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Résumé

Dans le cadre de l'optimisation et de la mise &aivdes méthodes utilisées, nous avons
réalisé le développement et la validation analgige la méthode de détermination des produits
de dégradation de SCORT 20mg génériqgue de PREDNISIBE comprimés effervescents par
HPLC a détecteur diodes. Aprés une partie de rebbeast développement qui a permis de trouver
la méthode fiable et capable de déterminer tesiptoduits de dégradation de SCORT ; I'étude
statistigue a permis de déclarer par preuve dootéaest en conformité avec les principes des
bonnes pratiques de fabrication ; que cette métlestieralide, permet réellement d’atteindre de
maniere reproductible les résultats escomptéssugt gire utilisée comme une méthode de routine
au sein du laboratoire interne de la société MC RMA. Ainsi, le dossier de demande
d’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) du méalisent en question peut étre constitué en
vue de sa commercialisation.

Mots clés: Validation analytique, recherche et développempraduits de dégradation, HPLC,
AMM.
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INTRODUCTION

L'industrie pharmaceutique est un secteur indeistéhargé de la conception, de la fabrication, du
conditionnement et de la commercialisation de ghé&s pharmaceutiques, pour la prévention etddetment des
maladies. Dans le but de promouvoir un produit cende compétitivité, le laboratoire de MC PHARMAcarde
actuellement une nette importance a la validatioriévaluation de ses méthodes d’analyses et aratdwerches
fortement ciblées. Ceci permettra en effet d’adapte démarche hautement qualifiée visant ainssarar un produit
de qualité incomparable prét a envahir le marché.

L'une des principales caractéristiques qui distinfgs médicaments des autres produits de consoommeti
matiere de sécurité, est I'exigence d'une Autdoisade Mise sur le Marché (AMM) et d'enregistrempntalable.
Avant qu'un médicament ne puisse étre introduit tsurmarché, il doit étre évalué et approuvé paraetrités
sanitaires, il s'agit d'un principe bien établi slda monde entier. Dans cette optique, il est patisable que les
gouvernements exercent un contréle en accordaenawefusant a ces sociétés l'autorisation de couniatiser leurs
produits.

C’est dans cette perspective que nous essayorsyers ce stage de fin d'étude de quatre mois,atider la
méthode de détermination des produits de dégradagoprédnisolone métasulfobenzoatesodique par HRIG la
spécialité SCORT 20mg générique de PREDNISOLONEpzonés effervescents en appliquant les normesgreur.
Le but est de confirmer la mise en ceuvre de ceétthade par le laboratoire et de donner des prequidle est
maitrisée en interne. Cette méthode va étre vatidémaniére a ce qu’'elle soit apte a I'emploi ceanme méthode de
routine.

Ce travall, réalisé a la société MC PHARMA noyseamis de :
- Maitriser les différentes méthodes liées a 'HPLC
- Rassembler les données afin de faire une étudstisfa¢ concernant les différents critéres de
validation en utilisant les théories acquises pahbis deux cours de « Statistiques Appliquées »
et « Validation Analytique » au cours des étudeMdster CAC-AGIQ
- Rédiger le rapport de validation analytique et ¢eirsettre au ministére de la santé pour
approbation

Ce travail est scindé en deux volets principaux:don

- La premiére partie est consacrée a une syntheBegoéphique sur I'industrie pharmaceutique,
la validation analytique, ainsi qu'un apercu sus kméthodes statistiques applicables a la
validation analytique

- La seconde partie illustre les tests effectués ghitement statistique des résultats
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1. Présentation de COOPER Pharmaceuticals Group
Fiche technique de COOPER PHARMA

- Fondé en: 1933

- Statut juridique : Société anonyme

- Adresse : Siege 41, Rue Mohamed Diouri — Casaélanc
- Capital social : 6.4 millions de dirhams

- Chiffre d’affaires : 1282 millions de dirhams

- Chiffre d’affaire avec filiales : 1915 millions dirhams

- Fonds propres : 21 millions de dirhams

- Nombre de produits fabriqués sous licence : 100

- Nombre de produits importés sous licence : 74

- Nombre de produits propres : 68 [1]

L’évolution de COOPER MAROC est constante depuisréation, les grandes dates de celle-
ci sont les suivantes :
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Figure 2: Organigramme de COOPER PHARMA

2. Présentation de MC PHARMA Cooper Pharmaceuticals Goup
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L’industrie pharmaceutique MC PHARMA Cooper Pharméal Group est une filiale du
groupe COOPER MAROC, chargée de la fabrication uhéslicaments plus précisément les
comprimés effervescents. Ce laboratoire pharmapeaitest en pleine expansion, a la pointe de la
technologie et de I'innovation en industrie pharedimjue.[1]
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Fiche technique de MC PHARMA

- Dénomination : MC PHARMA

- Capital social : 21 000 000 DHS

- Date de création : 2004

- Siége social : Lotissement Bachkou, lot 10, Ru€&sablanca
- Téléphone : +212 (522) 85 35 18 ; +212 (522) 85489

- Fax:+212 (522) 815052 [1]
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gure 3: Gestion au sein de MC PHARMA

3. Présentation du laboratoire de contréle qualité

La qualité des médicaments est évidemment de fah@aute importance du point de vue de la
santé publique. Par ailleurs, le contréle de laligual’'un médicament constitue le premier
indicateur, relativement facile a établir, que dasactéristiques du produit peuvent avoir évolué de
manieére a en avoir peut-étre altéré aussi I'innécet 'efficacité. C’est pour ceci que dans toute

industrie pharmaceutique de production, il y aabotatoire d'analyse.

Fi

Mon stage de fin d’étude s’est déroulé dans le dépeent de contrble de qualité de la société MC RMA

qui est considéré comme le cceur de cette societéoat le role est de contrdler la qualité de tmssingrédients
achetés (matiéres premiéres, ingrédients lianis fabrication des comprimés, etc....) et fabriqueislp compagnie.

