboratoire de Controle Qualité du

futur site de production,

& Le laboratoire de développement et le laboratoire receveur analyse le méme lot
représentatif.

& Chaque laboratoire prépare 6 essais et 1 gamme d’étalonnage

Glycine

Number of series: 2

QC - Grenzach GIDC Gaillard
Produltion
GmbH

Value 1 0.68 0.69
Value 2 0.67 0.66
Value 3 0.70 0.69
Value 4 0.69 0.66

» Y |Values 0.69 0.69

> 5 |Value 6 0.68 0.69
Mean value 1 1
Std dev_s; 1.048809E2 1.549193E2
CV [%] 15 73

¢ (walues marked with * are rounded)
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Transfert de la méthode de dosage

Comparison Summary

QC - Grenzach Produktion CH I&D personnal
GmbH care Dev. Center -
France
Mean { % (m/m) ): 1 1
Standard deviation ( % (m/m) ): 0.0105 0.0155
Relative standard deviation (%0): 15 23
Variances: 0.00011 0.00024
Standard deviation of all values ( % (m/m) ) 0.0
Combined variances: 0.000166
Comparison of variances: 2
Fmax 3
Difference of means: 0.7
Comparison assessment

The difference of the mean values corresponds ( 0.7 %) with the limits defined in the Protocol (== 10 %)

According to the test for homogeneitv of variances, the variances of the two-series show that there is no
significant difference
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Agenda -

== | es avantages de la méthode
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Les avantages de la methode 5

Mise en oeuvre facile & faible co(t

L Préparation des échantillons simple et rapide

% Le solvant de migration contient le révélateur :

* homogénéité permettant la quantification

* Pas d’étape de pulvérisation

& Faible consommation de solvant — faible codit des plaques (comparé aux colonnes HPLC)
— Pas de pollution du systéeme

& Rapidité du calcul et de I'édition du rapport (automatique)
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B
A
Les avantages de la methode : rapidite : \EfER
15 échantillons sur une méme plaque : R

B ke

Standard 1
Sample 4
Sample 5
Sample 6
Standard 2
Sample 7
Sample 8
Sample 9
Standard 3
Sample 10
Sample 11
Standard 4
Sample 12

:
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