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Introduction é

Introduction :

Un médicament générique est un équivalent & la molécule innovante du point de vue
pharmaceutique (méme PA, méme dosage, méme voie d’administration et la méme forme

pharmaceutique) et thérapeutique (efficacité et sécurité similaire).

L’équivalence thérapeutique peut étre étudiée de plusieurs fagons, soit par des essais in
vivo : comprenant les études pharmacocinétiques comparatives (bioéquivalence), les études
pharmacodynamiques comparatives et les études cliniques comparatives. Ou bien par des
essais in vitro : permettant la comparaison des profils de dissolution in vitro dans le cas des

médicaments administrés par voie orale.

Le recours a la comparaison des profils de dissolution est bas¢ entre autres sur le systéme
de classification biopharmaceutique BCS. Ce systéme permet de classer les molécules selon

leur solubilité et leur perméabilité intestinale.

La méthode in situ chez le rat constitue une méthode intéressante pour I'étude de la
perméabilité intestinale, mais cette derniere nécessite le dosage des médicaments €tudi€s dans

le perfusat intestinal du rat.

Le dosage des médicaments chez le rat doit étre associé au dosage d’un marqueur de la

perméabilité qui est entre autres le rouge de phénol.

Notre travail consiste a valider une méthode de dosage colorimétrique du rouge de phénol
(marqueur d’absorption) dans le perfusat intestinal de rat selon des critéres de validation en

milieu biologique.
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Chapitre 1 : Absorption intestinale des médicaments

po st

Chapitre I : Absorption intestinale des médicaments

Le médicament administré par voie orale subit d’abord une phase biopharmaceutique qui
permet de libérer le PA de sa forme galénique, ensuite une phase pharmacocinétique pour

qu’il atteint enfin sa cible ou il pourra exercer son action.

La phase pharmacocinétique est représentée par I’absorption, la distribution, le

métabolisme et ’excrétion.

I. Absorption des médicaments :

a) Définition de I’absorption des médicaments :

L absorption est le processus par lequel le médicament inchangé passe de son site

d’administration a la circulation générale.

Les voies d’administration les plus importantes sont : la voie orale, la voie IV, la voie
intramusculaire, la voie sous-cutanée, la voie rectale, la voie pulmonaire ainsi que la voie

nasale (Loichot et M. Grima 2005/2006).

T Donndes gencrales, \
.
ICavité buccaIeJ lg L
o ey i
Estomac
| Duodénum
Gréle |

Figure 1 : Trajet des médicaments administré per Os (VANDAMME,2010).

L’absorption du médicament au niveau de 1’estomac est trés limitée car 1’épithélium est
tres épais, riche en cholestérol et en mucus, contrairement a I’intestin gréle ou I’absorption est

trés importante surtout au niveau de I’iléon vue sa grande surface.
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Chapitre I : Absorption intestinale des médicaments

b) Mécanismes de ’absorption intestinale des médicaments:

I1 peut s'agir soit d'une absorption par voie paracellulaire a travers le complexe de jonction

intercellulaire ou par voie transcellulaire par multiples mécanismes de passage :

» Diffusion passive : ¢’est le mode de transport le plus fréquent. Il existe un gradient de
concentration de part et d’autre de la membrane plasmique. Ce transport suit la loi de Fick
(passage du milieu le plus concentré vers le moins concentré). Ce systeme de transport est non
saturable.

=  Transport actif : il se fait a aide d’un transporteur (protéine qui permet le passage de
la molécule a travers la membrane), contre le gradient de concentration. Il nécessite de
’énergie sous forme d’ATP. 1l s’agit d’un transport saturable et spécifique (le nombre de
transporteurs est limité, de méme que I'utilisation d’énergie).

* Transport facilité : c’est un transfert a I’aide d’un transporteur, dans le sens du
gradient de concentration. Le phénoméne est passif, spécifique et saturable. Il concerne des
molécules non ionisées et liposolubles.

* Endocytose et exocytose : ce sont des processus selon lesquels une cellule fait pénétrer
(endocytose) ou sortir (exocytose) de son cytoplasme des molécules incapables de la traverser

par invagination de la membrane plasmique (Loichot et M. Grima,2005/2006).

¢) Facteurs modifiant ’absorption intestinale des médicaments :

L’absorption est influencée par :

3

% les caractéristiques des médicaments :

- Le pka (la forme non ionisée est absorbée plus facilement).

- L’hydrosolubilité et la liposolubilité.

- Lataille et la morphologie de la molécule.

- La forme galénique (sirop, comprimés et gélules), qui détermine la vitesse de

dissolution du médicament.

% Les caractéristiques liées a I'individu :

- Le pH digestif (le pH augmente !’ionisation des acides faibles et diminue I’ionisation
des bases faibles).

- La vitesse de vidange gastrique et mobilité intestinale.

- L’alimentation : repas riche en graisse.

- La prise associée de médicaments.
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Chapitre [ : Absorption intestinale des médicaments ]
i

- L’age: certaines modifications physiologiques influent sur le comportement du PA
dans I’organisme.

- Les pathologies associées : digestives, cardiaques provoquant une diminution du débit
sanguin (VANDAMME, 2010).

d) Evaluation quantitative de ’absorption des médicaments :

Les parametres pharmacocinétiques qui permettent de quantifier le processus de résorption
sont le coefficient de résorption, défini comme la fraction du médicament administré qui
franchit la membrane gastro-intestinale, et le facteur de biodisponibilité qui décrit 'ensemble
du phénomeéne de résorption. La biodisponibilité est définie comme étant la quantité de
médicament qui atteint la circulation générale (ou systémique), elle est fonction de la quantité

absorbée par 1’épithélium digestif (VANDAMME,2010).

II. Etude de la perméabilité intestinale :
A. Systeme de Classification Biopharmaceutique (BCS) :

a. Définition :

Le systtme BCS est un cadre scientifique permettant la classification des substances

médicamenteuses selon leur solubilité et leur perméabilité intestinale.

Ce systeme a €té proposé pour la premiere fois par Amidon et son équipe (Amidon et al,
1995).

b. Principe :

Le principe du systeme BCS est basé sur I’hypothése stipulant : si deux produits (le
princeps et son générique) donnent le méme profil de concentration le long du tractus gastro-

intestinal, le profil plasmatique qui résulte aprés leurs administrations orales sera le méme.

Selon ce systéme, une substance médicamenteuse peut étre classée en fonction de sa solubilité

et de sa perméabilité en une des classes suivantes :
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Tableau I: Systeme de classification biopharmaceutique des substances actives (BSC).
(Amidon et al, 1995).

Solubilité du principe actif | *crmeabilité de I'épithclium
intestinale
Classe 1 importante Importante
Classe 11 faible Importante
Classe 111 importante Faible
Classe IV faible faible

c. Intérét:

Depuis I’an 2000, la Food and Drug Administration (FDA) a précisé que le BCS peut étre
utilis€ comme un outil de développement des médicaments en particulier pour les demandes

de dispense des essais de bioéquivalences pour les substances de classe T (Benet, 2013).

Intégré dans ce cadre réglementaire, le BCS est alors trés largement utilisé par I’industrie
pharmaceutique comme référence initiale dans I’orientation du développement des formes

orales a libération immédiate (J. M. Butler, J. B. Dressman, 2010).
B. Intérét des études de la perméabilité intestinale :

Les études de la perméabilité intestinale sont incontournables dans le processus de
développement des médicaments destinés a une administration orale. Notamment dans la
démonstration de I’équivalence thérapeutique entre un médicament princeps et un autre
générique.

C. Méthodes d’étude de la perméabilité intestinale :

Le moyen le plus commun pour évaluer I’absorption des médicaments chez ’homme, est
la réalisation des études de biodisponibilité, qui permettent par la suite de calculer la vitesse
d’absorption. Cependant, vu les dépenses élevées nécessaires pour la réalisation de ce genre
d’études, et comme une simple détermination de la perméabilité permet facilement d’estimer
I’absorption, des €tudes ont été menées dans ce sens afin de mettre au point des techniques

d’€études de la perméabilité intestinale.

Ces techniques peuvent étre des méthodes prédictives, physicochimiques ou biologiques

qui a leur tour se subdivisent en méthodes in vitro, in situ et in vivo.

En général, plus la technique est compliquée, plus I’estimation de I’absorption chez

I’homme serait précise et fiable.
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Chapitre I : Absorption intestinale des médicaments

bsrao oo

1. Méthodes sur ’animal :

a) Méthodes in vivo :

Les méthodes in vivo sont réalisées par des administrations de composés chez ’animal de
manieres différentes : voie orale, voie intraveineuse et autres voies. L’animal le plus

fréquemment utilisé pour ces ¢tudes est le rat.

f}

y

—
~

)

=5 Gyl

<

Figure 2 : Technique in vivo chez le rat (Poelma and Tukker, 1987).
b) Méthodes in situ :

Ces méthodes consistent a administrer chez un animal vivant, un composé par perfusion
dans un segment intestinal. Elles permettent I’étude de la perméabilité intestinale et la

cinétique de nouvelles molécules.

Pour réaliser ce modéle, I’animal doit étre anesthésié afin d’atteindre la cavité abdominale
et d’installer une perfusion d’une solution contenant une substance a tester, en concentration
connue, dans un segment intestinal cathétérisé en boucle fermée ou ouverte. On observe

ensuite la disparition de la substance afin de calculer I’absorption intestinale.

e 3 T €I commny s 33 £ ey

Liewg oretuyeds

L4
10l meean WALIGSI® MRS TARIP WS Tem

Figure 3 : Technique in situ chez le rat (THIRION Catherine - Claire Chantal, 2002).
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Chapitre I : Absorption intestinale des médicaments

s

2. Méthodes in vitro :

Les méthodes in vitro comportent les modeles s’appuyant sur le passage de la molécule a
travers une culture cellulaire ou tissulaire. Concernant les cellules, les plus utilisées sont : les
cellules Caco-2 et les cellules porcines IPEC-1. Concernant les tissus, les sacs éversés et la

chambre d’Ussing seront décrits.

a) Modéles cellulaires :
% Cellules Caco-2 :
Elles sont issues du colon humain, et sont bien adaptées pour I’étude de la différenciation
intestinale mais aussi pour le transport et le passage des composés.
Les cellules Caco-2 sont mises en croissance en une monocouche de cellules différenciées
formant ainsi une membrane semi-perméable afin d’étudier les mouvements des produits

testés.

.0

% MDCK : ( Madin- Darby- Canin Kidney):
C’est un autre modele de culture cellulaire des plus utilisés dans 1’évaluation de la
perméabilité. Contrairement aux Caco-2, ces cellules dérivent des cellules rénales du chien,

c’est pourquoi I’expression des transporteurs intestinaux est différente entre les deux.

b) Modéles tissulaires :
% Sacs intestinaux €versés :

Cette technique a été mise au point par WILSON et WISEMAN en 1954, sur des rats et
des hamsters. L intestin est prélevé de I’animal et est retourné sous forme de sacs et la région
étudiée est plongée dans un milieu salin avec les molécules a étudier. Cette technique peut
étre utilisée pour déterminer les parametres cinétiques avec une grande fiabilité et
reproductibilité.

% Chambre d’Ussing :

Cette technique a été mise au point par USSING et ZEHRAN en 1951 utilisée pour I’étude
de transport intestinal. Cette technique est réalisée en isolant des tissus intestinaux qui sont
découpés en bandes de taille appropri¢e. Aprés ablation de la couche musculaire le fragment
d’intestin est placé entre deux compartiments ol 1'on pourra mesurer le passage d’une
molécule a travers cette barriére.

(THIRION Catherine -Claire Chantal, 2002.), (LE FERREC Et al, 2001).
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Chapitre 11 : Rouge de phénol

L'absorption intestinale peut €tre définie sur le plan opérationnel comme la disparition
compléte d'une substance a partir de la lumicre intestinale, et de nombreuses études sont

basées sur cette définition (Schedl et al, 1966).

Une substance de référence, est également nécessaire pour la mesure expérimentale de
’absorption. Le rouge de phénol est I'indicateur le plus fréquemment utilisé qui a été étudié
(Schedl et al, 1966).

Le rouge de phénol est un colorant de triphénylméthane, la molécule est trop grosse pour
passer a travers les pores dans la membrane intestinale. Puisque le rouge de phénol est un
¢lectrolyte solide, insoluble dans les lipides et hydrophile au pH de l'intestin gréle, il est
lentement absorb¢é d’apres une étude faite en 1966 sur I’utilisation du polyéthyléne glycol et

le rouge de phénol comme indicateur de I’absorption intestinale (H. Schedl et al, 1966).

Le passage de I’eau dans I’intestin est un phénoméne physiologique, qui va modifier la
concentration des substances dosées dans D'intestin. Dans les études de la perméabilité
intestinale, le rouge de phénol est utilisé pour corriger la concentration des médicaments

qu’on veut doser dans le perfusat intestinal.

Le rouge de phénol (également connu sous les noms de phénolsulfonephtaléine ou PSP) est

un indicateur coloré utilis¢ en chimie dans les dosages acido-basiques.

1. Identification :

. Nom chimique : triphénylméthane
Phenol, 4, 4'-(3H-2, 1-benzoxathiol-3-ylidene) bis-, S,S-dioxide.
. Formule moléculaire brute : C19H;40s8S.
. Structure chimique :
HO
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. Apparence :  Solide sous forme de cristaux, rouge et inodore.
. Nom frangais : Rouge de phénol.

. Nom anglais : Phenol red.

2. Propriétés chimiques :
. pKa est de 8,0.

. Sa forme acide est rouge orange.
. Sa forme basique est violette.
. Sa zone de virage dans I'échelle de pH est situce entre 6,6 et 8,4.

3. Propriétés physiques :
. Etat physique : Solide.
. Masse moléculaire : 354,37,
. Solubilité dans I'eau : 0,76 g/l a 20 °C.
. Peut s'enflammer s'il est chauffé fortement.
4. Utilisation :
» Indicateur coloré.
« Marqueur non-absorb¢ de la perméabilité.
5. Stabilité :

Le rouge de phénol est instable lorsqu'il est chauffé jusqu'a sa décomposition, il peut
émettre des gaz toxiques d'oxydes de soufre, de dioxyde de carbone et de monoxyde de

carbone.
6. Incompatibilité :
Le rouge de phénol est incompatible avec les agents oxydants forts.
7. Manipulation :

Porter un appareil de protection des yeux et en cas de ventilation insuffisante, un appareil

respiratoire appropri¢.

8. Entreposage :
« Conserver dans un endroit frais, sec et bien ventilé.
» Conserver dans un récipient hermétique, a I'abri des matiéres oxydantes.

* Conserver a Pécart de toute source de chaleur.
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DR AT

9. Propriétés toxicologiques :

Le rouge de phénol peut engendrer des effets toxiques aigus.

yeux, la peau et les voies respiratoires.
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Chapitre 111 : Dosage colorimétrique et bioanalyse

I.  Analyse colorimétrique :

Parmi les nombreuses méthodes instrumentales utilisées pour déterminer la concentration
d’une espeéce chimique en solution, les méthodes les plus courantes sont celles basées sur la
mesure de lintensité d’absorption ou d’émission (spectrophotométrie) d’un rayonnement
électromagnétique par les especes & doser. Les rayonnements les plus souvent utilisés sont
Pultraviolet (UV), la lumiere visible et I'infrarouge (IR). Le domaine du visible et de 'UV a
¢té¢ abondamment étudié et ce depuis longtemps. Mais s’il est indispensable pour une
approche expérimentale de la nature de la liaison chimique, il est pauvre en information
structurale. Son emploi est de plus en plus réservé a ’analyse quantitative via la loi de Beer-

Lambert (Williams, 2003).

1) Domaine spectral :

Le spectre électromagnétique représente la répartition des ondes électromagnétiques en

fonction de leur longueur d'onde, de leur fréquence ou bien encore de leur énergie.
En partant des ondes les plus énergétiques, on distingue successivement :

e Lesrayons gamma(y): <10 pm

e Lesrayons X: 10 pm— 10 nm.

e Lesultraviolets : 10 nm — 390 nm.

e Le domaine visible : 390 nm - 780 nm.

e L’infrarouge : 780 nm — 0,1 mm.

e Le domaine submillimétrique : 0,1mm — 1mm.
e Les micro-ondes : Imm — 1m.

e Les ondes radio : 1 m - 100,000 km.
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SPECTRE ELECTROMAGNETIQUE *
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Figure 4 : Différents domaines du spectre électromagnétique.

2) Principe du dosage spectrophotométrique :

Dans une molécule, les transitions électroniques UV-visibles mettent en jeu les énergies les
plus importantes de la chimie (environ de 13000 a 50000 cm™ soit 160 & 665 kJ.mol™).
L’ordre de grandeur des énergies mises en jeu est celui des énergies de liaison des molécules
et ces rayonnements peuvent parfois provoquer des ruptures de liaisons. Plus généralement,
ils provoquent des transitions électroniques entre les différents niveaux d’énergie des

molécules (F. Guedira, 2010).