Les missions du laboratoire de contrdle de qualité

Le laboratoire de contrdle qualité MC PHARMA cohsti un service opérationnel essentiel,

pour au moins quatre raisons :

- Il vérifie de maniére indépendante, la conformités dnatiéres premiéres, des articles de
conditionnement et des produits finis aux spédifices, et il produit des résultats d’analyses et

de contréles indispensables a leur utilisationrigige

- Il intervient a tous les stades de production, depel contrble des matieres premiéres, des

produits en cours, des produits en vrac jusqu’aogyats finis
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- Il est totalement intégré a la dynamique et auxreamtes du planning de production
- Il contréle la qualité des fluides utilisés en protion selon les spécifications BPF

Ainsi, le personnel du laboratoire de Contr6le @éakontribue a la production de
médicaments de qualité par le respect des « BdPragisjues de Fabrication ». [2]
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Chapitre I : GENERALITES

L'industrie pharmaceutique est un secteur d'aétidiynamique et en plein essor. Sa
particularité réside dans le fait qu'elle fabrigies médicaments qui seront administrés a I'hnomme a
des fins thérapeutiques, mais aussi a des fingivesaou préventives. Consommer le médicament
n'est pas le but, mais un moyen pour rétablir ointeair un état de santé affecté par une maladie
ou par le vieillissement.

1. L’industrie pharmaceutique Marocaine

Le marché pharmaceutique marocain est animé godamés principaux acteurs du marché du
médicament dans le monde que par des sociétésnalaso Cette diversité, matérialisée par la
présence de 35 sites de production, permet d’affutes les gammes thérapeutiques. Par ailleurs, le
secteur a produit plus de 259 millions d'unité2608, permettant de couvrir, dans la régularité et
la continuité, prés de 70 % des besoins locaux @ticaments.

Actuellement, le secteur pharmaceutique exportmeyenne 8 a 10 % de sa production vers
des pays européens, arabes, asiatiques ou encoenat Ces exportations pourraient enregistrer
une progression plus forte.

Il est certain que I'export demeure un axe stragidgia consolider, d’autant plus que notre
pays jouit d’'une situation privilégiée, a la craste plusieurs continents.

De l'avis de tous les observateurs, aussi bienonatix qu’internationaux, l'industrie
pharmaceutique marocaine est un péle de croissamagaison des technologies acquises, de son
savoir-faire désormais reconnu par les instandesnationales et des performances qu’elle réalise
tant au niveau des quantités produites que dedkt€ules médicaments.

Ainsi, les termes performance, qualité, technici#yoir-faire, compétence, investissement,
éthique reviennent toujours pour qualifier notréustrie. [3]

2. Le médicament
Le médicament dérive du mot latin « Medicamentuguiweut dire « remede »

Selon le code de la santé publique le médicamentédisit comme suit :

« Toute substance ou composition présentée conusst@ant des propriétés curatives ou
préventives a I'égard des maladies humaines ou aesnainsi que tout produit pouvant étre
administré a 'homme ou a I'animal en vue d’établir permettant d'établir un diagnostic médical
ou de restaurer, corriger, ou modifier les fondionganiques ». [4]

Il existe trois types de médicaments:

- Le médicament spécialisé: préparé a l'avance etittmmé pour la vente en pharmacie. Il est
soumis a la procédure d'Autorisation de Mise shideché

- Le médicament officinal: désigne certains prodpitéparés a l'avance mais vendus au détalil
(teinture d'iode, alcool camphré,..)

- Le médicament magistral: préparé extemporanémeriegeEharmacien selon la formule détaillé
écrite par le médecin (essentiellement utilisé enmatologie).

2.1. La Composition d’'un médicament

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
8 212 (0) 35602953 Fax:212(0) 35608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

C’est une substance pharmacologiquement activevaaun de I'organisme, établie a I'origine des iadions
thérapeutiques. Son dosage est établi en foncéda duissance du patient (enfant, adulte) la ptuhatemps, en trés
faible proportion dans le médicament par rappoxtexcipients et additifs. [5]
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A

C’est une substance inerte au plan thérapeuticerepgitant la préparation du médicament. L'excipa&epbur
fonction d'améliorer I'aspect ou le godt, d'asslaeronservation, de faciliter la mise en formd'aministration du
médicament. Il sert aussi & acheminer la substantiee vers son site d'action et & contrdler sosoiition par
l'organisme. L'excipient devrait étre bien toldrés excipients les plus courants sont 'amidorsuere, la gélatine, les
graisses, l'eau, 'alcool ...

L'ensemble principe (s) actif (s) et excipientg,nfalés et préparés a I'avance selon des normemationales
strictes « les Bonnes Pratiques de Fabricationnstitaent une spécialité dotée d'une dénominatiomroerciale
appartenant au laboratoire fabricant. [5]

2.2.Définition des termes liés aux médicaments
Il y a plusieurs termes qui sont en relation deemtec les médicaments, comme :

Correspond selon le code de la santé publique méadicament préparé a I'avance, dosé au
poids médicinal présenté sous un conditionnemenicpker, et caractérisé par une dénomination
spéciale portant sa composition, le nom et l'adregsfabricant. [4]

Dans une substance pour usage pharmaceutique,ut@tdp est considérée comme tout
composant autre que I'entité chimique définie condétamt la substance.

Les impuretés apparaissent pendant la synthegeirtipe actif ; elles peuvent comprendre
les produits de dégradation, de synthese, stémdamping, des produits de réaction secondaires, etc.
Elles peuvent aussi étre générées pendant I'ersagpod’'un nouveau produit. Elles devraient étre
identifiées, qualifiées et étudiées sur le plancmirgique. [6]

Les SCR sont des étalons de référence nécessaireséaliser un contrdle adéquat de la qualitésdéstances
a usage pharmaceutique et des préparations.

Ces substances font partie intégrante de la mopbgraToute substance de référence constitue lenanor
officielle qui fait autorité en cas de doute oulitige.

Les SCR sont préparées selon des criteres défanis th Pharmacopée Européenne. Elles sont préparées
contrblées et distribuées par la Direction des Latoires et des Contrdle de [I'Afssaps (site de
Montpellier/Vendargues).

Les substances de référence sont utilisées palentification, le contréle de la pureté et /ou tesage des
substances a usage pharmaceutique et des prépanatiarmaceutiques. Ce sont des lots spécialer@keatisnnés et
vérifiés, appropriés a l'usage prescrit dans lemageoaphies de la Pharmacopée et leur utilisatiamr poute autre
détermination reléve de la responsabilité de 15ateur. [6]

2.3.Le médicament générique
Définition marocaine :
«La spécialité générique d'une spécialité de réf@equi est considérée comme une spécialité qu anéme
composition qualitative et quantitative en princigetif, et la méme forme pharmaceutique que la iafiéc de
référence, et dont la bioéquivalence avec cetteigéler a été démontrée par des études appropridgisdisponibilité.
La spécialité de référence et la ou les spéciajitéen sont générique(s) constituent un groupérngue». [5]
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Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, les wefaients génériques sont « des produits dont I'ézgitn
ne fait I'objet d’aucun brevet soit qu’ils soiemnmbés dans le domaine public soit qu’aucun brelgetamais été
déposé ».

Le “médicament générique” est défini comme la cogien médicament innovant dont la production et la
commercialisation ont été rendues possibles papit&ion de son brevet de propriété industrielle.

Celui-ci assure I'exclusivité de la commercialisatidu «Princeps » pendant 20 ans et permet aualalier
« inventeur » d'une nouvelle molécule, d’amorts t@(ts de recherche et de développement.

Les médicaments génériques sont des copies de angelits princeps dans le domaine public, contelaant
méme quantité de principe actif et présentés soog€me forme pharmaceutique.

Ces médicaments doivent étre des équivalents thétigpes aux produits princeps et sont de ce fait
interchangeables. Ils présentent en outre un agareonomique.

Le générique codte moins cher, pas parce qu'itlestnoindre qualité, mais parce qu’il n'a pas a sui@p les
frais de recherche et développement. Car la streicte la molécule est déja connue, son efficatisga toxicité sont
déja prouvée par des études cliniques réalisédsmavateur. [7]

A

2.4. Intéréts d'un médicament générique

- Economique, c’est le principale avantage des ggunési vu leur prix moins cher que les
médicaments de marque et sont susceptibles de rizateser de substantielles économies a
'assurance maladie.

- Accessibilité financiére pour la population.

- Outil permettant la viabilité, I'efficience et laéussite de la couverture médicale de base en cours
dans notre pays.

- L'impératif de sécurité d’approvisionnement poureda Maroc soit indépendant de I'étranger
vis-a-vis du médicament.

- Produit de rechange en cas de rupture des méditsidrnvalents.

2.5.Qualité d’'un médicament générique

La qualité d’'un médicament générique est déternmédrois criteres :
- La qualité de la matiere premiére
- La stabilité du produit
- La bioéquivalence

Les deux premiers critéres sont mis en évidencedparcontréles physicochimiques, donc facile a nmeth
évidence.

La bioéquivalence se rapporte indirectement a teonale I'efficacité c’est I'équivalence des biodisponibilités,
on entend par cette derniére « la vitesse et iité de I'absorption dans I'organisme du prin@pgf ou de sa fraction
thérapeutique destiné a devenir disponible au nides sites d’action ». [8]

Nous considérons ici les médicaments génériquesneoiies copies de médicaments de
référence, copies dont I’Agence Européenne du ragukat garantit I'équivalence thérapeutique, la
gualité et la sécurité. Dans cette perspective,efésts néfastes ou l'efficacité insuffisante des
génériques ressentis par les usagers, comparativeaug médicaments princeps, sont considérés
comme des « effets placebos négatifs » et non codemeéalités objectives. Néanmoins, eu égard
aux appels a la vigilance lors de la substitutiansdcertaines classes médicamenteuses ou dans
certaines catégories de population particulierenfeadiles pour des questions d’intervalle de
confiance des bioéquivalences et biodisponibilitles produits, et en raison de problémes
spécifiqgues dans les études de biodisponibilitéceitains médicaments, une réelle composante
biologique de ces effets ne peut totalement éaetée. Malgré ces doutes, nous nous appuyons sur
la position des pharmacologues et des agences dicang&nt qui considerent le médicament
générique comme « une spécialité essentiellemarlagie » aussi efficace et bien tolérée que le
médicament copié. [9]
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3. Les référentiels
Au niveau de la société MC PHARMA, les résultats dealyses analytiques effectués sur les
médicaments sont présentés selon plusieurs nonegaationales :

La pharmacopée Européenne élaborée par la DEQMd{in Européenne de la Qualité du Médicament des
Soins de Santé), est une institution du ConsediEl®ope. Son siége se trouve a Strasbourg.

Elle a pour but I'élaboration d'une pharmacopéencong, remplacant ses équivalents nationaux, etgitant
une meilleure circulation des médicaments entreveaabres, tout en garantissant mieux leur qualité.

La pharmacopée européenne est une référence efisatdins I'évaluation des données relatives adtit§ dans
les dossiers d'’AMM nationaux et européens des ragdiots auxquels se référent toujours les directiégsées. C'est
l'outil scientifigue de standardisation et de sgniBlique avec une valeur juridique opposable demton-respect est
punissable par les autorités judiciaires.

Elle fixe de fagon réglementaire:

- le niveau de qualité minimum des matiéres premieres
- les méthodes de contrdle

- les limites d'acceptation et/ou de refus

- laliste des colorants autorisés

Elle décrit:

- fabricant des réactifs

- certains appareillages

- les substances de référence

La pharmacopée est un document de référence utjiggidiennement au laboratoire de contrle. Tout
établissement pharmaceutique est tenu de possederemplaire a jour des pharmacopées en vigueueffefy deux
pharmacopées sont actuellement en vigueur en FEriangharmacopée européenne et la pharmacopéeaisani§]

Définition : L'international Conférence Of Harmonisation (ICékt une entité regroupant les
autorités et l'industrie pharmaceutique des Amésqule I'Europe et de I'Asie, ayant pour but de
fixer un cadre international sur la marche a suipeur l'enregistrement des  produits
pharmaceutiques (procédures et documents). [10]

La SFSTP est une association crée en 1901 afin de:
- Réfléchir sur des problématiques pharmaceutiquesudilité,
- Partager le savoir-faire,
- Rassembler les différents acteurs impliqués détebbration du médicament,
- Etre une force de proposition et dialoguer avealgorités de Tutelle...

Les travaux de la SFSTP sont initiés dans des cesioms de travail qui se réunissent de manierelieégu
jusqu'a la finalisation de I'étude du théme chd@sirtaines commissions traitant de sujets ou pnadifigues d'actualité,
font I'objet de sessions d'étude, permettant uise e commun et un débat.

En complément, les groupes d'expert, entité réaalw cette association, sont sollicités ponctuat@npour
évaluer et optimiser des projets de publicationsmdaographies a la Pharmacopée européenne. [11]
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4, Fabrication des comprimes effervescents au sein de
mc pharma

On va d’'abord commencer par définir les compsimteur composition.

4.1. Définition d’'un comprimé

Les comprimés sont des préparations solides camteme unité de prise d'une ou plusieurs
substances actives. lls sont obtenus en agglom@antompression d’'un volume constant de
particules. Les comprimés effervescents sont dssou désagrégés dans de l'eau avant
administration, et on peut distinguer :
- Les comprimés nus (non enrobés) ;
- Les comprimés enrobés ;
- Les comprimés spéciaux [12]

4.2.Composition d’'un comprimé
Le principe de la fabrication des comprimés est sienple mais la réalisation est complexe.
Les comprimés sont composés d’un principe actidfest excipients. Les fonctions principales des
excipients sont les suivantes :

= Diluant

lls ont pour but d'augmenter le volume de la pounéegicamenteuse, en I'amenant a une
valeur suffisante pour en permettre la compression.