3) Loi de Beer-Lambert :

Le principe de ’utilisation de la spectrophotométrie pour I’analyse quantitative est basé sur
le fait que ’intensité d’absorption (ou d’émission) est fonction de la concentration de la
particule qui absorbe (ou qui émet) de la lumiére.

Lorsqu’une lumiére monochromatique d’intensit¢ I, traverse un milieu homogeéne,
I'intensité¢ de la lumiere émergente I décroit selon une fonction exponentielle lorsque
Pépaisseur | du milieu absorbant augmente. Si on étudie principalement des solutions, la loi

de Beer fait intervenir les concentrations et s’exprime sous la forme suivante :

A=log(lf/MH=¢e1C

Solution absorbante
Concentration C

intensite
LUMIERE irSidente i
MONOCHROMATIQUE

inters:td |

Trajet optique (L)
Figure 5 : Principe du dosage colorimétrique.
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s A = absorbance sans unité (ou Densité Optique).

» ], = intensité lumineuse incidente (avant interaction avec le soluté).

= ] =intensit¢ lumineuse transmise.

» ¢ = coefficient d'extinction (qui dépend de la longueur d'onde, de la température, et de
la nature du soluté et du solvant).

s | = longueur du trajet otique (en cm).

s C = concentration du soluté (I'unité dépend de celle du coefficient d'extinction).
(F. Guedira, 2010)

4) Déviation de la loi de Beer-Lambert :

De nombreux parametres peuvent provoquer une déviation de la loi de Beer-Lambert.
Celle-ci n’est plus vraie quand la concentration devient trop élevée, quand une réaction
modifie la composition ou le pH, ou quand il reste des impuretés. En outre elle doit étre
adaptée en cas de liaisons hydrogene avec le solvant, de solvatation, d’interactions molécule-
molécule aux fortes concentrations, ou de fluorescence. Le calibrage doit alors faire appel a

des méthodes non linéaires (F. Guedira, 2010).

5) Spectrophotométre UV-visible :

Un spectrophotométre est un appareil qui permet de mesurer l'absorbance d'une solution a
une longueur d'onde donnée ou sur une région donnée du spectre. Selon la loi de Beer-
Lambert, l'absorbance d'une solution est proportionnelle & la concentration des substances en
solution, a condition de se placer a la longueur d'onde a laquelle la substance absorbe les
rayons lumineux. C'est pourquoi la longueur d'onde est réglée en fonction de la substance

dont on veut connaitre la concentration.

Le spectrophotometre UV-visible comprend :

% Une source ou des sources de lumiére : lumiére blanche pour la mesure dans le spectre
visible (lumiere polychromatique) et/ou lumiere UV.

+ La lampe UV est généralement de type deutérium (domaine de 195 & 380 nm, durée de

vie de la lampe de 2 000 h, par exemple).

K/
X4

L)

La lampe visible est généralement de type halogéne (domaine de 320 a 1 000 nm, durée
de vie de 500 h, par exemple).
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% Un monochromateur formé d'un réseau ou d’un prisme diffractant la lumiére de la
source. Il permet de sélectionner la longueur d'onde de la lumiére qui traversera la
solution a doser.

%+ Une fente de largeur fixe ou variable pour régler la bande passante.

% Un porte-cuvette pouvant permettre le maintien a température souhaitée de la solution a
analyser, cette température est maintenue, si nécessaire, par un circuit d'eau ou un effet
Peltier. Ce maintien a température fixée est trés utile dans les mesures de cinétique
enzymatique, en effet, la vitesse de réaction dépend de la température.

< Une cuvette transparente dans laquelle on place la solution a étudier. Suivant la qualité
et la quantité d'échantillon, il existe différentes cuvettes, généralement en plastique
(spectre visible, UV proche) ou en quartz (UV, mais elles sont trés chéres).

% Une cellule photoélectrique, restituant un courant proportionnel au nombre de photons
recus. Sur des modeéles récents, le détecteur unique de type photodiode est parfois
remplace par une barrette CCD, ou une barrette de diode (chaque cellule sensible regoit
une couleur fixe). Les modeéles les plus sensibles utilisent un détecteur de type
photomultiplicateur ou PMT.

% Un détecteur électronique dont la réponse est proportionnelle a ce courant électrique et

permet une mesure relative de l'intensité lumineuse.

Il existe deux types de spectrophotométres : le mono faisceau et le double faisceau, le
deuxieme est plus performant que le premier. Dans un instrument a double faisceau, la
lumicre est séparée en deux faisceaux avant d'atteindre I'échantillon. L'un des faisceaux est
utilis€ comme référence et traverse un « blanc » (méme cuve et méme solvant que

I'échantillon), I'autre passe par 'échantillon.

Diaphragme B Cellule phovtoélectrique Afficheur
Source polychromatuque - I = ' :
B - " "-Echantilion 'Ampliﬁcateur
Monochromateur Cuve

Figure 6 : Principe du spectrophotométre UV-visible monofaisceau.
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II.  Dosage et bioanalyse :

En chimie, I’analyse est I’action d'identifier dans une substance les éléments constituants

(analyse qualitative) et d'en déterminer la teneur (analyse quantitative ou dosage).
1) Définition du dosage :

Le dosage est l'action qui consiste a déterminer la quantité de matiére, la fraction, ou la
concentration d'une substance précise (I'analyte) présente dans une autre ou dans un mélange

(la matrice).
2) Types de dosage :
Selon la matrice dans laquelle le dosage sera effectué, on distingue deux types de dosage :
a) Dosage analytique :

C’est I'analyse quantitative effectuée dans un milieu analytique, c’est-a-dire le dosage

d’une substance dans une matrice non-biologique.
b) Dosage bioanalytique :

Le dosage bioanalytique est I’analyse quantitative de substances (médicaments ou autres)

effectuée dans une matrice biologique telle que le sang, le plasma, le sérum ou 'urine.
3) Notion de blanc :

En spectrophotométrie, lorsqu'une espéce chimique est solubilisée dans un solvant et
placée dans une cellule de mesure, l'absorption mesurée correspond a trois absorptions

différentes :

* [l'absorption due a la cellule qui peut étre en verre, en quartz ou en polymeére.
» ['absorption due au solvant.
= ['absorption due a l'espéce chimique dissoute.
Les deux premieres absorptions ne sont pas dues a I’analyte. Il faut donc les retrancher.
Pour ce faire, on mesure 1’absorbance de la cellule avec du solvant et on soustrait
’absorbance ainsi obtenue (le blanc) a I’absorbance mesurée avec 1’espéce que 1’on veut

etudier. Ceci est rendu possible par I’additivité des absorbances (P. Galez, 2001).
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4) Notion de standard (étalon) :

Lors de l'analyse des échantillons d’une étude, une matrice biologique vierge est enrichie
avec l'analyte (s) en utilisant des solutions standards (de référence) pour préparer des étalons,

des échantillons de contrdle qualité et les échantillons de stabilité.

En outre, un étalon interne approprié¢ (IS) peut étre ajouté pendant le traitement des

échantillons dans des procédés chromatographiques.

La pureté de I'étalon de référence utilisé pour préparer les échantillons peut affecter les
données de l'étude. Pour cette raison, un étalon de référence d'une identité et d’une pureté
connue doit étre utilisé pour préparer des solutions de concentrations connues. L’étalon de

référence doit étre identique a l'analyte (FDA, 2001).
S) Notion d’échantilion de CQ :

Afin d’assurer qu'un essai est validé et les résultats sont fiables, les échantillons de

contrble qualité doivent étre utilisés dans I'exécution de chaque essai.

Les échantillons de contrdle qualité doivent étre traités de la méme maniére que les
¢chantillons d'essai et sont utilisés pour valider l'essai. Chaque laboratoire devrait établir des

criteres d'acceptation fondés sur des directives (WHO, 2014).
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Chapitre 1V : Validation d’une méthode bioanalytique

Selon la matrice dans laquelle 1’analyse sera effectuée, on distingue la validation d’une
méthode analytique (matrice de nature chimique) de la validation d’une méthode
bioanalytique (matrice de nature biologique). La procédure des deux types de validation et
I'exploitation des résultats sont différentes. Mais les paramétres de la validation sont les

mémes.

La validation de la méthode bioanalytique comprend toutes les procédures qui démontrent
qu'un procédé particulier utilisé pour la mesure quantitative de substances a analyser dans une
matrice biologique donnée, tel que le sang, le plasma, le sérum, ou l'urine, est fiable et
reproductible pour l'utilisation prévue. Les paramétres fondamentaux pour cette validation
comprennent (1) Pexactitude, (2) la fidélité, (3) la spécificité, (4) la sensibilité, (5) la
reproductibilité, et (6) la stabilité. La validation comprend la documentation, a travers
l'utilisation des examens de laboratoire spécifiques, les caractéristiques de performance de la
méthode sont appropriées et fiables pour les applications analytiques destinées. L'acceptabilité
des données analytiques correspond directement aux critéres utilisés pour valider la méthode
(FDA, 2001).

I. Butde la validation :

Le but de la validation d’une procédure analytique est de démontrer qu’elle correspond a
I'usage pour lequel elle est prévue. En bioanalyse, la validation a pour objectif de démontrer
les performances de la procédure de dosage et de prouver que les résultats obtenus sont

fiables, et ce dans des limites bien définies.

En effet, ces méthodes, employées pour la détermination quantitative de faibles
concentrations en principes actifs et métabolites, jouent un rdle considérable dans 1’évaluation
et I’interprétation des études de la pharmacocinétique, du métabolisme, de la biodisponibilité

et de la bioéquivalence d’un médicament (SFSTP, 1997).

II.  Différents types de validation :

Les méthodes publiées d'analyse sont souvent modifiées pour convenir aux exigences de la
réalisation de l'essai du laboratoire. Ces modifications doivent étre validées pour garantir la

performance appropriée de la méthode analytique.

Lorsque des modifications sont apportées 4 une méthode validée précédemment, I'analyste
doit faire preuve de jugement pour savoir si la validation supplémentaire est nécessaire. Au
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cours dun programme de développement d’un médicament, une méthode bioanalytique
définie subit de nombreuses modifications. Les changements évolutifs pour soutenir des
¢tudes spécifiques et les différents niveaux de validation démontrent la validit¢ de la
performance d'un test. Différents types et niveaux de validation sont définis et caractérisés

comme suit :

A. Validation compléte :
La validation complete est importante lors de I'élaboration et de la mise en ceuvre d'une

méthode de bioanalyse pour la premiére fois.

B. Validation partielle :
Les validations partielles sont des modifications des méthodes bioanalytiques déja
validées. La validation partielle peut aller de la détermination de ’exactitude et de la fidélité
d’une analyse a une validation presque complete. Les modifications de la méthode

bioanalytique qui entrent dans cette catégorie comprennent, mais ne sont pas limités aux:

e Les transferts de la méthode bioanalytique entre laboratoires ou analystes.

e Le changement d'une méthode d'analyse (par exemple, les changements dans les
systemes de détection).

e Lechangement d'anticoagulant dans le préléevement d’un liquide biologique.

e Le changement de la matrice au sein des espéces (par exemple, le plasma humain a
l'urine humaine).

e Le changement dans les procédures de traitement des échantillons.

¢ Le changement d'espéces sans le changement de la matrice (par exemple, du plasma
du rat au plasma de la souris).

e Le changement d'intervalle de concentration.

e Les variations des instruments et/ou des plates-formes des logiciels.

e Un volume d'échantillon limité (par exemple, étude pédiatrique).

e Des matrices rares.

e La démonstration de la sélectivit¢ d'un analyte en présence de médicaments
concomitants.

e Ladémonstration de la sélectivité d'un analyte en présence de métabolites spécifiques.
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C. Validation croisée :

La validation croisée est une comparaison des parametres de la vatidation lorsque deux ou
plusieurs méthodes bioanalytiques sont utilisés pour générer des données dans la méme étude
ou a travers différentes études. Un exemple de la validation croisée serait une situation ol une
méthode bioanalytique validée originale sert de référence et la méthode de bioanalyse révisée

est le comparateur. Les comparaisons doivent étre effectuées dans les deux sens (FDA, 2001).

III. Paramétres de validation :

Les parametres fondamentaux pour une validation de la méthode de bioanalyse sont
Pexactitude, la fidélité, la spécificité, la sensibilité, la reproductibilité et la stabilité. Les
mesures de chaque analyte dans la matrice biologique doivent étre validées. En outre, la
stabilit¢ de la substance a analyser dans des échantillons enrichis doit étre déterminée. Le
développement de la méthode et I'établissement d'une méthode de bioanalyse comprennent la
determination de (1) la spécificité, (2) Pexactitude et la fidélité (3) la courbe d'étalonnage, et

(4) la stabilité de I'analyte dans des échantillons enrichis (FDA, 2001).

a) Spécificité :

La spécificité est la capacité dune méthode bioanalytique a différencier et a quantifier
l'analyte en présence d'autres composants de la matrice. Pour la spécificité, les analyses des
échantillons blancs de la matrice biologique appropriée (le plasma, l'urine, ou une autre
matrice) doivent étre obtenues a partir d'au moins six sources. Chaque échantillon témoin doit
étre testé pour les interférences, et la spécificité doit étre assurée a la limite inférieure de
quantification (LIQ). Les substances susceptibles d'interférer dans une matrice biologique
comprennent les composants endogenes de la matrice, les métabolites, les produits de
décomposition, et dans I'¢tude réelle, la médication concomitante et d'autres xénobiotiques
exogenes. Si le procédé est destiné a quantifier plus d'un analyte, chaque analyte doit étre

testé pour s'assurer qu'il n'y ait pas d'interférence (FDA, 2001).
Criteres d’acceptation :

e Coefficient de variation ou CV < 20% entre les LIQ.

¢ Interférences des blancs <20% de la réponse de la LIQ.
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b) Sélectivité :
La sélectivité d’une procédure bioanalytique est sa capacité a établir de maniére univoque
Pexistence de la substance a analyser en présence d’autres composants potentiellement

présents (SFSTP, 1997).

¢) Exactitude :

L’exactitude d'une méthode d'analyse décrit la proximité des résultats moyens des dosages
obtenus par la méthode de la valeur réelle (concentration) de la substance a analyser.
L’exactitude est déterminée par une analyse en double des échantillons contenant des
quantités connues de l'analyte. L’exactitude doit étre mesurée en utilisant au moins cing
déterminations par concentration. Un minimum de trois concentrations dans I’intervalle des
concentrations attendues est recommandé. La valeur moyenne doit étre dans les 15% de la
valeur réelle, sauf a la limite inférieure de quantification, ou elle ne devrait pas s'écarter de

plus de 20% (FDA, 2001).

d) Fidélité :

La fidélité d'une méthode d'analyse décrit la proximité des mesures individuelles d'un
analyte lorsque la procédure est appliquée de maniére répétée a plusieurs aliquotes d'un
volume homogene de la matrice biologique. La fidélité doit étre mesurée en utilisant au moins
cinq déterminations par concentration. Un minimum de trois concentrations dans ’intervalle
des concentrations attendues est recommandé. La fidélité déterminée pour chaque niveau de
concentration ne doit pas dépasser 15% du coefficient de variation (CV) a I'exception de la
limite inferieure de quantification, ou elle ne doit pas dépasser 20% du coefficient de
variation. La fidélité¢ peut étre évaluée a deux niveaux : la répétabilité et la reproductibilité
(intralaboratoire). La maniere dont la reproductibilité doit étre établie dépend des
circonstances dans lesquelles la procédure est utilisée. Les variations typiques a étudier sont

les effets jour, opérateur, équipement, etc.... (FDA, 2001).

e) Courbe d’étalonnage :

Une courbe d'é¢talonnage est la relation entre la réponse de [linstrument et les
concentrations connues de I'analyte. Une courbe d'étalonnage doit étre générée pour chaque
analyte dans I'échantillon. Un nombre suffisant de standards doit étre utilisé pour définir de
fagon adéquate la relation entre la concentration et la réponse. Une courbe d'étalonnage doit
€tre préparée dans la méme matrice biologique que les échantillons de I'étude en ensemengant
la matrice avec des concentrations connues de l'analyte. Le nombre de standards utilisés dans
la construction d'une courbe d'étalonnage est fonction de l'intervalle prévu des valeurs
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analytiques et la nature de la relation analyte / réponse. Les concentrations des standards
doivent étre choisies sur la base de lintervalle de concentration attendu dans une étude
particuliere. Une courbe d'étalonnage devrait étre composée d'un échantillon blanc (un
échantillon de la matrice), un échantillon zéro (un échantillon de la matrice traitée avec un
étalon interne), et de six a huit échantillons non zéro couvrant l'intervalle prévu, y compris la

limite inférieure de quantification (FDA, 2001).
e. 1. Limite inférieure de quantification (LIQ) :

Le plus bas standard de la courbe d'étalonnage doit étre accepté comme la limite inférieure

de quantification si les conditions suivantes sont remplies:

e Laréponse de I’analyte a la LIQ devrait étre au moins 5 fois par rapport a la réponse
du blanc.
e La réponse de I'analyte doit étre identifiable, discréte, et reproductible avec une

fidélité de 20% et une exactitude de 80 & 120%.

e. 2. Points de la courbe d'étalonnage :

Le modeéle le plus simple qui décrit correctement la relation concentration-réponse devrait
etre utilisé. La sélection de la pondération et l'utilisation d'une équation de régression
complexe doit étre justifiée. Les conditions suivantes doivent étre respectées dans

I'¢élaboration d'une courbe d'étalonnage:

o 20% d’écart de la LIQ de la concentration nominale.

e 15% d’écart des étalons autres que la LIQ de la concentration nominale.