Les principes substances utilisées sont les ami¢timsmais, pomme de terre), les sucres
(saccharose, lactose), les substances minéraléxuieh de sodium, carbonate de magnésium,
carbonate de calcium). [12]

= Lubrifiants
lls permettent le glissement des particules les woe les autres, ils évitent que la poudre ne
fasse gripper la machine de compression et n'adh@&ue poingcons ou a la matrice.
Les principaux lubrifiants sont: le talc, les amidpla poudre de silice, stéarate de magnésium, et

benzoate de sodium. [12]

Leur rble est d'accélérer la désintégration du g¢om® donc la dispersion du principe actif
dans l'eau ou les sucs digestifs.
A titre d'exemple, on trouve la poudre de silicaygre de cellulose et I'amidon en poudre. [12]

4.3. Procédé de fabrication
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Pour des raisons de confidentialité, les paramétdabrication et les noms des matiéres
premieres rentrant dans la fabrication des comiafiervescents au sein de MC PHARMA ne
seront pas mentionnés dans cette partie du rapport.

En générale les étapes de fabrication des compsorésdécrites dans le schéma suivant :
Au sein de MC PHARMA, on procéde par la granulatiomide
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Figure 4 : les étapes de fabrication des comprimés effervéscen

4.4. Précaution de fabrication au sein de la Zende production MC PHARMA

La fabrication des comprimés effervescents doitiraleu dans des ateliers a atmosphere
contrblée ou régnent les conditions suivantes :
- Température : 20+ 3 °C
- Humidité : < 20%
- Tout le matériel en contact avec le produit doi¢ &n acier inoxydable.
- Le personnel doit respecter les procédures d’hggiée nettoyage et d’acces.

La forme effervescente exige un respect strict ateslitions de température et d’humidité
relative préconisées, dans les ateliers de fabitat
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Cﬁapitre II: Q’U}lLI‘ITI AU SEIN DE L INDUSTRIE
PHARMACEVUTIQUE

La mise en ceuvre d'une politique de qualité, a pbjat de garantir dans l'intérét de la santé
publiqgue que les médicaments délivrés, répondenspécifications de l'autorisation de mise sur le
marché afin d'offrir et de conserver la qualitésdaurité et I'efficacité requises pour l'usageyré

1. L'autorisation de mise sur le marché (AMM)
Le médicament prend naissance autour du dossiatatidation de Mise sur le Marché (AMM).
Le principe de I'AMM vise a garantir les maladestce |'utilisation de médicaments qui ne répondriapas a
des critéres suffisants d'efficacité thérapeutigieesécurité d'emploi et de qualité de fabrication.
Les dossiers d'’AMM constituent le premier réfémdnsur lequel travaille I'Agence Francaise de S&tur
Sanitaire des Produits de la Santé (AFSSAPS).
Le dossier d'’AMM est divisé en 4 patrties:

- Partie 1 : données administratives et résumé dsiefos
- Partie Il "Qualité" : documentation chimique, phacautique et biologique
- Partie Ill "Sécurité" : essais toxicologiques eaphacologiques

- Partie IV "Efficacité" : documentation clinique
La partie Il du dossier d'’AMM présente les méthadiesontrole:
- la partie Il C concerne l'analyse des matiéresnpres,
- la partie Il E concerne l'analyse des produitsfi
- la partie Il F concerne les analyses de stabilité
Les méthodes d'analyses décrites sont appliquéesigne par les laboratoires de contrdle.
Le but de la constitution du dossier AMM est de tremque la société de fabrication maitrise pafaént la
fabrication du médicament. [13]

Pour atteindre ces objectifs, il existe une orgatins clairement définie et établie qui englobe
les BPF et le contrdle qualité.

2. Les Bonnes Pratique de Laboratoire

Les bonnes pratiques de laboratoire (BPL), illugtree qu'un systeme d'assurance qualité
adapté au laboratoire, elles constituent une pratiggglementaire internationale, elles ont été
instituées pour renforcer la sécurité des donnégfementaires exigées dans l'évaluation des
risques des produits chimiques et assurer un detefents de la reconnaissance mutuelle de ces
données entre les états. Les BPL visent a ce qumdéallations d'essais se dotent de méthodes,
appelées "modes opératoires normalisés”, permeitentracabilité des travaux exécutés, favorisant
leur fiabilité et propres a instaurer la confiard@&ns leurs résultats. Les dispositions retenues
forment un systeme de garantie de qualité définisdas objectifs et des moyens de nature a
engendrer le progrées nécessaire dans des domadmas/itt scientifique dont I'évolution est
continue. En France les BPL sont décrites dan®xte réglementaire: le décret 90.206 du 7 mars
1990. Il est subdivisé en 10 sections qui éclaibget dans quel but ce référentiel a été dEs:

Bonne pratiques de laboratoire: Décret 90.206 drsNIa90

1/ organisation du personnel Bsubstance d'essais et de référence
2/Programme de l'assurance qualité normalisés 7 modes opératoires

3/ locaux / 8alisation de I'étude

4/ appareils, matériaux et réactifs PEtablissement du rapport
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5/ systéme d'essais 1@rchivage
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3. Les Bonnes Pratique de Fabrication

Elles sont instaurées et appliquées depuis lesearf@ (la premiere version a été élaborée en
1978 par la Commission Nationale de la Pharmacopée)

La directive 91/3S61 CEE de juin 1991 établit lemgpes et les lignes directives des BPF
pour les médicaments a usage humain et fait référan guide européen; elle est applicable depuis
le 01/10/1992.

Les BPF sont destinées a servir de référencesléofsxamen des demandes d'autorisation de
fabrication et lors d'inspection des fabricants ndédicaments. Elles précisent un ensemble de
recommandations pour éviter tout oubli, toute coration (croisée ou d'origine
microbiologique).

Elles sont juridiqguement opposables. [13]

Les exigences de bases des BPF sont les suivantes :

= Tout procédé de fabrication est clairement définrevyu systématiquement a la lumiere de
I'expérience; il doit étre démontré que le procédé capable de produire de fagon répétée des
médicaments répondant a leurs spécifications ;

= Les étapes critiques de la fabrication et toutesredifications importantes sont validées.

= Tous les moyens nécessaires a la mise en ceuvBPéesont fournis, y compris:

- Un personnel qualifié et formé de facon appropriée

- Des locaux convenables et suffisamment spacieux ;

- Du matériel et des services adéquats ;

- Des produits, récipients et étiquettes corrects ;

- Des procédures et instructions approuveées ;

- Un stockage et des moyens de transport appropriés.

= Les instructions et les procédures sont rédigéess dan style approprié et utilisent un
vocabulaire clair et sans ambiguité, particulienenaglapté aux moyens fournis ;

= Les opérateurs recoivent une formation afin denmetirrectement en ceuvre les procédures ;

= Des relevés sont établis, manuellement et/ou aescappareils d’enregistrement, pendant la
fabrication ; ils prouvent que toutes les étapesiises par les procédures ont effectivement été
suivies et que quantitativement le produit obtesti @mnforme a ses spécifications. Toute
déviation significative est enregistrée de facamitiée et examinée ;

= Des dossiers de fabrication et notamment de digiob sont établis en vue de retracer
I'historique complet d’un lot ; ils sont rédigés f@eon claire et restent facilement accessibles

= La distribution des médicaments comporte le minindemisques pour leur qualité ;
Un systéme de rappel est organisé pour le casstavigrerait nécessaire de rappeler un lot de jirodu

- Les réclamations concernant les produits commésémbkont examinées, les causes des défauts
de fabrication recherchés et les mesures appreppiéses, non seulement en ce qui concerne le
produit défectueux lui-méme mais également en euedouvellement de ces défauts. [14]
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Chapitre 111 : LA VALIDATION DES METHODES ANALYTIQUES

Le principe de la validation des procédures arghgs quantitatives est, aujourd’hui
largement, répandu dans tous les domaines d'adiviti des mesures sont réalisées. Le champ
d’application de la validation analytique s'étendtaute procédure d’analyse utilisée dans le
contrble de la matiére premiere, le développemal@nigue, le contréle en cours de fabrication, le
contréle des produits intermédiaires et finis e kessais de stabilité de tous les produits
pharmaceutiques. Dans le domaine pharmaceutique,esgence est avant tout une pratique
réglementaire.

La validation est fondée sur une analyse statistiogsée sur un certain nombre de critéres
aboutissant a des méthodes analytiqgues permetatdrther des résultats fiables.

La validation intervient apres les stades de ratteeet développement du principe actif d’'un
médicament et la mise au point analytique. Une lBbialidation effectuée, le dossier de demande
d’AMM du médicament en question peut étre conétén vue de son utilisation courante.

1. Définition
La définition de la validation est donnée selon :
Les BPF : la validation est I'établissement de la preuweEuwmentée, en conformité avec les
principes de bonnes pratiques de fabrication, guenise en ceuvre ou [l'utilisation de tout
processus, procedure, matériel, matiere, articleoteitionnement ou produit, activité ou systeme
permet réellement d’atteindre de maniére reprodlgctés résultats escomptés.

2. Objectifs de la validation
La validation d'une méthode d’'analyse est indispbtes afin de garantir la fiabilité et la
tracabilité des résultats fournis
La validation est un concept en interaction avetet® les actions d'amélioration de la qualité.
Elle permet l'identification des éléments critig@gsnt une influence sur la qualité finale du
produit.
Elle instaure la confiance en la qualité du prodaiimontrant qu'un procédé est sous controle.
De plus, la maitrise du processus est un moyenngagir vite aux nouvelles exigences des clients.
Enfin, la validation est un moyen économique imgairt En effet, elle permet d'une part une
diminution des codts: au niveau de I'échantillomnagy du contrdle, au niveau des rejets et des
retraitements, en évitant le maintien d'un paraen&fiteux qui n'a pas d'influence sur la qualité du
produit, en anticipant les problémes, on peut waeir au plus tét sur un processus.
D'autre part, elle permet un gain de temps: eniamaét le flux produit, en diminuant les
accidents de production pour permettre une réduckss temps d'arrét de production.
Il existe différents types de validation:
- la validation prospective qui commence dés la cptime d'un projet et se termine par l'arrét du
processus de fabrication,
- la validation simultanée est une validation con¢ante a la production,
- la validation rétrospective pour une unité de potidm existante et étant en service depuis des
années,
- et la revalidation. [13]

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
8 212 (0) 35602953 Fax:212(0) 35608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

3. Lavalidation : Aspect réglementaire
La validation est une exigence réglementaire. besistriels se doivent donc d'appliquer la
réglementation en vigueur (dossier d'AMM, BPF ...).

= Deux guidelines ICH (International Conference onrrhfanization) ont été dédiés a la
validation analytique : Q2: «Analytical Validation»
- Q2A: «Texte de Validation des Procédures Analytipue

Présente une discussion sur les caractéristiquedoguent étre prises en compte au cours de

la validation des méthodes analytiques
- Q2B: «Méthodologie»

Son but est de fournir des conseils et recommartatsur la maniere d’appréhender les
différentes caractéristiques de la validation pthaque méthode analytique. En outre, le document
fournit une indication sur les données qui devraigtre présentées dans un dossier
d’enregistrement.

Aussila:

» SFSTP (Société Francaise des Sciences TechniqueBhatmaceutiques) présente les
recommandations réglementaires communément admaseappliquées dans lindustrie
pharmaceutique nationale et une démarche statistipur la validation d’'une procédure
analytique. [15]

4. La validation des méthodes d’analyse

Dans le cadre du dossier d'AMM, il est nécessdetettuer un certain nombre de contrdle
sur la forme pharmaceutique qui va étre libérée dé s'assurer de sa conformité aux exigences
définies. Par conséquent, toutes les méthodeslybasadoivent étre validées afin d'éviter la mise
sur le marché de produits défectueux.

On valide une procédure analytique par l'intermésliges criteres de validation. Selon
I'analyse considérée (identification, essai, dosamss criteres sont différents. [13]

Dans notre cas, on s’intéressera uniquement alidatian de la méthode de détermination
des produits de dégradation du principe actif :rédRisolone métasulfobenzoatesodique » qui
s’avere nécessaire pour mettre en place une méthaiayse de routine pour SCORT.

Pour ceci, I'étude des criteres suivants est degwnd

- lalinéarité, - la spécificite,
- l'exactitude, - la limite de détection,
- lafidelite, - la limite de quantification

La définition et la terminologie de ces termesdestnée dans la suite.