Au moins quatre des six standards non-zéro doivent répondre aux critéres ci-dessus, y
compris la LIQ et le standard a la plus forte concentration. L exclusion des standards ne

devrait pas changer le modéle utilisé.

f) Linéarité (des résultats) :
La linéarité d’une procédure d’analyse est sa capacité a I’intérieur d’un certain intervalle
de dosage d’obtenir des résultats directement proportionnels & la concentration (quantité) en

substance a examiner dans I’échantillon (SFSTP, 1997).

Le coefficient de corrélation R doit étre d’au moins 0,98.
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g) Rendement :

Le rendement d'un analyte dans un dosage est la réaction du détecteur obtenue a partir
d'une quantité de I'analyte ajoutée et extraite de la matrice biologique, par rapport a la réaction
du détecteur pour obtenir la concentration réelle de 1'étalon pur. Le rendement se rapporte a
l'efficacité de l'extraction d'une méthode analytique dans les limites de la variabilité. Le
rendement de l'analyte ne doit pas atteindre forcément 100%, mais I'ampleur du rendement
d'un analyte et de 1'étalon interne doit étre cohérente, précise et reproductible. Les expériences
de rendement doivent étre effectuées en comparant les résultats d'analyse des échantillons
prélevés a trois concentrations (faible, moyenne et élevée) aux étalons non extraits qui

représentent 100% de rendement.

h) Stabilité :

La stabilité d’une substance dans un fluide biologique est une fonction des conditions de
stockage, des propriétés chimiques de la substance, de la matrice et du récipient. La stabilité
d'un analyte dans une matrice particuliére et dans un récipient est pertinente seulement pour
cette matrice et ce récipient et ne doit pas étre extrapolée a d'autres matrices et d’autres
récipients. Les procédures de stabilité doivent évaluer la stabilité des analytes pendant la
collecte des échantillons et leur manutention, a long terme (congelé a la température de
stockage prévu) et a court terme de stockage (sur paillasse, température ambiante), et apres
étre passé par les cycles de congélation et de décongélation et le processus d'analyse. Les
conditions utilisées dans les expériences de stabilité doivent refléter les situations susceptibles
d'étre rencontrées lors de la manipulation de I'échantillon réel et l'analyse. La procédure

devrait également inclure une évaluation de la stabilité de l'analyte dans la solution mere.

Toutes les déterminations de la stabilit¢ doivent utiliser un ensemble d'échantillons
préparés a partir d'une solution mere de I’analyte fraichement préparée, la matrice biologique
est sans interférence. Les solutions meres de 'analyte utilisées pour I'évaluation de la stabilité

doivent étre préparées dans un solvant approprié, a des concentrations connues (FDA, 2001).

h. 1. Stabilité de congélation et de décongélation :

La stabilit¢ de l'analyte doit étre déterminée apres trois cycles de congélation et de
décongélation. Au moins trois aliquotes a chacune des concentrations basses et élevées
doivent étre conservés a la température de stockage prévue pendant 24 heures et décongelés
sans aide a température ambiante. Quand ils sont complétement décongelés, les échantillons
doivent étre congelés & nouveau pendant 12 a 24 heures dans les mémes conditions. Le cycle

de congélation-décongélation doit étre répété deux fois de plus, puis les analytes sont analysés
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sur le troisieme cycle. Si un analyte est instable a la température de stockage prévue,
I'échantillon de stabilité doit étre congelé a -70°C au cours des trois cycles de congélation et

de décongélation (FDA, 2001).

h. 2. Stabilité a court-terme :

Trois aliquotes de chacune des concentrations basses et élevées doivent étre décongelés a
température ambiante et maintenus a cette température pendant 4 a 24 heures et ils seront

analysés par la suite (FDA, 2001).

h. 3. Stabilité a long terme :

La durée de stockage dans une évaluation de la stabilité a long terme doit étre supérieure a
la durée entre la date de la premiere collection de I'échantillon et la date de la derniére analyse
de I'échantillon. La stabilité¢ & long terme doit étre déterminée par le stockage d'au moins de
trois aliquotes de chacune des concentrations basses et ¢levées dans les mémes conditions que
les échantillons de I'étude. Le volume des échantillons devrait étre suffisant pour I'analyse a
trois reprises. Les concentrations de tous les échantillons de stabilité doivent étre comparées a
la moyenne des valeurs calculées pour les étalons aux concentrations appropriées a partir du

premier jour de I'essai de stabilité a long terme (FDA, 2001).

h. 4. Stabilité de la solution mére :

La stabilit¢ des solutions meres doit étre évaluée a la température ambiante pendant au
moins 6 heures. Si les solutions méres sont réfrigérées ou congelées pour la période
correspondante, la stabilité doit étre documentée. Apres l'achévement de la durée de stockage
souhaitée, la stabilité doit étre testée en comparant la réponse de l'instrument avec celle des

solutions fraichement préparées (FDA, 2001).
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I.  Objectif :
L’objectif de cette étude est de valider une méthode de dosage du rouge de phénol appliqué

aux €tudes de la perméabilité intestinale chez le rat par spectrophotométrie visible.

Cette validation va contribuer dans I’étude de la perméabilité intestinale des médicaments
administrés par voie orale lors des études in vitro dans la détermination de I’équivalence

thérapeutique entre un princeps et un générique.
II.  Choix de la molécule :

L absorption intestinale peut étre définie sur le plan opérationnel comme la disparition

complete de la substance a partir de la lumiére intestinale.

Cependant, la mesure expérimentale de cette substance ne peut étre réalisée qu’en présence

d’un indicateur non absorbé qui est le ROUGE DE PHENOL.

Notre ¢tude va se baser sur le dosage colorimétrique du rouge de phénol appliqué aux

¢tudes de perméabilité intestinale chez le rat.
HI. Choix de la méthode:

Une variété de méthodes bioanalytiques peuvent étre utilisées pour le dosage du rouge de

phénol dans un milieu biologique.

La méthode utilisée dans notre étude est la spectrophotométrie visible qui est une méthode

colorimétrique.

Cette méthode a ét€ choisie parce que c’est une méthode d’analyse quantitative qui permet
la mesure de I'intensité de coloration du rouge de phénol en milieu alcalin a une longueur
d’onde de 560 nm. Cette intensité de coloration est proportionnelle a la concentration du

rouge de phénol.

C’est une méthode peu coiiteuse et le matériel nécessaire pour sa réalisation est disponible

au niveau de notre laboratoire.
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IV.  Protocole expérimental :

A. Partie préanalytique :

Cette partie s’est déroulée au niveau de ’animalerie du service de pharmacotoxicologie au

Laboratoire National de Contréle des Produits Pharmaceutiques.
But :

Le but de cette étape est de recueillir le perfusat intestinal de rat qui va nous servir de blanc

pour le dosage de rouge de phénol.

Principe :
Le principe de cette étape est de faire passer une solution de perfusion intestinale a travers

une portion du jéjunum chez un rat anesthésié (méthode in situ) et de recueillir le perfusat

itestinal.
Matériels et méthodes :

a) Matériels :
» Réactif animal : 3 rats males albinos de poids entre 300 et 400g
» Réactif chimique :
= solution pour perfusion intestinale : NaCl, KCl, NaH,PO, (2H,0), Na,HPO,
(2H,0), glucose, eau purifiée.
» Thiopental.
» Equipement :
e Pompe HPLC.
¢ Bain marie.
e Plaque chauffante 4 37 °C.
» Accessoires :

e Matériel de dissection.

b) Meéthode :
» Préparation de la solution pour perfusion intestinale.
< NaCl: 2805 mg.
< KCI: 402,6 mg.
% NaH,PO4(2H,0) : 480 mg.
% Na,HPO, (2H,0) : 498,18 mg.
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% Glucose ;: 20 ml d’une solution a 5%.
 Eau purifiée : QSP 1 L.

Le pH de la solution est ajusté a 6,5.

> Préparation et manipulation de I’animal :

Le rat est mis a jeun pendant 12 a 18 h (eau ad libitum), anesthésié par une dose de 50
mg/kg de thiopental par voie intra-péritonéale et placé sur une plaque chauffante (afin de

maintenir sa température a 37°C).

Une incision médiane est pratiquée au niveau de la cavité abdominale, afin d’isoler une
portion de 10 cm du jéjunum proximal Ensuite deux cathéters sont placés au niveau de
I'entrée et la sortie de la portion intestinale, maintenus en place par un fil de suture, tout en

veillant a maintenir I’irrigation et I’innervation intactes.

Le cathéter d’entrée est reli¢ de "autre coté a la pompe péristaltique liée elle-méme par une

tubulure a la solution de perfusion qui se trouve au bain marie a 37 °C.
Le cathéter de sortie permet de recueillir les prélévements.

» Passage de la solution pour perfusion au niveau de I’intestin :
- Onrince d’abord la portion intestinale et on jette le premier tube
- Onrécolte apres, 10 prélevements sur 10 tubes numérotés

- Les prélevements sont conservés a -80 °C en attendant le dosage.
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B. Partie bioanalytique :

But:

Le but de cette étape est de mesurer la concentration du rouge de phénol dans les

échantillons préparés a partir du perfusat intestinal par spectrophotométrie 4 une longueur

d’onde A = 560 nm.

Principe :

Le principe de cette €tape repose sur le dosage de I’absorbance du rouge de phénol par

colorimétrie.
Matériels et méthodes :

a) Matériels :

» Equipement :

- Spectrophotometre UV-visible : JENWAY 7305.

- Vortex.
- Balance : KERN ABS.

Accessoires :

Yf

- Pipettes et micropipettes.

- Fioles jaugées.

- Tubes secs en plastique de 5 ml.
- Portoirs.

- Béchers.

» Réactifs :

- Meéthanol, grade analytique.

- Hydroxyde de sodium.

- Rouge de phénol.

- Eau distillée,
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b) Méthodes :

1. Choix des points de la gamme d’étalonnage :

La concentration cible du rouge de phénol lors de I’expérimentation de routine est de
20ug/ml. Sept (07) points de la gamme d’étalonnage ont été choisis sur un intervalle de 15 a

150 % comme suit :

- Une concentration minimale détectable d’une valeur de 15% : x = 3pg/ml
- Une concentration maximale d’une valeur de 150% : y = 30pug/ml.

- Des concentrations intermediaires :

o 2x=6ug/ml
¢ 3x=9ug/ml
e 4x=12ug/ml

y+2x/2 = 18ug/ml.
[(y+2x/2) + y]/2 = 24ug/ml.

15% 30% 45% 60% 90% 125% 150%
L | 1 | 1 | |
I B | 1 T I 1

3ug/mi 6pg/ml 9ug/ml  12ug/ml 18ug/ml 24ug/ml 30ug/ml

2. Choix des concentrations des échantillons de CQ :
Les concentrations des échantillons de CQ ont été choisies de la maniere suivante :

e CQI: une concentration équivalente a 25% de la concentration maximale = 7,5
ug/ml

e CQM: une concentration équivalente a 50% de la concentration maximale =
15ug/ml

e CQS : une concentration équivalente a 85% de la concentration maximale = 25,5

ug/ml
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3. Préparation de la gamme d’étalonnage :

v Préparation de la solution mére du rouge de phénol :

Dissoudre 75 mg du rouge de phénol dans une fiole de 50 ml d’un mélange eau-méthanol

pour obtenir une solution mere de 1,5 mg/ml.
v" Préparation des standards de la gamme d’étalonnage en milieu aqueux :

Sept (07) standards aqueux sont préparés a partir d’une solution meére (1,5mg /ml). Pour
chaque standard aqueux, un volume correspondant de la solution mere est dilué dans une fiole
de 10 ml par 'eau distillée. Les standards seront par la suite agités au vortex pendant 20
secondes. Les concentrations de ces standards sont respectivement : 30 ,60 ,90 ,120 ,180 ,240

et 300 pg/mi.

Le tableau II représente le volume a prélever de la solution mére de rouge de phénol pour

chaque concentration des 7 standards aqueux.

Tableau I : Concentrations des 7 standards aqueux et le volume a prélever de la solution

mere.
Concentration Volume prélevé de la Volume final
(pg/ml) solution mére (ul) (ul)
Standard 1 30 200 10000
Standard 2 60 400 10000
Standard 3 90 600 10000
Standard 4 120 800 10000
Standard 5 180 1200 10000
Standard 6 240 1600 10000
Standard 7 300 2000 10000

v' Préparation des standards de la gamme d’étalonnage en milieu biologique :

Sept (07) standards en milieu biologique sont préparés & partir des standards aqueux
précédents, en diluant au 1 /10éme ces derniers dans le perfusat intestinal (recueilli 4 la fin de
la phase de ringage). Les standards seront agités au vortex pendant 20 secondes par la suite.

Les concentrations de ces standards sont respectivement : 3, 6, 12, 18, 24 et 30 ug /ml.

Le tableau III représente les volumes des standards aqueux et du perfusat intestinal

nécessaires pour la préparation des 7 standards biologiques.
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Tableau III : Concentrations des 7 standards biologiques et le volume a prélever des

standards aqueux et du perfusét intestinal.

Concentration Volume prélevé du | Volume du perfusat
(ug/ml) standard aqueux (ul) intestinal (ul)
Standard 1° 3 20 200
Standard 2’ 6 20 200
Standard 3’ 9 20 200
Standard 4’ 12 20 200
Standard 5° 18 20 200
Standard 6’ 24 20 200
Standard 7° 30 20 200

v' Préparation des échantillons de contrdle qualité (CQ) :

Trois (03) CQ sont préparés de la méme maniére que les standards :

> Préparation des échantillons CQ en milieu aqueux :

3 échantillons de contrdle qualité en milieu aqueux sont préparés a partir de la solution

mere précedente.

Le tableau IV représente le volume a prélever de la solution mere de rouge de phénol pour

chaque concentration des échantillons de CQ en milieu aqueux.

Tableau IV : Concentrations des échantillons de contrdle qualité en milieu aqueux et le

volume a prélever de la solution mere.

Concentration Volume prélevé de la
CcQ (pg/ml) solution mére (ul) V final pl
CQI 75 500 10000
CcQM 150 1000 10000
CQS 255 1700 10000

» Préparation des échantillons CQ en milieu biologique :

Les échantillons de CQ en milieu biologique sont préparés par dilution des CQ aqueux au

1/10°™,
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Le tableau V représente les volumes des CQ aqueux et du perfusat intestinal nécessaires

pour la préparation des CQ en milieu biologique.

Tableau V : Concentrations des échantillons de controle qualité en milieu biologique et le

volume a prélever des échantillons CQ aqueux.

CQ Concentration Volume prélevé des | Volume du perfusat
( ng/ml) CQ aqueux (pl) intestinal (pl)
CQI 7.5 20 200
CQM 15 20 200
CQsS 255 20 200

v" Préparation de la solution d’hydroxyde de sodium 5M :

La solution d’hydroxyde de sodium est préparée en dissolvant 10g d’hydroxyde de

sodium (NaOH) dans une fiole de SO0ml d’eau distillée pour obtenir une solution SM.

v" Traitement des échantillons :

Chaque échantillon (standards biologique, contrdle qualité) est additionné de :
- 100 ul de solution d’hydroxyde de sodium 5M.
- 2 mld’eau distillée.
v Dosage :
L’absorbance de la coloration violette formée est mesurée par un spectrophotomeétre a une
longueur d’onde =560 nm.
4. Parameétres de validation bioanalytique étudiés :

Les parametres de validation bioanalytique étudiés lors de notre travail sont : la linéarité, la

spécificité, la sélectivité, I'exactitude, la fidélité et la stabilité.
Les criteres d’acceptation adoptés dans cette étude seront ceux exigés par "EMA (2011).

Trois séries sont préparées a partir de 3 sources de blanc différentes, chaque série contient

les 7 standards biologiques et les 3 niveaux de contrdle qualité.

Chaque jour, ces trois séries sont préparées, pendant trois jours.
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i. Courbe d’étalonnage :

Une courbe d'étalonnage est la relation entre la réponse de linstrument et les

concentrations connues de l'analyte.

Les sept standards préparés en milieu biologique sont utilisés pour établir la courbe

d’étalonnage.
Cette courbe est établie par rapport a :

% Un échantillon blanc préparé par mélange de 200 pl de perfusat intestinal avec 100
il de NaOH et 2 ml d’eau distillée pour chaque série de chaque jour.
% Des standards mesurés au moins 3 fois pour chacune des trois séries des trois jours.

% Une LIQ déterminée entre le standard 1 et le standard 2 a condition que la réponse
du blanc soit inférieure & 20 % de la LIQ.

L’interférence du blanc par rapport aux standards 1 et 2 est calculée pour les 3 séries des

trois jours en utilisant la relation suivante :

DO du blanc

x 100
DO du standard

L’interférence (%) =

Ainsi, la régression linéaire est déterminée a I’aide du logiciel STATISTICA 8.

Trois courbes d’étalonnage sont €tablies pour les trois séries, chaque jour et ce, durant les

trois jours.
ii. Linéarité :
La linéarité d’une procédure d’analyse est sa capacité a I’intérieur d’un certain intervalle

de dosage d’obtenir des résultats directement proportionnels a la concentration de 'analyte.

La linéarité est estimée pour les trois séries des 3 jours. Une gamme d’étalonnage est
réalisée pour chaque série. Chaque standard est dosé 3 fois. Dans les données bioanalytiques
et statistiques, les trois lectures de chaque standard sont utilisées pour vérifier les critéres
d’acceptation de la linéarité. Une analyse de régression linéaire (fonction, pente, interception
a P'origine et le coefficient de corrélation R) est effectuce, et les concentrations des standards

sont estimeées.
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Le coefficient de corrélation (R) doit étre supérieur a 0,98.

Le biais relatif est calculé par la relation suivante :

. . concentration théorique—concentration estimée
Biais relatif (%) = ! ,
concentration théorique

x 100

Le biais relatif ne doit pas dépasser 20% pour la LIQ, et 15% pour les autres standards.

75% des points de la gamme doivent répondre a ces criteres.

ili.  Spécificité :
La spécificité est la capacité d'une méthode bioanalytique a différencier et a quantifier

l'analyte en présence d'autres composants de la matrice.

La spécificité est déterminée a partir du CV des LIQ et de 'interférence des blancs par

rapport aux LIQ pour les trois séries du 2°™ jour.

Le coefficient de variation (CV) des LIQ est calculé de la fagon suivante :

Ecart type
0, = e X
v ( A)) Moyenne des LIQ 100

Le CV ne doit pas dépasser 20%.

L’interférence des blancs par rapport a la LIQ est calculée de la fagon suivante :

) __ DO du blanc

Interférence (%
DO de la LIQ

x 100.

L’interférence des blancs par rapport a la LIQ doit étre inférieure a 20%.

iv.  Sélectivité :

La sélectivité d’une procédure bioanalytique est sa capacité a €tablir de maniére univoque

I’existence de la substance a analyser en présence d’autres composants potenticllement
présents.

Pour la sélectivité, le spectre d’absorption par balayage entre 400 et 600 nm pour plusieurs
principes actifs est déterminé, avec une mesure d’absorbance a 560 nm pour chaque

préparation.
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Les échantillons de perfusat intestinal préparés contenait les solutions citées dans le tableau

sutvant :

Tableau VI : Concentration des solutions des différents principes actifs utilisés pour

I’étude de la sélectivité.

Principe actif Concentration de la solution
Rouge de phénol 20pg/ml
Naproxene 100pg/mi
Furosémide 20pg/ml
Métoprolol 40pg/ml
Aténolol 40pg/ml
Hydrochlorolthiazide 20png/ml
Esomeprazole 20pg/ml

v. Exactitude :

L’exactitude d'une méthode d'analyse décrit la proximité des résultats moyens des dosages

obtenus par la méthode de la valeur réelle de ’analyte.

Pour 'exactitude, trois courbes d’étalonnage pour les trois différentes séries sont établies
sur les trois jours successifs, avec six lectures des trois niveaux de CQ (CQI, CQM et CQS) et
de la LIQ.

Pour chaque série, une courbe d’étalonnage est établie et la régression linéaire est estimée,

cette derniére sert a I’estimation des concentrations de CQ et de la LIQ.

Pour la détermination de I’exactitude, le biais relatif de chacune des trois séries des trois

Jours est calculé d’apres la relation suivante

.. . concentration théorique—concentration estimée
Biais relatif (%) = u x 100

concentration théorique

Le biais relatif ne doit pas dépasser 15 % pour tous les niveaux de concentration (CQI,
CQM, CQS) et 20 % pour la LIQ. Un minimum de 3 concentrations sur 5 doit correspondre

aux criteres,
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vi.  Fidélité :
La fidélité d'une méthode d'analyse décrit la proximité¢ des mesures individuelles d'un

analyte lorsque la procédure est appliquée de manic¢re répétée a plusieurs aliquotes d'un

volume homogeéne de la matrice biologique.

Pour la fidélité, trois courbes d’étalonnage pour les trois différentes séries sont établies sur

trois jours successifs, avec six lectures par niveau de CQI, CQM, CQS et de la LIQ.

Pour chaque série, une courbe d’étalonnage est établie et la régression linéaire est estimée,

cette derniére sert a I’estimation des concentrations de CQ et de la L1Q.
> Répétabilité :
C’est ’analyse du méme échantillon 6 fois dans les mémes conditions : méme opérateur,

méme réactif, méme instrument, et au cours d’une méme série.

Le CV de chaque série pour les 3 jours est calculé par rapport a la relation suivante

CV (%) = Ecart type % 100
(%) = Moyenne des concentrations estimées

Le CV ne doit pas dépasser 15 % pour tous les niveaux de CQ (CQI, CQM, CQS), et 20 %
pour la LIQ.

Un minimum de 3 concentrations sur 5 doit correspondre aux criteres.
» Fidélité intermédiaire :
C’est I’analyse de la variabilité due au facteur jour.

Le CV est déterminé entre les concentrations estimées de CQ préparés en 3 jours
différents. Le CV est calculé, et il ne doit pas dépasser 15 % pour tous les niveaux de

concentration de CQ (CQI, CQM, CQS) et 20 % pour la LIQ.
Un minimum de 3 concentrations sur 5 doit correspondre aux critéres.
vii. Rendement :

Le rendement d'un analyte dans un dosage est la réaction du détecteur obtenue a partir
d'une quantité de 'analyte ajoutée et extraite de la matrice biologique, par rapport a la réaction

du détecteur pour obtenir la concentration réelle de 1'étalon pur

La détermination du rendement n’est pas applicable a cette méthode, car cette derniére ne

nécessite pas d’extraction.
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viii.  Stabilité:
La stabilit¢ d’une substance dans un fluide biologique est une fonction des conditions de

stockage, des propriétés chimiques de la substance, de la matrice et du récipient.
» Stabilité de congélation et de décongélation :

Pour chacune des séries, les concentrations sup€rieures et inférieures de contrdle qualité
ont été préparées puis dosées apres 3 cycles de congélation et de décongélation. Lors de
chaque cycle, les échantillons sont conservés a — 20°C pendant 18h, puis décongelés sans aide
sur la paillasse a température ambiante pendant 4h, ensuite recongelés pour un prochain cycle.

Le biais relatif est calcul¢ par rapport a la concentration théorique.
» Stabilité a court terme :

Les échantillons de controle qualité supérieur et inférieur sont préparés et congelés
pendant 4 jours, puis décongelés et laissés & température ambiante pendant 24h. Ils sont

dosés et le biais relatif est calculé par rapport a la concentration théorique.
» Stabilité a I’abri de la lumiére :

Les échantillons de contrdle qualité supérieur et inférieur sont préparés a I’abri de la
lumiere dans des tubes recouverts de papier aluminium, puis congelés pendant 4 jours et
décongelés pendant 24h a température ambiante. Ils sont dosés et le biais relatif est calculé

par rapport a la concentration théorique.
» Stabilité a long terme :

Les échantillons de contrdle qualité supérieur et inférieur sont préparés et congelés pendant
1 mois & une température de — 20 °C. IIs sont dos€s aprés décongélation et le biais relatif est

calculé par rapport a la concentration théorique.

Les concentrations des CQ mférieurs et supérieurs des 4 étapes de 1’étude de la stabilité

sont estimées par rapport a la courbe d’étalonnage établie le 1% jour.

Les échantillons de CQ inférieur et supérieur sont conservés aprés mélange avec la soude

(NaOH) pour les 4 étapes d’étude de la stabilité.
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V. Résultats et interprétation:

i.  Courbe d’étalonnage :

» Dosage du blanc :

Les valeurs de la DO obtenues suite au dosage du blanc des 3 séries pour les 3 jours sont

représentées dans le tableau VIL

Tableau VII : Valeurs de la DO du blanc des trois séries des trois jours.

. DO du blanc du DO du blanc du DO du blanc du
Série . . .
jour1 jour 2 jour 3
Série 1 0,010 0,006 0,011
Série 2 0,011 0,009 0,016
Série 3 0,010 0,010 0,011

> Limite inférieure de quantification :

Les résultats obtenus suite au calcul de ’interférence du blanc par rapport au Std 1 et au

Std 2 sont représentés dans les tableaux VIII, IX et X.

Tableau VIII : Interférence du blanc par rapport au Std 1 et au Std 2 du 17 jour.

Jour 1 DO du DO du DO du Interférence | Interférence Limites.
Std 1 Std 2 blanc blanc/ Std1 | blanc/ Std2 | d’acceptation
(%) (%) (%)
Série 1 0,041 0,063 0,010 24 15,84 20,00
Série 2 0,045 0,062 0,011 24 17,74 20,00
Série 3 0,038 0,069 0,010 26 14,49 20,00
Tableau IX : Interférence du blanc par rapport au Std 1 et au Std 2 du 2™ jour.
Jour 2 DO du DO du DO du Interférence | Interférence Limites.
Std 1 Std 2 blane blanc/ Std1 | blanc/ Std2 | d’acceptation
(%) (%) (%)
Série 1 0,031 0,072 0,006 19,35 8,33 20,00
Série 2 0,040 0,072 0,009 22,5 12,5 20,00
Série 3 0,034 0,074 0,010 29,41 13,51 20,00
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Tableau X : Interférence du blanc par rapport au Std 1 et au Std 2 du jour.
Interférence | Interférence Limites
Jour 3 DO du DO du DO du blanc/ Std1 | blanc/ Std2 | d’acceptation
Std 1 Std 2 blanc (%) (%) (%)
Série 1 0,031 0,074 0,011 35,48% 14,86% 20,00
Série 2 0,045 0,083 0,016 35,55% 19,27% 20,00
Série 3 0,050 0,081 0,011 22,00% 13,58% 20,00

L interférence du blanc par rapport au Standard 1 varie de 19,35 a 35,55%. Ces valeurs

sont supérieures a la limite d’acceptation qui est de 20%.

L’interférence du blanc par rapport au Standard 2 varie de 8,33 a4 19,27%. Ces valeurs sont

inférieures a la limite d’acceptation (20%).

D’aprés ces résultats, le standard 2 correspond le mieux aux criteres d’acceptation de la

LIQ, donc les courbes d’étalonnage sont réalisées avec une limite inférieure de quantification

repreésentée par le standard 2.

> Standards :

Les valeurs moyennes des DO obtenues lors du dosage des différents standards des trois

séries des trois jours sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau XI : Valeurs moyennes des DO des différents standards des trois séries des 3 jours.

Moyenne des DO Moyenne des DO Moyenne des DO
17 jour 2°™ jour 3™ jour
S théolr]ique Série | Série | Série | Série | Sirie | Série | Série | Série | Sirie
(ng/mi)
Std 1 3 0,041 | 0,045 {0,038 0,030 | 0,039 [ 0,034 | 0,031 | 0,045 | 0,049
Std 2 6 0,063 | 0,062 | 0,068 | 0,072 | 0,072 | 0,074 | 0,074 | 0,083 | 0,081
Std 3 9 0,118 | 0,128 | 0,123 | 0,109 | 0,106 | 0,092 | 0,106 | 0,120 | 0,102
Std 4 12 0,158 | 0,148 | 0,156 | 0,138 | 0,136 | 0,130 | 0,143 | 0,153 | 0,158
Std 5 18 0,234 | 0,219 {0,265 0,213 | 0,193 | 0,193 | 0,208 | 0,218 | 0,202
Std 6 24 0,301 | 0,296 {0,300 | 0,278 | 0,299 | 0,278 | 0,248 | 0,264 | 0,263
Std7 30 0,382 | 0,384 | 0,391 | 0,337 | 0,344 | 0,334 | 0,347 | 0,356 | 0,366

Les valeurs brutes des DO obtenues lors du dosage des différents standards des trois séries

des trois jours sont représentées dans les tableaux 1, 3 et 5 dans I’annexe A.
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Du fait que le standard 1 soit inférieur a la LIQ et que cette derniére soit fixée au standard

2, la courbe d’étalonnage est déterminée avec les 6 standards suivants :

Tableau XII: Concentrations des différents standards de la courbe d’étalonnage.

Standards Concentration (ng/ml)
Std 2 6
Std 3 9
Std 4 12
Std 5 18
Std 6 24
Std 7 30

Les courbes d’étalonnage des 3 séries des 3 jours sont représentés dans les figures (a), (b),

(¢), (d), (e), (D), (g), (h) et (1) dans I'annexe B.

Exemple d’une courbe d’étalonnage :

1
; Scattemplot: Concentration (ug/ml) vs. DO (Casewise MD deletion)
| DO =-,0039 +,01292 * Concentration {(ug/ml)
| Correlation: r= ,99815
L 0,40 —_——— —
‘ ,,/:—é””
5 0,35} . ’
030} P
I L
025 e
Q 020} 2T
0,15 e
| 7
010} Lt
0,05 =7 ]
0,00 . —
! 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Concentration (ug/ml) [‘v\ 95% confidence

Figure 7 : Courbe d’étalonnage de la série 1 du ler jour.
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ii.  Linéarité :
Les paramétres de la régression linéaire des différentes courbes d’étalonnage sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau XIII : Paramétres de la régression linéaire des courbes d’étalonnage des 3

séries des 3 jours.

Interception | Coefficient Limites
Jour | Série Pente (a) a Porigine de d’acceptation de
(b) corrélation R
1 0,01292 -0,0039 0,998
J"l‘" 2 0,01279 -0,0051 0,996
3 0,1305 0,00175 0,991
Jour 1 0,1115 0,00720 0,999
5 2 0,1172 -0,0017 0,993 0,980
3 0,1113 0,00065 0,997
Jour 1 0,1089 0,008 0,993
3 2 0,01085 0,02002 0,996
3 0,01145 0,00648 0,991

La fonction de chaque courbe est donnée par la relation suivante : DO =a.C +b.
Le coefficient de corrélation est supérieur a la limite d’acceptation.

Les résultats du biais relatif pour 1’étude de la linéarité des 3 séries des différents jours sont

représentés par les tableaux 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 et 19 dans 'annexe B.
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La moyenne des biais relatifs des 3 séries des 3 jours est représentée dans le tableau

suivant :

Tableau XIV : Moyenne des biais relatifs des 3 séries des trois jours pour I’étude de

la linéarité.

Standard Biais relatif moyen (%) d’atéz;)l:::ion
Série 1 Série 2 Série 3 (%)

std 2 14,56 13,43 14.96 20,00

std3 4,55 15,34 2.95 15,00

Jour stdd 4.64 0.46 1.50 15,00
1 std5 2.15 2.80 12.07 15,00
std6 1,56 1,80 4.99 15,00

std7 0,35 141 0,66 15,00

std 2 3.14 481 9.84 20,00

std3 11 2.42 0.51 15,00

Jour stdd 2.24 2,09 3.40 15,00
2 std5 2,54 7.87 5.98 15,00
std6 1.20 6.90 3.70 15,00

std7 1,31 1,68 0,06 15,00

std 2 0,01 2.23 7.99 20,00

std3 0,01 2.39 731 15,00

Jour std4 3,31 2,39 10,52 15,00
3 stds 2.03 137 5.13 15.00
std6 8.05 6.31 6.53 15.00

std7 3.87 3.12 4.66 15,00

Le biais relatif est inférieur a 20% pour la L1Q et inférieur & 15% pour les autres standards,

et plus de 75% des résultats (98%) correspondent aux critéres.

D’aprés ces résultats, la régression linéaire est significative et les valeurs du biais relatif
sont inférieures aux limites d’acceptation, donc la méthode est linéaire sur le domaine
6ug/ml- 30pg/ml.
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iii.  Spécificité :

La spécificité est estimée le

2éme

jour pour les trois séries. Le coefficient de variation de la

LIQ et I’interférence entre le blanc et la L1Q sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau XV : Résultats du CV et de I’interférence du blanc/LIQ pour I’étude de la

spécificité.
Coefficient de Interférence du Limites
variation des LIQ blanc/LIQ d’acceptation
~ (%) (%) (%)
‘g Série | Série | Série | Série | Série | Série
- 1 2 3 1 2 3
0,568 | 0,566 0 8,35 13,39 | 1441 20,00

Les résultats détaillés sont représentés par le tableau 20 et 21 dans I’annexe C.

Le CV de la LIQ des 3 séries du 2°™ jour sont inférieurs aux limites d’acceptation.

L’interférence du blanc par rapport a la LIQ ne dépasse pas les limites d’acceptation.

D’aprés ces résultats, on peut dire que ¢’est une méthode spécifique.

iv.  Sélectivité :

Le spectre d’absorption par balayage entre 400 et 600 nm pour les différentes substances

actives est représenté par la figure 8 :

0.302p T

Abs.