La validation analytique commence par un proto@blse termine par un rapport qui inclura
les résultats expérimentaux, l'exploitation stafist, les interprétations, les commentaires et les
conclusions. La méthodologie est présentée dguartee pratique de ce rapport.

5. Criteres de validation
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Les critéeres de validation sont ceux courammelisés dans les procédures analytiques de
séparation et repris dans le document Q2A de I'lCHagit de la sélectivite, de la justesse, de la
précision (répétabilité et fidélité intermédiairele I'exactitude, de la linéarité, des limites de
détection et de la quantification. [16]

Généralement, la validation compléte d'une méthqdantitative doit couvrir les critéres
suivants :

Type de tests Dosage Impuretés Identification Dosage
Caractéristiques bicanalyse

Quantitatif Essais limites
Justesse
Fidelite
répétabilité

Fidelite
fidélité intermeédiaire

LKL K
KL

v

Specificité
Sélectivite
Limite de
détection
Limite de
quantification

v
v

A

Linéarité Fonction de
réponse

Gamme

LKL

QN
<

Robustesse

Figure 5 : Les critéres de validation

a) Spécificité / Sélectivité

Représente la mesure du degré d'interférence paokal’autres substances (principes actifs,
excipients, substances apparentées, produits dadddmpn), présentes dans la matrice complexe
gue peut représenter le produit fini.

Une méthode est spécifique s'il est possible digsalla concentration de I'analyte seul.

Sélectivité : capacité a différencier et quantifianalyte cible en présence d’interférents dans
I'échantillon (par exemple, impuretés résultantalébrication ou de la dégradation du produit, ou
constituants autres que l'analyte, que ces sulestasoient pharmacologiquement actives ou
inertes). La spécificité peut s'exprimer par l'errgystématique constatée dans les résultats abtenu
avec l'analyte en présence des concentrations gséesndes autres constituants, par comparaison
avec les résultats obtenus en I'absence de cesuscbs. [16]

3 niveaux:

- ldentification: Garantie de I'identité de la sulvsta a analyser.

- Tests de pureté : Garantie que toutes les proceddisnalyse exécutées permettent une
évaluation de la teneur en impuretés de la substananalyser. (Recherche de substances
apparentées, teneur en solvants résiduels, méiatdsl....)

Dosage : Garantie que le signal mesuré proviemfuement de la substance a analyser.

b) Linéarité
C’est la capacité d’'une méthode d’analyse, a Fiaté d’'un certain intervalle (domaine
d’utilisation), d’obtenir des résultats directeme@nbportionnels a la quantité ou a la concentration
de substance a doser.
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Le domaine d'utilisation est l'intervalle entrectancentration la plus faible et la concentration
la plus élevée dont on a démontré qu'elles pouvad@ae déterminées avec une précision, une
exactitude et une linéarité acceptables. Ces @arstijues sont déterminées en appliquant la
méthode a une série d'échantillons dont les coratemis en analyte couvrent tout le domaine
d'utilisation proposé.

Les études sur la linéarité sont faites simultaménserr le principe actif et sur la forme
pharmaceutique reconstituée (c'est-a-dire un mélatg tous les composés correspondants,
guantitativement et qualitativement a la forme ptageutigue a étudier, sauf la substance a
analyser qui sera ajouté en quantité variable) pttamt ainsi une comparaison directe des deux
linéarités obtenues.

La fonction de calibration est obtenue par régoesdinéaire, en utilisant la méthode des
moindres carrés (on estime la linéarité, la pefitgdonnée a l'origine et le coefficient de
corrélation de la droite d’étalonnage)

- Le test de COCHRAN est utilisé pour démontrer I'log@néité des variances

- Le test de STUDENT est utilisé pour comparer I'onaée a I'origine avec zéro et prouver qu’il
n’y a aucune différence entre les deux

- Le test de FISHER SNEDECOR est utilisé pour déneoihexistence d’'une pente significative.

D’aprés les ICH, le coefficient de corrélation (irdonnée a 'origine, la pente et la somme
des carrés résiduels doivent étre reportés. Urlgsandes résidus peut étre utile. [16]

c) Exactitude / Justesse
L’exactitude d'une procédure analytique exprimetrdgesse de I'accord entre la valeur
acceptée comme une valeur conventionnellement waieomme une valeur de référence, et la
valeur trouvée obtenue en appliquant la procédargatl/se un certain nombre de fois. [16]
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d) Fidélité
La Fidélité représente I'ensemble des caractéustigle dispersion.

Repétabilité (méme série d'analyses)
FIDELITE < intermédiaire({operateur, ou jour, ou appareillage ... différent)

Reproductibilité (opérateur et jour et appareillage différents)

Elle représente I'étroitesse de l'accord entredssiltats d’essais indépendants réalisés dans
des conditions déterminées. Elle est mesurée pdispeersion des résultats individuels de part et
d’autre de la moyenne et elle est généralemenéseptée par I'écart-type ou par le coefficient de
variation (écart-type relatif) calculé apres awagpliqué la méthode compléte de facon répétée a
un certain nombre d’échantillons identiques pré&desér le méme lot homogéne de produit a
analyser.

Elle fournit une indication sur les erreurs dueshasard : manipulateur, matériel, réactifs
prépareés etc...

- Répétabilité : variabilité engendrée par la teghaiface au minimum de changement possible
(mémes conditions opératoires).

- Fidélité intermédiaire : I'expression de la varl@éiintra-laboratoire.

- Reproductibilité : La reproductibilité est la fidél obtenue dans des conditions fortement
variables, a des jours différents, dans différéatieratoires, avec des opérateurs différents et un
équipement différent. [16]

Mo Drecise - e Precise

Moy exacte - % Py N exacte
. k.
-
- -
My PGS, -.. i Prdcise
BaERCTG ) - ‘ eamle
.. :

Figure 6 : Représentation de la Fidélité et Justesse

e) Seuil de détection
Selon I'ICH le seuil de détection est la plus fgetjuantité d’'une substance a examiner dans
un échantillon pouvant étre détectée, mais non tdigencomme une valeur exacte. Le seuil de
détection est généralement un parameétre des ésstes.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
8 212 (0) 35602953 Fax:212(0) 35608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

Le seuil de détection est exprimée soit en comagon, soit en quantité, et dérive de la plus
petite quantité x qui puisse étre détectée avecearigude suffisante pour une procédure d’analyse.
= Mode opératoire :
Examen de I'enregistrement : Rapport signal/bruit.