0.100p

-0.9. L

L

409,00 450.00

500.00
nm

550.00

600.00

Selectivite RP_Atenolol - |
] Setectvite RP_Blanc - Ra
Selectivhe RP_Esomepra:
Selectivite RP_Furosemid
Setectivte RP_HCTZ - Re
] fta RP_}
Selectivie RP_Naproxene
Selactiviie RP_Phe noired
Selectivite RP_Rouge de

Il

I

Figure 8 : Spectre d’absorption par balayage entre 400 et 600 nm.
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La mesure de I’absorbance des différentes molécules étudiées a 560 nm est représentée par

le tableau X VI:

Tableau XVI : Absorbance des différentes molécules étudiées a 560 nm.

Molécules Absorbance a 560 nm
Blanc 0,001
Rouge de phenol 0,273
Naproxene 0,000
Furosémide 0,000
Meétoprolol 0,000
Aténolol 0,000
Hydrochlorothiazide 0,001
Esoméprazole 0,000

La comparaison du spectre d’absorption du rouge de phénol avec les substances actives
testées n’a démontré aucune interférence entre 400 et 600 nm. Et seul le rouge de phénol

absorbe a la longueur d’onde de 560 nm.

D’aprés ces résultats, on peut conclure que la méthode est sélective par rapport aux 6

molécules testées.
v. Exactitude :

Le biais relatif de la LIQ et des différents niveaux des échantillons de contréle qualité des

3 séries des 3 jours est représenté dans le tableau XVIIL:

Tableau XVII ; Biais relatifs moyens des 3 séries des 3 jours.

Biais relatif moyen (%) Limites
Jour d’acceptation
Sériel Série 2 Série 3 (%)
LIQ 16,28 13,86 14,96 20,00
Jour1 CQIl 27,00 28,85 3,70 15,00
CQM 9,08 0,04 6,55 15,00
CQS 2,80 2,29 5,96 15,00
LIQ 3,13 4,66 9,83 20,00
Jour 2 CQI 0,18 13,80 5,84 15,00
CQOM 3,05 0,91 1,55 15,00
CQS 1142 1,11 0,12 15,00
LIQ 0,24 2,74 8,47 20,00
Jour 3 CQI 7,33 19,17 5,65 15,00
CQM 17,64 14,88 3,91 15,00
CQS 2,05 10,07 1,24 15,00
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Les résultats détaillés sont représentées dans les tableaux 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 et

30 dans P'annexe D.

Le biais relatif est inférieur 4 20% pour 1a LIQ et inférieur & 15% pour les trois niveaux de
controle qualité (CQI, CQM et le CQS). Avec plus de 60% des résultats (91%) correspondant

aux criteres d’acceptations.

D’aprés ces résultats, les valeurs du biais relatif sont inférieures aux limites d’acceptation

donc la méthode est exacte sur le domaine 6ug/ml- 30pg/ml.
vi.  Fidélité :
> Répétabilité :
Le coefficient de variation moyen de la L1Q et des différents niveaux de control qualité des

3 séries des 3 jours est représenté dans le tableau X VIII :

Tableau XVIII : Coefficient de variation moyen des 3 séries des 3 jours pour ’étude de la

répétabilité.
Coefficient de Variation (%) . leltes.
d’acceptation
Jour Séric | Série | Serie (%)
1 2 3

LIQ 1,63 1,79 2,05 20,00

Jour 1 CQI 1,08 0,44 0,00 15,00
CQM 1,14 0,76 0,28 15,00

CQsS 0,37 0,25 0,16 15,00

LIQ 0,63 0,55 0,00 20,00

Jour 2 CQI 0,97 2,94 0,00 15,00
CQM 0,31 0,31 0,86 15,00

CQS 0,00 0,18 0,26 15,00

LIQ 0,84 0,82 0,85 20,00

Jour 3 CQl 0,93 0,00 1,29 15,00
CQM 0,21 0,00 0,33 15,00

CQS 0,00 0,59 0,26 15,00

Les résultats détaillés sont représentées dans les tableaux 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 et

39 dans I’annexe E.

Le CV est inférieur a 20% pour la LIQ et inférieur a 15% pour les trois niveaux de contréle
qualité (CQI, CQM et le CQS). Avec plus de 60% des résultats (100%) correspondant aux

criteres.

D’apres ces résultats on conclut que la méthode est répétable dans le domaine 6-30pug/ml.
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» Fidélité intermédiaire :
Le coefficient de variation moyen de la LIQ et des différents niveaux de contrdle qualité

des 3 jours pour les 3 séries est représenté dans le tableau XIX :

Tableau XIX : Coefficient de variation moyen des 3 jours pour les 3 séries pour I’étude de

la fidélité intermédiaire.

CV (%) Limites
d’acceptation (%)
Série 1 Série 2 Série 3

LIQ J1
J2 7,7 8,89 13,79 15,00
I3

CQI J1
J2 12,61 6,32 6,22 20,00
J3

CQM J1
2 9,64 8,46 2,61 20,00
J3

CQS I
J2 7,83 6,98 3,28 20,00
I3

Les résultats détaillés sont représentées dans les tableaux 40, 41 et 42 dans I’annexe E.

Le CV est inférieur a 20% pour la LIQ et inférieur a 15% pour les trois niveaux de contrdle
qualité (CQI, CQM et le CQS). Avec plus de 60% des résultats (100%) correspondant aux

critéres.

D’aprés ces résultats on conclut que la méthode est fidéle dans le domaine 6 pg/ml -

30pg/ml.

Page 47




M

Etude expérimentale i

vii.  Stabilité :

~

> Stabilité de congélation/ décongélation :

Le biais relatif des échantillons de contrdle qualité inférieurs et supérieurs des 3 séries de

I’étude de la stabilité de congélation/décongélation est représenté dans le tableau XX :

Tableau XX : Biais relatif des trois séries pour I’étude de la stabilité de

congélation/décongélation.

CQ Biais relatif (%) Limite
Série 1 Série2 Série 3 | d’acceptation (%)

CQIl 27,52 33,87 51,72 15.00

CQs 51,47 29,45 44,13

Les résultats détaillés sont représentées dans les tableaux 43, 44 et 45 dans 'annexe F.
Le CV est supérieur a 15% pour les niveaux supérieur et inferieur de controle qualité.

D’apreés ces résultats, on conclut que les échantillons ne sont plus stables apres trois cycles

de congélation et de décongélation.
» Stabilité a court terme :

Le biais relatif des échantillons de controle qualité inférieur et supérieur des 3 séries

préparées pour la stabilité a court terme est représenté dans le tableau XXI :

Tableau XXI : Biais relatif des trois séries pour 1’étude de la stabilité a court terme.

.. ) Limite
latif (%
cQ Biais relatif (%) d’acceptation
Série 1 Série 2 Série 3 (%)
CQI 57,45 65,15 68,41
15,00
CQS 62,90 48,87 55,35

Les résultats détaillés sont représentées dans les tableaux 49, 50 et 51 dans I’annexe F.
Le CV est supérieur a 15% pour les niveaux supérieur et inferieur de contrdle qualité.

D’aprés ces résultats, on conclut que les échantillons ne sont pas stables apres une période

de décongélation de 24 heures sur paillasse.
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7 Stabilité a Pabri de la lumiére :

Le biais relatif des échantillons de contrdle qualité¢ inférieur et supérieur des 3 séries

préparées a I’abri de la lumiere est représenté dans le tableau XXII :

Tableau XXII : biais relatif des trois séries pour I’étude de la stabilité a [’abri de la

lumiére.
Biais relatif (%) Limite
cQ d’acceptation
Série 1 Série 2 Série 3 (%)
CQ1 55,73 5,03 54,45
CQs 65,23 52,04 46,44 13,00

Les résultats détaillés sont représentées dans les tableaux 46, 47 et 48 dans I’annexe F.
Le CV est supérieur & 15% pour les niveaux supérieur et inferieur de contrdle qualité.

D’aprés ces résultats, on conclut que les échantillons ne sont pas stables a température

ambiante apres 24 h méme & I’abri de la lumiere.
» Stabilité a long terme :

Le biais relatif des échantillons de contrdle qualité inférieur et supérieur des 3 séries

préparées pour la stabilité a long terme est représenté dans le tableau XXIII :

Tableau XXIII : Biais relatif des trois séries pour I’étude de la stabilité a long terme.

Biais relatif (%) Limite
CcQ d’acc(i})t)ation
Série 1 Série 2 Série 3 °
CQl 95,98 94,68 100,77
15,00
CQS 98,82 96,39 100,53

Les résultats détaillés sont représentées dans les tableaux 52, 53 et 54 dans I’annexe F.
Le CV est supérieur a 15% pour les niveaux supérieur et inférieur de contrdle qualité.

D’apres ces résultats, on conclut que les échantillons ne sont pas stables aprés une période

de conservation d’un mois a - 20 °C.
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VL.  Discussion :

La méthode a valider lors de notre travail est la méthode de dosage colorimétrique a 560

nm du rouge de phénol dans le perfusat intestinal de rat.

La technique s’est avérée linéaire sur le domaine 6-30 pg/mi, car le coefficient de
corrélation entre les valeurs attendues et les valeurs obtenues est de 0.99, et le biais relatif des

6 standards (de 0,01 a 14,96%) est inférieur aux limites d’acceptation.

Des études précédentes avec une méthode chromatographique avaient fourni des résultats
a peu pres similaires. L étude de Rajesh et al réalisée en 2007 par une méthode HPLC avait
démontrée également une excellente linéarité de la technique sur le domaine 2-200ug/ml, ce
dernier est beaucoup plus large que celui déterminé par notre ¢tude car la méthode de dosage
chromatographique est beaucoup plus sensible et plus développée que la méthode

colorimétrique. Mais la méthode colorimétrique reste plus accessible et plus facile a réaliser.

La méthode s’est avérée spécifique en présence des composants de la matrice, car les

valeurs du coefficient de variation calculées sont inférieures aux limites d’acceptation.

La sélectivité de la méthode a été aussi déterminée en présence de six autres substances
actives. Cependant, ce parametre doit €tre revérifié a chaque fois que le rouge de phénol soit
amené a étre utilis€ en présence d’autres substances actives lors de I’étude de la permeabilité

intestinale.

Dans 1’étude de Rajesh et al, la sélectivité et la spécificité a été estimée par une
détermination de la résolution chromatographique et la méthode s’est avérée spécifique et

sélective.

La méthode s’est avérée exacte étant donné que les biais des échantillons de CQ des

différents niveaux sont compris dans un intervalle inférieur aux limites d’acceptation.

Pour la fidélité, deux parametres, la répétabilité¢ (fidélit¢ intra-série) et la fidélité

intermédiatre (fidélité entre les jours) ont été Studiés.

La méthode s’est avérée bien répétable étant donné que le CV de la LIQ et des CQ

inferieur, moyen et supérieur est inférieur aux limites d’acceptation.

Dans I’étude de Rajesh et al, des résultats similaires ont été trouvés et la méthode par

HPLC s’est avérée exacte et fidéle.
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Pour la stabilité, les 3 cycles de congélation/ décongélation, la conservation a température
ambiante, a I’abri de la lumi€re et pendant un mois ont affecté les concentrations du rouge de

phénol dans les échantillons de contrdle qualité inférieur et supérieur.

Pour la stabilité¢ de congélation/décongélation, le CV varie de 27,52 a 51,72% pour le CQI

et de 29,45 a 51,47% pour les CQS, qui sont largement supérieurs aux limites d’acceptation.

L’étude de Rajesh et al réalisée par HPLC pour 5 cycles de congélation / décongélation a
fourni des résultats contraire a notre étude avec un CV inférieur aux limites d’acceptation

pour les échantillons de contrdle qualité inférieur et supérieur.

Pour la stabilité sur paillasse ou a I’abri de la lumiére, le CV des CQI et CQS est aussi
supérieur aux limites d’acceptation, contrairement aux résultats trouvés dans I’étude de

Rajesh et al.

Pour la stabilité a long terme, le CV varie de 95 a 100% pour le CQI et de 98 a 100% pour
le CQS, ce qui prouve que la solution de rouge de phénol a ét€ compleétement dégradée, alors
que dans I’étude de Rajesh et al la solution est restée stable aprés 1 mois de conservation a

—-20°C.

I1 est a signaler que la dégradation du rouge de phénol lors des différents essais de stabilité
peut étre due a ’ajout du NaoH et I’eau distillée avant la conservation. Car dans 1’étude de
Rajesh et al les échantillons ont été conservés avant tout traitement, ce qui est plus juste et qui

reproduit le traitement des échantillons lors d’une étude de la perméabilité intestinale.

Donc, il est important de revérifier la stabilit¢ du rouge de phénol a court terme, long
terme, a I’abri de la lumiére et apres congélation/ décongélation sans traitement des

échantillons par le NaOH avant la mise en stabilité.
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Conclusion

L’équivalence thérapeutique entre un médicament générique et un princeps peut €tre
étudiée par des essais in vivo ou bien par des essais in vitro. Les essais in vitro permettent de

comparer les profils de dissolution des médicaments administrés par voie orale.

L’utilisation des profils de dissolution est basée entre autres sur le systeme de classification
biopharmaceutique. Ce systéme classe les molécules selon leur solubilité et leur perméabilité

intestinale.

L étude de la perméabilité intestinale peut se faire avec la méthode in situ chez le rat, cette

méthode nécessite le dosage des médicaments dans le perfusét intestinal de rat.

Le dosage des médicaments dans le perfusat intestinal est associ¢ au dosage du rouge de
phénol qui est un biomarqueur. Le dosage du rouge de phénol va donc nous permettre de

corriger la concentration des médicaments dosés dans le perfusat intestinal chez le rat.

Notre étude expérimentale a permis de valider partiellement la méthode colorimétrique de

dosage du rouge de phénol dans le perfusat intestinal de rat.
La technique s’est avérée, linéaire, spécifique, sélective, exacte et fidele.

D’autre part, nous avons pu étudier I'effet des conditions de conservation sur les
concentrations de rouge de phénol dans les échantillons, ce qui nous a permis de conclure que

la conservation des solutions de rouge de phénol doit se faire sans 1’ajout de NaOH.

Donc, cette méthode est fiable et peut étre utilisée lors des études de la perméabilité
intestinale chez le rat sous réserve de déterminer les conditions de conservation des

échantillons.
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Annexe A :

Cette annexe regroupe les données brutes de la partie bioanalytique.

Tableau 1 : DO des standards des 3 séries du 1% jour.

Concentration

Jour 1 théorique Série 1 Série 2 Série 3

Standard| [ ] pg/ml DO DO DO
3 0,041 0,045 0,039

3 0,043 0,045 0,039

3 0,043 0,045 0,039

Stdl 3 0,040 0,045 0,035
3 0,042 0,044 0,038

3 0,039 0,043 0,039

6 0,061 0,061 0,069

6 0,063 0,061 0,068

6 0,063 0,062 0,068

Std2 6 0,063 0,064 0,066
6 0,064 0,063 0,070

6 0,064 0,063 0,069

9 0,117 0,127 0,122

Std3 9 0,118 0,129 0,123
9 0,118 0,127 0,123

12 0,159 0,147 0,154

Std4 12 0,158 0,148 0,158
12 0,158 0,148 0,156

18 0,233 0,217 0,265

StdS 18 0,235 0,220 0,265
18 0,233 0,219 0,265

24 0,302 0,295 0,299

Std6 24 0,301 0,296 0,299
24 0,301 0,298 0,300

30 0,380 0,382 0,390

Std7 30 0,385 0,385 0,391
30 0,382 0,385 0,391

fvesmaseris
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Tableau 2 : DO des échantillons de CQ des 3 séries du 1% jour.
Jourq |COnCentration) o 1 Série 2 Série 3
théorique

CQ [ 1 ug/ml DO DO DO
7.5 0,120 0,119 0,096
7,5 0,118 0,119 0,096
7,5 0,121 0,119 0,096
cot 7,5 0,118 0,118 0,096
7,5 0,120 0,118 0,096
7.5 0,118 0,118 0,096
15 0,204 0,188 0,185
15 0,205 0,185 0,184
15 0,209 0,185 0,184
coM 15 0,210 0,188 0,185
15 0,209 0,188 0,185
15 0,208 0,187 0,185
25,5 0,318 0,328 0,314
25,5 0,317 0,328 0,315
25,5 0,315 0,330 0,315
cQs 25,5 0,317 0,328 0,315
25,5 0,315 0,328 0,315
25,5 0,316 0,329 0,314
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Tableau 3 : DO des standards des 3 séries du 2°™ jour.
Concentration
Jour 2 théorique Série 1 Série 2 Série 3
Standard [ Jug/ml DO DO DO
3 0,028 0,039 0,033
3 0,028 0,039 0,033
3 0,029 0,040 0,033
Stdl 3 0,031 0,040 0,034
3 0,031 0,039 0,034
3 0,032 0,039 0,034
6 0,072 0,072 0,074
6 0,072 0,072 0,074
6 0,072 0,072 0,074
Std2 § 0,072 0,072 0,074
6 0,071 0,072 0,074
6 0,072 0,073 0,074
9 0,108 0,105 0,101
Std3 9 0,109 0,105 0,101
9 0,109 0,109 0,102
12 0,139 0,135 0,129
Std4 12 0,138 0,136 0,130
12 0,137 0,137 0,130
18 0,213 0,192 0,187
StdS 18 0,213 0,193 0,190
18 0,213 0,193 0,190
24 0,278 0,297 0,277
Std6 24 0,278 0,298 0,278
24 0,278 0,302 0,278
30 0,338 0,344 0,334
Std7 30 0,337 0,344 0,334
30 0,337 0,344 0,335
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Tableau 4 : DO des échantillons de CQ des 3 séries du 2°™ jour.