- Effectuer un enregistrement du blanc d’analyseswgwant la procédure compléete d’analyse sur
échantillon contenant I'ensemble des constituantgxception de la substance a doser (placebo
analytique).

- Déterminer 'amplitude maximalenh du signal sur une distance égale a 20 fois la largemi-
hauteur du pic correspondant a la substance ardwradans la solution a 100%.

Le seuil de détection SD estimé par :
R étant le facteur quantité / signal (exprimé eutdyar) [16] < SD=3. Inax- R

f) Seuil de quantification
Le seuil de quantification d’une procédure analyiglonnée est la plus petite quantité d'une
substance a examiner dans un échantillon pouvamtdésée dans les conditions expérimentales
décrites avec une fiabilité et une exactitude desin
Le seuil de quantification est un parametre inteave dans les analyses quantitatives pour les
composeés présents a faible concentration dansdasces échantillons ; elle est notamment utilisée

pour le dosage des impuretés et/ou des produidggi@dation. [16]
Le seuil de Quantification SQ est mesuré selooradle suivante SQ=10. tnax- R
g) Robustesse
La robustesse d'une procédure d’'analyse est seacit@pd rendre des résultats exacts en
présence de faibles changements de conditions imegmnales susceptibles de produire dans
I'utilisation de cette procédure. [16]

h) Sensibilité
La sensibilité est la capacité de la méthode dimeadi’enregistrement de faibles variations de
la concentration. Variation minimale qu’il faut ilmger a la grandeur X a déterminer (exemple :
concentration, quantité,..) pour obtenir une défére significative du signal mesuré Y. [16]

6. Validation de la méthode de recherche des produitde dégradation
Selon I'ICH un produit de dégradation est une ingpdirrésultant d’'une modification
chimique de la substance médicamenteuse qui sealiprad cours de la fabrication ou durant
'entreposage d'un nouveau produit par suite detibm, par exemple, de la lumiére, de la
température, du pH, de I'humidité ou d’'une réactmec un excipient et/ou le systeme récipient-
fermeture.
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En général, il ne faut surveiller et spécifier lespuretés présentes dans une nouvelle
substance meédicamenteuse que si elles constit@snipbduits de dégradation (se reporter au
document d’orientation Q6A de I'lCH pour plus deails). [16]

6.1.Pourguoi valider la méthode de la recherche des pduits de dégradation

La validation de la méthode de recherche des piodei dégradation est un sujet d’actualité
au Maroc trés compliqué et qui exige parfois umgle durée de recherche et de développement,
parce gu'’il peut y avoir beaucoup de contraintegranonter.

Est-ce qu’on valide parce que :
- Exigence par le ministere de la santé ?
- Assurance qualité ?
- Protection de la santé publique ?

Il s’agit d’abord d’'un acte pharmaceutique lié askcurité publique, et de nos jours, au
Maroc, c’est devenu une exigence réglementair@elipar le ministére de la santé publique, et tout
médicament ; avant d’avoir son AMM ; doit d’aborépondre a cette exigence.

6.2. Méthode d’analyse

Les présentations doivent inclure des données priuyue les méthodes d’analyses ont été
validées et conviennent a la détection et au dosagatitatif des produits de dégradation (se
reporter au document d’orientation Q2A et Q2B deh4ur la validation des méthodes d’analyse).
Les méthodes d’'analyse doivent, plus précisémerg, \@lidées par des données prouvant la
spécificité des produits de dégradation spécifiésom spécifiés. S'il y a lieu, la validation doit
inclure des échantillons conservés dans les conditde stress pertinentes : lumiere, chaleur,
humidité, hydrolyse acide ou basique et oxydatioorsque les méthodes d’analyse réveélent la
présence de pics autres que ceux des produitsgidadadion (exp : de substance médicamenteuses,
d’'impuretés provenant de la synthése de la substaréciicamenteuse, d’excipients et d'impuretés
provenant d’excipients), ces pics doivent étrequnds aux chromatogrammes, et leur origine doit
faire I'objet d’'une explication dans les documestdsvalidation.

La limite de dosage quantitatif utilisée pour lesthodes d’analyse ne doit pas excédgid
seuil de déclaration.

On peut analyser les produits de dégradation dd’de différentes techniques, dont celles qui
permettent de comparer les résultats d’analyse pfaduit de dégradation a un étalon de référence
approprié ou aux résultats obtenus pour la nougelistance méedicamenteuse elle-méme.

On peut utiliser la substance médicamenteuse Eiumer la concentration des produits de
dégradation. Méme dans les cas ou les facteudspdmse ne sont pas semblables, cette méthode est
guand méme acceptable a condition qu’'un facteurcaleection soit appligué ou que les
concentrations de produits de dégradation soierdsimées. Les criteres d’acceptation et les
méthodes d’analyses utilisés pour déterminer laueen produits de dégradation connus ou non
sont souvent fondés sur des postulats d’analyse :(exie réponse semblable du détecteur) qui
doivent étre dans les présentations. [16]
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6.3. Déclaration du contenu des produits de dégradation

Selon I'ICH le seuil de déclaration est la valewaimale au-dessus de laquel¢ (n produit
de dégradation doit étre déclare.

Les présentations doivent faire état des résuttatsalyse pour tous les lots appropriés de
nouveaux produits utilisés dans les essais clisiguides essais d’'innocuité et de stabilité ainsi q
pour les lots représentatifs du procédé de falmicat I'échelle commerciale proposée. Il convient
de présenter les données quantitatives sous fooménque plutét que dans des termes généraux
comme « est conforme a » et « n’excede pas lé >selibut produit de dégradation présent en
guantité supérieure (>) au seuil de déclaratiotaequantité totale de produits de dégradation
observés dans les lots appropriés des nouveauxitgodbivent étre déclarés, et les méthodes
d’analyses utilisés qui ont permis leur détectioivent étre indiquées.

Les produits de dégradation doivent étre désigaésup code ou une description appropriée
comme « temps de rétention ». Les présentationprggosent un seuil de déclaration plus élevé
doivent offrir une justification complete d’une leelproposition. Tous les produits de dégradation
qui excédent (>) le seuil de déclaration doivere additionnés et présentés sous forme totale.

Il faut fournir les chromatogrammes sur lesquels ges sont indiqués (ou les données
equivalentes si d’autres méthodes d’'analyse solidéats) effectués sur des lots représentatifs, y
compris les chromatogrammes réalisés dans le caélvedes de validation des méthodes d’analyse
et d’études de stabilité accélérée et au long tefhog

6.4. Spécifications des produits de dégradation

Les spécifications d’'un nouveau produit doivent poendre la liste des produits de
dégradations susceptibles d’étre générés durdabtecation du produit fini ainsi que lorsqu’il est
entreposé dans les conditions recommandées.