Jourz | Comeentration| o .04 Série 2 Série 3
théorique
CQ [ ] ng/ml DO DO DO
75 0,090 0.095 0,089
75 0,090 0,096 0,089
75 0,090 0.096 0,089
cQ 75 0,091 0.101 0,089
75 0.091 0.101 0,089
75 0,092 0.101 0,089
15 0.169 0.173 0.164
5 0.169 0.173 0,165
15 0.169 0.173 0,165
com 5 0.169 0.172 0,166
5 0.170 0.172 0.167
15 0.170 0.172 0.163
25,5 0.324 0.300 0.284
25,5 0,324 0.301 0.284
25.5 0.324 0.301 0.285
cQs 25.5 0324 0.300 0.285
255 0.324 0.301 0.285
255 0.324 0.300 0.286
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Tableau 5 : DO des standards des 3 séries du 3™ jour.
Concentration
Jour 3 théorique Série 1 Série 2 Série 3
Standard [ ]ng/ml DO DO DO

3 0,031 0,044 0,048

3 0,030 0,044 0,048

3 0,031 0,044 0,048

Stdl 3 0,031 0,044 0,050
3 0,031 0,046 0,050

3 0,029 0,046 0,050

6 0,074 0,083 0,080

6 0,073 0,084 0,081

6 0,073 0,084 0,081

Stdz 3 0,073 0,083 0,081
6 0,074 0,083 0,081

6 0,074 0,083 0,082

9 0,106 0,120 0,102

Std3 9 0,106 0,120 0,102
9 0,106 0,120 0,102

12 0,143 0,153 0,158

Std4 12 0,143 0,153 0,158
12 0,143 0,154 0,159

18 0,208 0,217 0,202

Stds 18 0,208 0,219 0,202
18 0,208 0,218 0,202

24 0,248 0,264 0,263

Stdé6 24 0,248 0,264 0,263
24 0,249 0,264 0,264

30 0,348 0,355 0,366

Std7 30 0,347 0,355 0,366
30 0,347 0,357 0,366
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Tableau 6 : DO des échantillons de CQ des 3 séries du 3°™ jour.
Jour3 | Comeentration | gLy Série 2 Série 3
théorique

CQ [ ] peg/ml DO DO DO
7,5 0,095 0,117 0,086

7,5 0,095 0,117 0,087

7,5 0,095 0,117 0,087

ca 7,5 0,096 0,117 0,088
7,5 0,096 0,117 0,088

7,5 0,097 0,117 0,089

15 0,200 0,207 0,171

15 0,200 0,207 0,171

15 0,200 0,207 0,172

coM 15 0,200 0,207 0,172
15 0,200 0,207 0,172

15 0,201 0,207 0,171

25,5 0,280 0,267 0,294

25,5 0,280 0,267 0,294

25,5 0,280 0,269 0,295

ces 25,5 0,280 0,270 0,295
25,5 0,280 0,270 0,295

25,5 0,280 0,270 0,296

Tableau 7 : DO des échantillons de CQ pour I’étude de la stabilité a court terme.

Concentration

. Seérie 1 Série 2 Série 3
théorique
CQ [ ] pg/ml DO DO DO
7.5 0,037 0,029 0,032
CQIl 7,5 0,038 0,028 0,033
7,5 0,037 0,028 0,033
25,5 0,118 0,163 0,152
CQS 25,5 0,119 0,161 0,149
25,5 0,118 0,161 0,150
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Tableau 8 : DO des échantillons de CQ pour I’étude de la stabilité a 1’abri de la lumiére.

Concentration| . -1 Série 2 Série 3
théorique

cQ [] pg /ml DO DO DO
75 0.039 0.086 0,047

CoI 75 0.038 0,086 0.046
75 0,040 0,086 0.046

255 0.108 0.150 0.181

CQS 355 0.112 0.152 0.180
355 0.112 0.152 0.179

Tableau 9 : DO des échantillons de CQ pour I’étude de la stabilité de congélation/

décongélation.
Concentration) ¢, e 1 Série 2 Série 3
théorique

CQ [ 1 pg/ml DO DO DO
7,5 0,065 0,057 0,049

CQ1 7,5 0,068 0,059 0,049
7,5 0,066 0,059 0,049

25,5 0,155 0,225 0,188

CQS 25,5 0,156 0,225 0,188
25,5 0,157 0,225 0,187

Tableau 10 : DO des échantillons de CQ pour I’étude de la stabilité & long terme.

Concentration) o, . Série 2 Série 3
théorique

CQ [ 1 pg/ml DO DO DO
75 0,000 0,000 0.001

CQI 75 0,000 0.000 0.001
75 0,000 0,000 0.001

755 0.000 0,000 0.000

CQs 255 0,000 0.000 0.000
255 0.000 0,000 0,000
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Annexe B :

Cette annexe regroupe les tableaux des résultats de 1’étude de la linéarité des trois séries

des trois jours avec les courbes d’étalonnage.

Tableau 11 : Résultats de la linéarité de la série 1 (Jy).

Concentration Concentration Limites
Standard théorique DO estimée Biais relatif (%) | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) (%)
6 0.061 5.023 16,27
: LIQ 6 0.063 5.178 13.69 20,00
6 0,063 5.178 13.69
] 9 0.117 9.357 397
Std 3 9 0.118 9.434 483 15,00
9 0.118 9,434 4.83
- 12 0.159 12,608 5.06
Std 4 12 0.158 12,530 4.42 15,00
12 0.158 12,530 4.42
18 0.233 18,335 1.86
Std S 18 0.235 18,490 2.72 13,00
18 0.233 18.335 1.86
24 0.302 23.676 1.34
Std 6 2 0.301 23.599 1.67 13,00
24 0,301 23.599 1.67
30 0.380 29.713 0.95
Std 7 30 0,385 30,100 0.33 15,00
30 0.382 79,868 0.43
- Scatterplot: Concentration (ug/ml)vs. DO (Casewise MD deletion)
DO =-0039 +,01292 * Concentration (tg/m!)
0.40 Co'rrelatic'm: r=‘,9981vs ] —
T
0,35 } o
_ 030} A i
0,25} e
— 8 oz20f /;':/,_,.a?"‘{‘ .
0,15 7
- 010} B #7
0,05 E’Z"%%ﬁ
- 0,00
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Congentration (ug/ml) [~ 95% confidence

Figure (a) : Courbe d’étalonnage de la série 1 du 1* jour.
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Tableau 12 : Résultats de la linéarit¢ de la série 2 (J;).

Concentration Concentration Limites
Standard théorique DO estimée Biais relatif (%) | d’acceptation
(pg/ml) (pg/ml) (%)
6 0,061 5,168 13,86
LIQ 6 0,061 5,168 13,86 20,00
6 0,062 5,246 12,56
9 0,127 10,328 14,75
Std 3 9 0.129 10,484 16,49 15,00
9 0,127 10,328 14,75
12 0,147 11,892 0,89
Std 4 12 0.148 11,970 0.24 15,00
12 0,148 11,970 0,24
18 0,217 17,365 3,52
Std S 18 0.22 17.599 2.2 15,00
18 0,219 17,521 2,65
24 0,295 23,463 2,23
Std 6 24 0.296 23,541 1.90 15,00
24 0,298 23,698 1,25
30 0,382 30,265 0,88
Std 7 30 0,385 30,500 1.66 15,00
30 0,385 30,500 1,66
Scatterplot: Concentration (ug/ml) vs. DO (Casewise MD deletion)
=-0051 + ,01279 * Concentration (pg/ml)
Correlation: r = 99626
0,40 — —
0,35} e -
0,30 } P
025} e
Q 020} s
015 ¢ ) =
010 ¢ " 4
0,05F e
0,00 . . " . . . . R R R
4 6 8 12 16 18 20 24 26 28 30 32
Concentration (ug/m!) [ .. 95% confidence

Figure (b) : Courbe d’étalonnage de la série 2 du 1¥ jour.
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Tableau 13 : Résultats de la linéarité de la série 3 (J,).
Concentration Concentration Limites
Standard théorique DO estimée Biais relatif (%) | d’acceptation

(ng/ml) (pg/mli) (%)
6 0,069 5,153 14,11

LIQ 6 0,068 5,076 15,38 20,00
6 0,068 5,076 15,38
9 0,122 9,214 2,38

Std 3 9 0.123 9.291 3.3 15,00
9 0,123 9,291 323
12 0,154 11,666 2,77

Std 4 12 0.158 11,973 0.22 15,00
12 0,156 11,819 1,50
18 0,265 20,172 12,00

Std S 18 0,265 20,172 12,06 15,00
18 0,265 20,172 12,06
24 0,299 22.777 5,09

Std 6 24 0.299 22.777 5.00 15,00
24 0,3 22.854 477
30 0,39 29,750 0,83

Std 7 30 0,391 29,827 0,57 15,00
30 0,391 29,827 0,57

DO

Scattemplot: Concentration (ug/ml) vs. DO

DO

0,45

(Casewise MD deletion)

=,00175 + ,01305 * Concentration (ug/ml)
Correlation: r= ,99177

0,40
035}
0,30
0,25}
0,20
0,15 ¢

0,10 L

0,05 £~

12 14

16 18 20 22

Concentration (ug/ml)

24 26 28 30

32

l""f\gs% confidence

Figure (¢) : Courbe d’étalonnage de la série 3 du 1% jour.
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Tableau 14 : Résultats de la linéarité de la série 1 (J).
Concentration Concentration Limites
Standard théorique DO estimée Biais relatif (%) | d’acceptation
(pg/ml) (pg/ml) (%)
6 0,072 5,811 3,13
LIQ 6 0,072 5,811 3,13 20,00
6 0,072 5,811 3,13
9 0,108 9,04 0,44
Std 3 9 0.109 9.130 1.44 15,00
9 0,109 9.130 1,44
12 0,139 11,820 1,49
Std 4 12 0.138 11,730 2.04 15,00
12 0,137 11,641 2,98
18 0,213 18,457 2,54
Std S 18 0.213 18,457 2.54 15,00
18 0,213 18,457 2,54
24 0,278 24,286 1,19
Std 6 24 0,278 24286 1,19 15,00
24 0,278 24,286 1,19
30 0,338 29,668 1,10
Std 7 30 0,337 20578 1.40 15,00
30 0,337 29,578 1,40
Scatterplot: Concentration (ug/ml) vs. DO (Casewise MD deletion)
DO =,00720 + ,01115 * Concentration (ug/ml)
Correlation: r = ,99933
0,36 : . — ——
0,34 | s
0,32 }
030 | e 1
028} 27 ]
0,26 } 4:‘/5 |
024} L~
022} e
2 o020} o
0,18 | el
0,16 | T
0,14 } y,g‘—"{
012}
0,10 } 2
008} 7
0,06 | %"
0,04 _ . . N . . "
4 6 8 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Concentration (ug/mi) L\ 95% confidence

Figure (d) : Courbe d’étalonnage de la série 1 du 2°™ jour.
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Tableau 15 : Résultats de la linéarité de la série 2 (J,).

Concentration Concentration Limites
Standard | théorique DO estimée Biais relatif (%) | d’acceptation
(ug/ml) (pg/ml) (%)
6 0,072 6,288 4.80
LIQ 6 0,072 6,288 4.80 20,00
6 0,072 6,288 4,80
9 0,105 9,104 1,15
Std 3 9 0.105 9.104 1.15 15,00
9 0,109 9.445 4,94
12 0,135 11,663 2,80
Std 4 12 0.136 11,749 2.0 15,00
12 0,137 11,831 1,37
18 0,192 16,527 8,18
Std S 18 0.193 16.612 7.70 15,00
18 0,193 16,612 7,70
24 0,297 25,486 6,19
Std 6 24 0,298 25,571 6,54 15,00
24 0,302 25,912 7,97
30 0,344 29,496 1,67
Std 7 30 0,344 29.496 1,67 15,00
30 0,344 29.496 1,67
Scatterplot: Concentration (ug/mi)vs DO (Casewise MD deletion)
DO =-0017 + ,01172 * Concentration (ug/ml)
Correlation: r = 99390
0,36 : e e ——
0,34 | R
0,32}
0,30 } o
0,28 } T
0,26 | -
0,24 | ~
0,22 |
Q 020} LS
0,18 } o
0,16 }
0,14 } e
0,12 } ‘
0,10 }
0,08 } ol
006}~~~ ]
0,04 &2 . —— e
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Concentration (ug/ml) l . 95% confidence

Figure (e) : Courbe d’étalonnage de la série 2 du 2™ jour.
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Tableau 16 : Résultats de la linéarité de la série 3 (J,).
Concentration Concentration Limites
Standard | théorique DO esfimée (ng/ml) Biais relatif (%) | d’acceptation
(ng/ml) (%)
6 0,074 6,590 9,83
L1Q 6 0,074 6,590 9,83 20,00
6 0,074 6.590 9,83
9 0,101 9,016 0,17
Std 3 9 0.101 9.016 0.17 15,00
9 0,102 9.106 1,17
12 0,129 11,531 3,90
Std 4 12 0.13 11,621 3.15 15,00
12 0,13 11,621 3,15
18 0,187 16,743 6,98
Std S 8 0.19 17.012 548 15,00
18 0,19 17,01 5,48
24 0,277 24 829 3,45
Std 6 24 0.278 24.919 3.82 15,00
24 0,278 24 919 3,82
30 0,334 29.950 0,16
Std 7 30 0.334 29,950 0.16 15,00
30 0,335 30,0404 0,13
Scatterplot: Concentration (ug/ml)vs. DO (Casewise MD deletion)
DO = ,65E-3 + 01113 * Concentration (ug/ml)
Cormelation: r=,99710
0,36 . . . . —
034} e
0,32} -
0,30 }
0,28} L
0,26} L
0,24 | <
0,22} .
Q o020}
0,18 P
016} -
0,14 } L i
0,12+ - P
010} s
0,08 | e
006} 7"
0,04 N - . N N .
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Concentration (ug/ml) l ™. 95% confidence

Figure (f) : Courbe d’étalonnage de la série 3 du 2°™ jour.
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Tableau 17: Résultats de la linéarité de la série 1 (J3).
Concentration Concentration Limites
Standard | théorique DO estimée Biais relatif (%) | d’acceptation
(ug/ml) (ug/ml) (%)
6 0,074 6,060 1,01
LIQ 6 0,073 5,968 0,52 20,00
6 0,073 5,968 0,52
9 0,106 8,999 0,01
Std 3 9 0,106 8.999 0,01 15,00
9 0,106 8,999 0,01
12 0,143 12,396 3,30
Std 4 12 0.143 12,396 3.30 15,00
12 0,143 12,396 3.30
18 0,208 18,365 2,03
Std S 18 0.208 18.365 2.03 15,00
18 0,208 18,365 2,03
24 0,248 22,038 8,17
Std 6 24 0,248 22,038 8,17 13,00
24 0,249 22,130 7,79
30 0,348 31,221 4,07
Std 7 30 0.347 31,129 3.76 15,00
30 0,347 31,129 3,76
Scatterplot: Concentration (ug/ml)vs DO {Casewise MD deletion)
DO =,00800 + ,01089 * Concentration {ug/ml)
Corelation: r = ,99378
0,36 — . — .
0,34 | -
0,32}
0,30 | R
0281 Lol
0,26 o
0,24 }
0,22 } 2
2 020} S
0,18} P '
0,16 } =
0,14 }
0,12 } L
010} T
co8f o7
0,06 F "7
0,04 &2 . . . \ . . , .
4 B8 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Concentration (ug/ml) I "~ 95% confidence

Figure (g) : Courbe d’étalonnage de la série 1 du 3°™ jour.
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Tableau 18: Résultats de la linéarité de la série 2 (J3).
Concentration Concentration Limites
Standard théorique DO estimée Déviation (%) | d’acceptation

(pg/ml) (ug/ml) (%)
6 0,083 5,804 3,25

LIQ 6 0,084 5,896 1,72 20,00
6 0,084 5,896 1,72
9 0,12 9,214 2,38

Std 3 9 0.12 9.214 2.38 15,00
9 0,12 9214 2,38
12 0,153 12,256 2,13

Std 4 12 0.153 12,256 2.13 15,00
12 0,154 12,348 2,90
18 0,217 18,154 0,86

Std S 18 0.219 18.339 .88 13,00
18 0,218 18,247 1,37
24 0,264 22,486 6,30

Std 6 24 0.264 22.486 6.30 13,00
24 0,264 22.486 6,30
30 0,355 30,873 2,91

Std 7 30 0.355 30.873 2.91 15,00
30 0,357 31,058 3,52

DO

Scatterplot: Concentration (ug/ml)vs DO

DO

(Casewise MD deletion)
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Figure (h) : Courbe d’étalonnage de la série 2 du 3°™ jour.
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Tableau 19: Résultats de la linéarité de la série 3 (J3).
Concentration Concentration Limites
Standard théorique DO estimée Biais relatif (%) | d’acceptation
(ug/ml) (ug/ml) (%)
LIQ 6 0,08 6,420 7,01
6 0,081 6,508 8,47 20,00
6 0,081 6,502 8,47
9 0,102 8,342 7,30
Std 3 9 0.102 8342 730 15,00
9 0,102 8,342 7,30
12 0,158 13,233 10,27
Std 4 12 0.158 13,233 10,27 15,00
12 0,159 13,320 11,00
18 0,202 17,075 5,13
Std S 18 0.202 17,075 5.13 15,00
18 0,202 17,075 5,13
24 0,263 22,403 6,65
Std 6 24 0.263 22403 6.65 15,00
24 0,264 22.490 6,28
30 0,366 31,399 4,66
Std 7 30 0.366 31399 4,66 15,00
30 0,366 31,399 4,66
Scatterplot: Concentration (ug/mi)vs DO (Casewise MD deletion)
DO = ,00648 + ,01145 * Concentration {ug/mt)
Correlation: r=,99131
0,40 ——
035} / , -
0,30 |
0,25 |
3 v
0,20 | =
0,15 | o
0,05 S - . .
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Concentration (ug/mi) l “+._95% confidence

Figure (i) : Courbe d’étalonnage de la série 3 du 3°™ jour.
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Annexe C :

Cette annexe regroupe les tableaux des résultats de Pétude de la spécificité pour les trois

séries au cours du 2™ jour.

Tableau 20: Résultats du coefficient de variation des LIQ (J,).

Limites
Jour Coefficient de d’acceptation
5 Moyenne des DO Ecart type Variation (%) (%)
Série | Série | Série | Série | Série | Série | Série | Séric Série
1 2 3 1 2 3 1 2 3
LIQ 20,00
0,072 1 0,072| 0,074 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,56 | 056 | 0,00
Tableau 21: Résultats de I’interférence du blanc/LI1Q (J>).
Limite
Moyenne des DO Movenne des blancs Interférence d’acceptation
o de la LIQ y Blanc/LIQ (%)
Lol
E Série | Série | Série | Série Série | Série | Série | Série | Série
1 2 3 1 2 3 1 2 3
20,00
0,072 1 0,072 1 0,074 | 0,006 | 0,010 | 0,011 8,35 | 13,39 14,41
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Annexe D :

Cette annexe regroupe les tableaux des résultats de I’étude de I’exactitude des trois séries

des trois jours.

Tableau 22 : Résultats de ’exactitude de la série 1 (J)).

Concentration Concentration Moyenne fies Biais Limites
CQ théorique DO estimée con:;:;gzgons relatif | d’acceptation
(png/ml) (ng/mb) (ug/ml) (%) (%)
6 0,061 5,023
6 0,063 5,178
6 0,063 5,178
LIQ 3 0.063 5178 5,178 13,69 20,00
6 0,064 5,255
6 0,064 5,255
7.5 0,12 9,589
7,5 0,118 9,434
7.5 0,121 9,667
CQI 73 0118 0434 9,525 27,00 15,00
7,5 0,12 9,589
7.5 0,118 9,434
15 0,204 16,091
15 0,205 16,168
15 0,209 16,478 9,08
CcCOM G 021 16,555 16,362 15,00
15 0,209 16,478
15 0,208 16,400
25,5 0,318 24914
25,5 0,317 24,837
25,5 0,315 24,682
CQSs 255 0317 74.837 24,785 2,80 15,00
25,5 0,315 24,682
25,5 0,316 24,760
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Tableau 23 : Résultats de I’exactitude de la série? (J;).

Moyenne des

Concentration Concentration . Biais Limites
CQ théorique DO estimée con:;rilltl:'zet;ons relatif | d’acceptation

(pg/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
6 0,061 5,168
6 0,061 5,168
6 0,062 5,246

LIQ 5 0.064 5.402 5,272 12,12 20,00
6 0,063 5,324
6 0,063 5,324
7.5 0,119 9,702
7.5 0,119 9,702
7.5 0,119 9,702

CQI 75 0118 9,604 9,663 28,85 15,00
7.5 0,118 9,624
7.5 0,118 9,624
15 0,188 15,097
15 0,185 14,863
15 0,185 14,863

CcCQM T 0.188 15.007 15,006 0,04 15,00
15 0,188 15,097
15 0,187 15,019
25,5 0,328 26,043
25,5 0,328 26,043
255 0,33 26,200

CQS 355 0,328 76,043 26,082 2,28 15,00
25,5 0,328 26,043
25,5 0,329 26,121
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Tableau 24: Résultats de ’exactitude de la série 3 (J;).

Concentration Concentration Moyenne fles Biais Limites
CQ théorique DO estimée con:setlil;:z;;ons relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) ey | P (%)
6 0,069 5,153
6 0,068 5,076
6 0,068 5,076
LIQ G 0.066 1973 5,102 14,96 20,00
6 0,07 5,229
6 0,069 5,153
7,5 0,096 7,222
7,5 0,096 7,222
7,5 0,096 7,222
CQI 75 0.096 7223 7,222 3,70 15,00
7,5 0,096 7,222
7,5 0,096 7,222
15 0,185 14,042
15 0,184 13,965
15 0,184 13,965
CQOM T 0.185 14.042 14,016 6,55 15,00
15 0,185 14,042
15 0,185 14,042
255 0,314 23,927
25,5 0,315 24,003
25,5 0,315 24,003
CQS 255 0315 54,003 23,978 5,96 15,00
25,5 0,315 24,003
255 0,314 23,927
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Tableau 25 : Résultats de ’exactitude de la série 1 (J,).

Concentration Concentration Moyenne fles Biais Limites
CQ théorique DO estimée con:setlill;rzet;ons relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
6 0,072 5,811
6 0,072 5,811
6 0,072 5,811
L1Q 6 0,072 5,811 >.8116 3,13 20,00
6 0,071 5,720
6 0,072 5,811
7,5 0,09 7,426
7,5 0,09 7,426
7.5 0,09 7,426
ca 75 0,091 7.515 7,485 0,18 15,00
75 0,091 7,515
75 0,092 7,605
15 0,169 14,511
15 0,169 14,511
5 0,169 14,511
cem T 0.169 2511 14,541 3,05 15,00
15 0,17 14,600
15 0,17 14,600
25,5 0324 | 28412
25,5 0324 | 28412
25,5 0324 | 28412
ces 255 0324 | 28412 28,412 11,42 15,00
25,5 0324 | 28412
25,5 0324 | 28412
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Tableau 26 : Résultats de I’exactitude de la série 2 (J,).

Concentration Concentration| Moyenne des Biais Limites
CQ théorique DO estimée concentrations | relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) estimées (ug/ml) | (%) (%)
6 0,072 6,288
6 0,072 6,288
6 0,072 6,288
LIQ 5 0.072 6.288 6,302 4,66 20,00
6 0,072 6,288
6 0,073 6,373
7.5 0,095 8,250
7.5 0,096 8,336
7.5 0,096 8,336
CQI 75 0.101 8.762 8,535 13,80 15,00
7,5 0,101 8,762
7,5 0,101 8,762
15 0,173 14,906
15 0,173 14,906
15 0,173 14,906
CcCQM 15 0.172 14.820 14,863 091 15,00
15 0,172 14,820
15 0,172 14,820
25,5 0,3 25,742
25,5 0,301 25,827
25,5 0,301 25,827
CQS 755 03 25.742 25,784 1,11 15,00
25,5 0,301 25,827
25,5 0,3 25,742
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Tableau 27 : Résultats de ’exactitude de la série 3 (J).
Concentration Concentration Moyenne fies Biais Limites
CQ théorique DO estimée con:setl;ltnrzgons relatif |d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) ey | P (%)
6 0,074 6,590
6 0,074 6,590
6 0,074 6,590
LIQ 5 0.074 6.590 6,590 9,83 20,00
6 0,074 6,590
6 0,074 6,590
7,5 0,089 7,938
7,5 0,089 7,938
7,5 0,089 7,938
CQI 75 0.089 7.938 7,938 5,84 15,00
7,5 0,089 7,938
7,5 0,089 7,938
15 0,164 14,6765
15 0,165 14,766
15 0,165 14,766
COM 15 0.166 12.856 14,766 1,55 15,00
15 0,167 14,946
15 0,163 14,586
25,5 0,284 25,458
25,5 0,284 25,458
25,5 0,285 25,548
CcQs 253 0.285 75,548 25,533 0,12 15,00
255 0,285 25,548
25,5 0,286 25,637
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Tableau 28: Résultats de ’exactitude de la série 1 (J3).

Concentration Concentration c?)lnoc)c; ::::tgfss Biais Limites
cQ théorique DO estimée estimées re‘l)atif d’acceoptatlon

(ug/ml) (p'g/ml) (p_g/ml) ( A ) ( % )
6 0,074 6,060
6 0,073 5,968
6 0,073 5,968

1 6 0,073 5,968 6,014 0,24 20,00
6 0,074 6,060
6 0,074 6,060
7,5 0,095 7,988
7.5 0,095 7,988
7.5 0,095 7.988

el 7.5 0,096 8,080 8,050 7,33 15,00
7,5 0,096 8,080
7,5 0,097 8,1726
15 0,2 17.630
15 0,2 17,630
15 0,2 17,630

com 15 0,2 17,630 17,646 17,64 15,00
15 0,2 17,630
15 0,201 17,722
25,5 0,28 24,977
25,5 0,28 24,977
25,5 0,28 24,977

Qs 25,5 0,28 24977 24,977 2,05 15,00
25,5 0,28 24,977
25,5 0,28 24,977
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Tableau 29: Résultats de ’exactitude de la série 2 (J3).

Concentration Concentration Moyenne des Biais Limites
CQ théorique DO estimée conecsetll.llt;‘z;;ons relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) g/ (%) (%)
6 0,083 5,804
6 0,084 5,896
6 0,084 5,896
LIQ 6 0.083 5.804 5,835 2,74 20,00
6 0,083 5,804
6 0,083 5,804
7.5 0,117 8,938
7,5 0,117 8,938
7.5 0,117 8,938
CQIl 75 0117 8,933 8,938 19,17 15,00
7.5 0,117 8,932
7.5 0,117 8,938
15 0,207 17,233
15 0,207 17,233
15 0,207 17,233
CQM T 0.207 17.233 17,233 14,88 15,00
15 0,207 17,233
15 0,207 17,233
25,5 0,267 22,763
25,5 0,267 22,763
25,5 0,269 22,947
CQS 753 0.27 53.039 22,932 10,07 15,00
25,5 0,27 23,039
25,5 0,27 23,039
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Tableau 30: Résultats de I’exactitude de la série 3 (J3).

Moyenne des

Concentration Concentration concentrations Biais Limites.
CcQ théorique DO estimée estimées re(l)atif d ’acceoptatlon

(ng/ml) (ng/ml) ng/ta) (%) (%)
6 0,08 6,420
6 0,081 6,508
6 0,081 6,508

LIQ 6 0.081 6.508 6,508 8,47 20,00
6 0,081 6,508
6 0,082 6,595
7.5 0,086 6,944
7,5 0,087 7,032
7.5 0,087 7,032

CQIl 75 0.088 7119 7,075 5,65 15,00
7,5 0,088 7,119
7.5 0,089 7,206
15 0,171 14,368
15 0,171 14,368
15 0,172 14,455

COM 15 0172 14.455 14,412 3,91 15,00
15 0,172 14,455
15 0,171 14,368
25,5 0,294 25,110
25,5 0,294 25,110
25,5 0,295 25,198

CQS 255 0.295 75.198 25,183 1,24 15,00
25,5 0,295 25,198
25,5 0,296 25,285
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Annexe E :

Cette annexe regroupe les tableaux des résultats de 1’étude de la fidélité des trois séries des

trois jours.

Résultats de la répétabilité :

Tableau 31: Résultats de la répétabilité de la série 1 (J)).

Concentration Concentration Moyenne fies Limites
CQ | théorique DO estimée | comeentrations | Ecart (;:V d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) estimées | type | (%) %)
(pg/ml)
6 0,061 5,023
6 0,063 5,178
6 0,063 5,178
LiQ 6 0,063 5,178 5,178 0,08 | 1,63 20,00
6 0,064 5255
6 0,064 5,255
7.5 0,12 9,589
7,5 0,118 9,434
7.5 0,121 9.667
ca 7,5 0,118 9.434 9,525 0,10 { 1,08 15,00
7,5 0,12 9,589
7,5 0,118 9.434
15 0,204 16,091
15 0,205 16,168
15 0,209 16,478
com 15 021 16,555 16,362 1 0,18 | 1,14 15,00
15 0,209 16,478
15 0,208 16,400
25,5 0,318 24914
25,5 0,317 24 837
25,5 0,315 24,682
cQs 355 0317 | 24857 24785 | 0,09 | 037 15,00
25,5 0,315 24,682
25.5 0,316 24,760
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Tableau 32: Résultats de la répétabilité de la série 2 (J).

Conc’ent.ration Concefltr'a tion clt\)/{loc);l:rl'l:t?oelfs Ecart | CV Limites.
€Q theorique DO estimee imé o, |d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) estimées | type | (%) %)
(ng/mb)
6 0,061 5,168
6 0,061 5,168
6 0,062 5,246
HQ 6 0,064 5,402 3272 0,09 1 179 20,00
6 0,063 5,324
6 0,063 5,324
7,5 0,119 9,702
7.5 0,119 9.702
7,5 0,119 9,702
cat 7,5 0,118 9,624 9,663 0,04 | 0,44 15,00
7,5 0,118 9,624
7,5 0,118 9,624
15 0,188 15,097
15 0,185 14,863
15 0,185 14,863
oM T s T 15097 15,006 0.11 | 076 | 15,00
15 0,188 15,097
15 0,187 15,019
25,5 0,328 26,043
25,5 0,328 26,043
25,5 0,33 26,200
cQs 25,5 0,328 26,043 26,082 0,06 | 0,25 15,00
25,5 0,328 26,043
25,5 0,329 26,121




Annexes

AR

Tableau 33: Résultats de la répétabilité de la série3 (J;).

Concentration Concentration | MLoyenne des Limites
CQ | théorique | DO | estimée |concentrations) Ecart| CV g, 0 obtation
(ng/ml) (ng/ml) estimées type | (%) %)
(ng/mb)
6 0,069 5,153
6 0,068 5,076
6 0,068 5,076
L1Q 6 0,066 4923 5,102 0,10 | 2,05 20,00
6 0,07 5,229
6 0,069 5,153
7,5 0,096 7,222
7,5 0,096 7,222
7,5 0,096 7,222
ca 73 0,096 | 7222 7222 | 000 | 0,00| 1500
7,5 0,096 7,222
7.5 0,096 7,222
15 0,185 14,042
15 0,184 13,965
15 0,184 13,965
coM G 0185 | 14.042 14,016 0,03 | 028 15,00
15 0,185 14,042
15 0,185 14,042
25,5 0314 | 23,927
25,5 0,315 | 24,003
25,5 0315 | 24,003
ces 255 0315 | 24,003 23978 | 0,03 | 0,16 | 15,00
25,5 0315 | 24,003
25,5 0314 | 23,927
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Tableau 34: Résultats de la répétabilité de la sériel (J,).

Concentration Concentration Moyennefles Limites
cQ théorique DO estimée concel}trfltlons Ecart (03V d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) estimées | type | (%) |° " 5/
(ng/ml)
6 0,072 5,811
6 0,072 5,811
6 0,072 5,811
HQ 6 0,072 5,811 3811 0,03 | 0,63 | 20,00
6 0,071 5,721
6 0,072 5,811
7,5 0,09 7,426
7,5 0,09 7,426
7,5 0,09 7,426
ca 7,5 0,091 7,515 7,485 0,07 | 0,97 15,00
7.5 0,091 7,515
7,5 0,092 7,605
15 0,169 14,511
15 0,169 14,511
15 0,169 14,511
com 15 0.169 14511 14,541 0,04 | 0,31 15,00
15 0,17 14,600
15 0,17 14,600
25,5 0,324 28,412
25,5 0,324 28,412
25,5 0,324 28,412
cQs 255 0324 | 28412 28,412 0 |0 15,00
25,5 0,324 28,412
25,5 0,324 28,412
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Tableau 35: Résultats de la répétabilité de la série 2 (J,).

Moyenne des

Concentration Concentration . Limites
.. ., concentrations | Ecart | CV | | .
CQ théorique DO estimée . o d’acceptation
(ug/ml) (ugmi) | Somes | e OOy
(ng/mi)

6 0,072 6,288
6 0,072 6,288
6 0,072 6,288

LIQ 6 0.072 6288 6,303 0,03 | 0,55 20,00
6 0,072 6,288
6 0,073 6,374
7,5 0,095 8,251
7.5 0,096 8,336
7,5 0,096 8,336

CQl 73 0.101 2763 8,535 0,25 |2,94 15,00
7,5 0,101 8,763
7.5 0,101 8,763
15 0,173 14,906
15 0,173 14,906
15 0,173 14,906

1600\ T 0172 14821 14,863 0,05 | 0,31 15,00
15 0,172 14,821
15 0,172 14,821
25,5 0,3 25,742
25,5 0,301 25,828
25,5 0,301 25,828

CQS 753 03 35747 25,785 0,05 (0,18 15,00
25,5 0,301 25,828
25,5 0,3 25,742
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Tableau 36: Résultats de la répétabilité de la série 3 (J,).

Conc'enﬁration Conceptr’ation cﬁtﬁi‘:::t?:;s Ecart | CV ’ Limites'
CQ théorique DO estimée ., o d’acceptation
(ug/m}) mgmd | G| YR OO
(ng/ml)
6 0,074 6,590
6 0,074 6,590
6 0,074 6,590
LIQ 6 0.074 6.590 6,590 0 0 20,00
6 0,074 6,590
6 0,074 6,590
7,5 0,089 7,938
7.5 0,089 7,938
7,5 0,089 7,938
CQI 73 0.089 7938 7,938 0 0 15,00
7,5 0,089 7,938
7,5 0,089 7,938
15 0,164 14,677
15 0,165 14,766
15 0,165 14,766
CQM 15 0.166 14.856 14,766 0,13 | 0,86 15,00
15 0,167 14,946
15 0,163 14,587
25,5 0,284 25,458
25,5 0,284 25,458
25,5 0,285 25,548
CQS 755 0.285 75,548 25,533 0,07 | 0,26 15,00
25,5 0,285 25,548
25,5 0,286 25,638
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Tableau 37: Résultats de la répétabilité de la série 1 (J3).

Concentration Concentration | Moyenne des Limites
CQ théorique DO estimée concer}trs;ltlons Ecart (‘SV d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) estimees type | (%) (%)
(ug/ml)
6 0,074 6,061
6 0,073 5,969
6 0,073 5,969
LIQ 3 o3| 5969 6,015 005 |0.84| 20,00
6 0,074 6,061
6 0,074 6,061
7,5 0,095 7,989
7,5 0,095 7,989
7,5 0,095 7,989
cat 7,5 0,096 8,081 8,050 0,07 | 0,93 15,00
7,5 0,096 8,081
7,5 0,097 8,173
15 0,2 17,631
15 0,2 17,631
15 0,2 17,631
ceM 15 0,2 17,631 17,646 0,04 | 0,21 15,00
15 0,2 17,631
15 0,201 17,723
25,5 0,28 24,977
25,5 0,28 24,977
25,5 0,28 24,977
cQs 25,5 0,28 24,977 24,977 0,00 | 0,00 15,00
25,5 0,28 24,977
25,5 0,28 24,977
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Tableau 38: Résultats de la répétabilité de la série 2 (J3).

Conc’ent.ration Conce{m"a tion clt\:loc):::::t?oess Ecart | CV | , Limi tes
CQ théorique DO estimée - - ' | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) estimées | type | (%) | (op)
(pg/ml)
6 0,083 5,805
6 0,084 5,897
6 0,084 5,897
LIQ ; 0.083 5,305 5,835 0,05 |0,82 20,00
6 0,083 5,805
6 0,083 5,805
7,5 0,117 8938
75 0.117 8938
7.5 0.117 8,938
cat 73 0117 3038 8,938 0,00 | 0,00 15,00
75 0.117 8.938
7,5 0.117 8938
15 0.207 17,233
15 0,207 17,233
15 0.207 17,233
coMm T 0.207 5253 17,233 0,00 | 0,00 15,00
15 0,207 17,233
15 0,207 17,233
25,5 0267 22,763
25,5 0267 22,763
25,5 0269 | 22,947
CQs 355 027 73,040 22,932 0,14 | 0,59 15,00
25.5 0.27 23,040
25.5 0.27 23,040
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Tableau 39: Résultats de la répétabilité de la série3 (J;).

Concentration Concentration Moyennefies Limites
CcQ théorique DO estimée concentrations | Ecart SV d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) estimees type | (%) (%)
(ng/ml)
6 0,08 6,421
6 0,081 6,508
6 0,081 6,508
LIQ 3 0.081 6,508 6,508 0,06 | 0,85 20,00
6 0,081 6,508
6 0,082 6,596
7.5 0,086 6,945
75 0,087 7.032
75 0,087 7.032
CQ1 73 0,083 7130 7,076 0,09 | 1,29 15,00
75 0,088 7.120
7,5 0,089 7.207
15 0,171 14,369
15 0,171 14,369
5 0,172 14,456
com T 017 12,456 14,412 0,05 |0,33 15,00
15 0,172 14,456
15 0,171 14,369
255 0,294 25111
25,5 0,294 25,111
25.5 0,295 25.198
cQs 25,5 0295 | 25.198 25,184 0,07 10,26 | 15,00
25,5 0,295 25,198
255 0.296 25,286
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s Résultats de la fidélité intermédiaire :

Tableau 40: Résultats de la fidélité intermédiaire de la série 1.

Concentration . Limites
CQ théorique DO Conceptr'a tion Moyenne Ecart CO/V d’acceptation
(ug/ml) estimée type | (%) (%)
J1 6 0,063 5,178
LIQ | )2 6 0,072 5,812 5,668 044 | 7,70 20,00
I3 6 0,074 6,015
J1 7.5 0,119 9,525
CQI | 12 7,5 0,091 7,486 8,354 1,05 | 12,61 15,00
J3 7,5 0,095 8,050
J 15 0,208 16,362
CQM | 12 15 0,169 14,541 16,183 1,56 | 9,64 15,00
I3 15 0,200 17,646
J1 25,5 0,316 24,786
CQS | 12 25,5 0,324 28,413 26,058 2,04 7.83 15,00
3 25,5 0,280 24,977
Tableau 41: Résultats de la fidélité intermédiaire de la série 2.
Concentration . Limites
CQ théorique DO Conceptr’atlon Moyenne Ecart (E/V d’acceptation
(ug/ml) estimée type | (%) (%)
n 6 0,062 5,272
LIQ | 12 6 0,072 6,303 5,803 0,52 | 8,89 20,00
I3 6 0,074 5,835
J 7,5 0,119 9,664
CQl | 12 7.5 0,098 8,535 9.046 0,57 | 6,32 15,00
3 7.5 0,096 8,938
1 15 0,187 15,007
COM | 12 15 0,173 14,863 15,701 1,33 | 8,46 15,00
J3 15 0,200 17,233
1 25,5 0,329 26,083
CQs | 12 25,5 0,301 25,785 24,933 1,74 | 6,98 15,00
I3 25,5 0,280 22,932
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Tableau 42: Résultats de la fidélité intermédiaire de la série 3.
Concentration . Limites
CQ théorique DO COllC?ltl”a tion Moyenne Iicart (S/V d’acceptation
(ug/ml) estimée ype | (%) (%)
n 6 0,068 5,102
LIQ | J2 6 0,074 6,590 6,067 0,84 | 13,79 20,00
I3 6 0,081 6,508
I 7,5 0,096 7,222
CcQI | 12 7.5 0,089 7,938 7,412 0,46 | 6,22 15,00
J3 7.5 0,088 7,076
J1 15 0,185 14,017
CQM | J2 15 0,165 14,766 14,398 0,38 | 2,61 15,00
I3 15 0,172 14,412
N 25,5 0,315 23,978
CcQs | 12 25,5 0,285 25,533 24,898 0,82 | 328 15,00
J3 25,5 0,295 25,184
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Annexe F :

Cette annexe regroupe les résultats de 1’étude de la stabilité des trois séries.

Stabilité de congélation/ décongélation :

Tableau 43 : Résultats de la stabilité de congélation/décongélation de la série 1.

Concentration Concentration Moyenne fles Biais Limites
CQ théorique DO estimée conecsi?;f?;lons relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) wgml) | (%)

7,5 0,065 5,333
CcqQl 7.5 0,068 5,565 5,436 27,52 15,00

7,5 0,066 5,410

25,5 0,155 12,299
CQS 25,5 0,156 12,376 12,376 51,47 15,00

25.5 0,157 12,454

Tableau 44 : Résultats de la stabilité¢ de congélation/décongélation de la série 2.

Concentration Concentration c?:}?;i‘;::tiess Biai§ Limites.
CQ théorique DO estimée estimées re(l)atlf d’acc:e)ptatlon
(ng/ml) (ng/ml) o | () (%)
7.5 0,057 4.855
CQl 7.5 0,059 5,012 4,960 33,87 15,00
7.5 0,059 5,012
255 0,225 17,991
CQS 25,5 0,225 17,991 17,991 29,45 15,00
25,5 0,225 17,991

Tableau 45 : Résultats de la stabilité de congélation/décongélation de la série 3.

Moyenne des

Concentration Concentration . Biais Limites
CQ théorique DO estimée conceEtrzftlons relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) gl | O (%)

7,5 0,049 3,621
CQIl 7.5 0,049 3,621 3,621 51,72 15,00

7.5 0,049 3,621

25,5 0,188 14,272
CQS 25,5 0,187 14,195 14,246 44,13 15,00

25,5 0,188 14,272
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Stabilité a ’abri de la lumiére :

Tableau 46 : Résultats de la stabilité a Pabri de la lumiére de la série 1.

Concentration Concentration Moyenne fies Biais Limites
CQ théorique DO estimée concil'ltrs;ntlons relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) wamy | (%)
7.5 0,039 3,320
CQIl 7.5 0,038 3,243 3,320 55,73 15,00
7.5 0,040 3,398
25,5 0,108 8,661
CQS 255 0,112 8,971 8,867 65,23 15,00
25,5 0,112 8,971
Tableau 47 : Résultats de la stabilité a I’abri de la lumiére de la série 2.
Concentration Concentration Moyenne fies Biais Limites
CQ théorique DO estimée concil'ltrs;ntlons relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) gy | (%)
7.5 0,086 7,123
CQI 7.5 0,086 7,123 7,123 5,03 15,00
7,5 0,086 7,123
255 0,150 12,127
CQs 25,5 0,152 12,283 12,231 52,04 15,00
255 0,152 12,283
Tableau 48 : Résultats de la stabilité a I’abri de la lumiére de la série 3.
Concentration Concentration Moyenne fies Biais Limites
CQ théorique DO estimée con:;r;gz;;ons relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) agm) | P (%)
7,5 0,047 3,467
CQI 7.5 0,046 3,391 3416 54,45 15,00
7,5 0,046 3,391
255 0,181 13,736
CQS 255 0,180 13,659 13,659 46,44 15,00
255 0,179 13,582
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Stabilité a court terme :

Tableau 49: Résultats de la stabilité a court terme de la série 1.

Concentration Concentration Moyenne fies Biais Limites
CQ théorique DO estimée concetl.ltr:’atlons relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) ug/ml) (%) (%)
7.5 0,037 3,166
CQI 7.5 0,038 3,243 3,191 57,45 15,00
7.5 0,037 3,166
25,5 0,118 9,435
CQS 25,5 0,119 9,512 9,461 62,90 15,00
25.5 0,118 9,435
Tableau 50 : Résultats de la stabilité a court terme de la série 2.
Concentration Concentration Moyenne fies Biais Limites
CQ théorique DO estimée concetni]trfat;ons relatif | d’acceptation
(ug/m) (ng/ml) ug/m) (%) (%)
7.5 0,029 2,666
CQI 7.5 0,028 2,588 2,614 65,15 15,00
7.5 0,028 2,588
255 0,163 13,143
CQS 25,5 0,161 12,987 13,039 48,87 15,00
255 0,161 12,987
Tableau 51 : Résultats de la stabilité & court terme de la série 3.
Concentration Concentration Moyenne fies Biais Limites
CQ théorique DO estimée conecetl.ltrfatlons relatif | d’acceptation
(ng/ml) (ng/ml) womly | P (%)
7.5 0,032 2,318
CQI 7.5 0,033 2,395 2,369 68,41 15,00
7.5 0,033 2,395
25,5 0,152 11,513
CQS 25,5 0,149 11,284 11,386 55,35 15,00
255 0,150 11,360
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Stabilité a long terme :

Tableau 52 : Résultats de la stabilité a long terme de la série 1.

Moyenne des

Concentration Concentration concentrations Biais Limites
CQ théorique DO estimée estimées relatif | d’acceptation
(ng/mlb) (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
7,5 0,000 0,302
CQl 7.5 0,000 0,302 0,302 95,98 15,00
7.5 0,000 0,302
25.5 0,000 0,302
CcQS 25,5 0,000 0,302 0,302 98,82 15,00
25,5 0,000 0,302
Tableau 53 : Résultats de la stabilité a long terme de la série 2.
Concentration Concentration D?&::::t?e: Biais Limites
CcQ théorique DO estimée | COMCCMTAIONS | patif | d’acceptation
estimees
(ng/ml) (ng/ml) wg/ml) (%) (%)
CQl 7.5 0,000 0,399
7.5 0,000 0,399 0,399 94,68 15,00
7.5 0,000 0,399
CQS 25,5 0,010 1,181
25,5 0,000 0,399 0,920 96,39 15,00
255 0,010 1,181
Tableau 54 : Résultats de la stabilité a long terme de la série 3.
Concentration Concentration cl\{loc)t’:lr:::t?oe:s Biais Limites
CQ théorique DO estimée 0 estimées relatif | d’acceptation
0, 0,
(ng/ml) (ng/ml) (ug/ml) (%) (%)
7.5 0,001 -0,057
CQIl 7.5 0,001 -0,057 -0,057 100,77 15,00
7.5 0,001 -0,057
25,5 0,000 -0,134
CQS 25,5 0,000 -0,134 -0,134 100,53 15,00
25,5 0,000 -0,134




Résumé

L’objectif de ce travail est la validation d’une méthode colorimétrique de dosage du rouge de
phénol dans le perfusit intestinal de rat appliquée dans ’étude de la perméabilité intestinale des
médicaments par méthode in situ. Dans 1’étude expérimentale, le rouge de phénol a été dosé par
un spectrophotometre a une longueur d’onde de 560 nm, pour 3 séries de perfusat intestinal de 3
rats différents. La technique a montré une bonne linéarité (R = 0,99) sur un domaine de 6-30
ug/ml. Les études de ’exactitude et de la fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire) se sont
avérées concluantes avec des CV inférieurs aux limites d’acceptation. Cette méthode a montrée
aussi une bonne spécificité et une bonne sélectivité, par contre les conditions de conservation
ont montrés une mauvaise stabilité de la solution de rouge de phénol due au mélange avec la

soude avant la conservation.

Mots-clés : Validation bioanalytique - Perméabilité intestinale - Rouge de phénol - Dosage

colorimétrique.

Abstract

The objective of this work is the validation of a colorimetric assay for the determination of
phenol red in the rat intestinal perfusate applied in the study of the intestinal permeability of
drugs by in situ method. In experimental studies, the phenol red was measured by a
spectrophotometer at a wavelength of 560 nm, for 3 runs of 3 different rat intestinal perfusate.
The method showed good linearity (R = 0.99) over a range of 6-30 ug / ml. Studies of the
accuracy and precision (repeatability and intermediate precision) have proven successful with
CV lower than acceptance criteria. This method has also shown a high specificity and a good
selectivity. However, the storage conditions have shown poor stability of the phenol red solution

due to the mixture with sodium hydroxide before storage.

Keywords: Bioanalytical validation - Intestinal permeability — Phenol red - Colorimetric

assay.
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Résumé

L’ objectif de ce travail est la validation d’une méthode colorimétrique de dosage du rouge
de phénol dans le perfusat intestinal de rat appliquée dans I’étude de la perméabilité
intestinale des médicaments par méthode in situ. Dans [’étude expérimentale, le rouge de
phénol a été dosé par un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 560 nm, pour 3 séries
de perfusat intestinal de 3 rats différents. La technique a montré une bonne linéarité¢ (R =
0,99) sur un domaine de 6-30 pg/ml. Les études de I’exactitude et de la fidélité (répétabilité et
fidélité intermédiaire) se sont avérées concluantes avec des CV inférieurs aux limites
d’acceptation. Cette méthode a montrée aussi une bonne spécificité et une bonne sélectivité,
par contre les conditions de conservation ont montrés une mauvaise stabilité de la solution de

rouge de phénol due au mélange avec la soude avant la conservation.

Mots-clés : Validation bioanalytique - Perméabilité intestinale - Rouge de phénol - Dosage

colorimétrique.
Abstract

The objective of this work is the validation of a colorimetric assay for the determination of
phenol red in the rat intestinal perfusate applied in the study of the intestinal permeability of
drugs by in situ method. In experimental studies, the phenol red was measured by a
spectrophotometer at a wavelength of 560 nm, for 3 runs of 3 different intestinal perfusate
rats. The method showed good linearity (R = 0.99) over a range of 6-30 ug / ml. Studies of
the accuracy and precision (repeatability and intermediate precision) have proven successful
with CV lower than acceptance criteria. This method has also shown a high specificity and a
good selectivity. However, the storage conditions have shown poor stability of the phenol red

solution due to the mixture with sodium hydroxide before storage.

Keywords: Bioanalytical validation - Intestinal permeability — Phenol red - Colorimetric
M TN
assay. . '/-“‘t\zf\w-,;‘
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