Le profil de dégradation doit étre établi a pades études de stabilité, des voies de
dégradation, des études de développement du pretddiéts études de laboratoire. L'inclusion d’un
produit de dégradation dans les spécifications dauveau produit doit étre déterminée a partir des
produits de dégradation retrouvés dans les lotsgiads au moyen du procédé proposé a I'échelle
commerciale.

Les produits de dégradation individuels qui répon@edes criteres d’acceptation spécifiques
sont appelés « produits de dégradation spécifiés ».

Les produits de dégradation spécifiés peuventadtree pas étre caractérisés. L'inclusion ou
I'exclusion des produits de dégradation dans Iésifipations doit étre justifiée.

Les limites du dosage quantitatif et de la détactioivent correspondre aux valeurs limites
auxquelles les produits reconnus pour étre exaapeitement actifs ou susceptibles de produire des
effets toxiques ou pharmacologiques importants efdiétre contrdlés. La méthode utilisée et les
postulats adoptés pour déterminer la concentral®rproduits de dégradation non caractérisés
doivent étre clairement indiqués ;
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Il faut utiliser des indications descriptives apgmiées pour présenter les produits de
dégradation spécifiés non caractérisés. Il fautirecun critére d’acceptation générale inférieur ou
égal €) aux seuils de caractérisation indiqués pour chgmaduit de dégradation non spécifié ainsi
gu’un critere d’acceptation pour le total des pitslde dégradation.

Les critéeres d’acceptation de tout produit de dégfian doit étre établi en tenant compte de
son critéere d’acceptation dans la substance méeicgmuse (s'il y a lieu), de sa concentration
gualifiée, de l'augmentation de celle-ci au coues @études de stabilité et de la durée et des
conditions de conservation proposées pour le naupeaduit. De plus, aucun critére d’acceptation
ne doit excéder la concentration qualifiée de cbamoduit de dégradation.

En résumé, les spécifications de nouveaux prodoitgent inclure, s'il y a lieu, les produits
de dégradations suivants :

Chaque produit de dégradation spécifié caractérisé

Chaque produit de dégradation spécifié non caiaétér

Tout produit de dégradation non spécifié pour légquea déterminé un critere d’acceptation
inférieur ou égal) au seuil de caractérisation ;

Le total des produits de dégradation. [16]

7. Comment organiser la validation d’'une méthode

Pour organiser la validation d’'une méthode d’arglykfaut d’abord I'avoir correctement
mise au point. Bien souvent les analystes sont ingmatients et vont essayer de valider une
méthode dont le domaine d’application n’est endmea défini et pour laquelle il existe des effets
de matrice inconnus. C’est une perte de tempsaggeht. Une étude de validation doit démarrer
lorsqu’on dispose d’'un mode opératoire complétemédigé.

Bien s(r I'organisation pratique des essais dégasdite du guide de validation choisi. Nous
proposons une séquence de dix opérations qui déboucsur la construction d'un profil
d’exactitude. On peut déja en définir des princip&séraux :

- Définir les objectifs a atteindre ;
- Prévoir les plans d’expérience a réaliser ;
- Prévoir les quantités et la qualité des matériausegront utilisés ;

- Organiser le calendrier des études et celui dwpee qui en sera chargé
En fin d'étude, il ne faut pas sous-estimer le tempcessaire pour interpréter les résultats, pestquoi, il
importe de prévoir dés le début le mode d’enregisémt des mesures, en fonction des outils de cdémtl dispose le
laboratoire.
De toute facon, si le laboratoire fonctionne aurcsystéme qualité, il se doit de rédiger une gto et tous
les documents annexes qui précisent comment I'é&eadeconduite. [17]
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Chapitre IV : ETUDE STATISTIQUE DE LA VALIDATION

Les études de la linéarité, de I'exactitude etadéidélité sont réalisées simultanément a partikadgubstance a
doser seule et de la substance a doser dans laer@in matrice dopée). Par matrice, on désigmeilieu a étudier qui
contient la substance a doser, excepté celle-ceed ajoutée en quantité variable suivant lererigudié (matrice
dopée).

L'intervalle de concentration a valider est couvear une série de 5 concentrations minimum réguient
exposées et positionnées, par exemple, autour ,d@060.00, 120 et 140% de la concentration théeridiffectuer au
minimum 3 sériegndépendantes de ces 5 concentrations a raisoe déne par jour. Ce protocole doit étre réalisé su
la substance a doser seule et sur la matrice dopée.

Pour I'étude de la fidélité, il faut effectuer ainimum 3 séries de pesées a 100% de la concemtt@gmrique
de la substance a doser dans la matrice, a raispe gérie par jour.

1. Linéarité
La figure ci-dessous résume la stratégie statistagsuivre.

Vérification de la linéarité
P& D

Comparaison
des pentes & a,

Comparaison Effettle matrice
des ordonnées a l'origine Revoir la méthode d’analyse
b & b,
NS S
Comparaison Errelr systéioae
des ordonnées a l'origine correction envisageable
a zéro
NS S

Systeme/de référence : steme de référence :
Etajon 100% Gammed'étalonnage

NS :|Non significative
) significative

Figure 7 : Vérification de la linéarité
Remarque : Aprés cette étude, on peut dire que maéthode est linéaire
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1.1. Estimation de la droite de régression linéagr
Elle est déterminée a partir des couples (Xij,.Yij)

Soit y = Bx + A ['équation de la régression réétleonnue. B est la pente, A l'ordonnée a l'origines estimations
recherchées a et b de A et B correspondent a wite dtéquation

y = bx + a qui est l'estimation de la droite rééficonnue.

Pour toute partie, on a :

Avec i: indice d'un niveau

J: indice de la série au sein d'un mémeani

N nombre total des mesures N =n*p
Moyenne des Xij pour la série i

Moyenne des Yij pour la série i

Moyenne générale des Xij

Moyenne générale des Yij

Somme des carrés des écarts pour Xij

Somme des carrés des écarts pour yij

1.2. Calcul de la pente (a)
La pente de la droite de régression est calcutgmeab la formule suivante :

1.3. Calcul de l'ordonnée a l'origine (b)

L'ordonnée a l'origine est calculée d'apres la tdersuivante:

1.4. Calcul du coefficient de corrélation

Bien que les informations fournies par le coeffitide corrélation soient limitées, sa déterminaéisnaisée.

15. Les variances de la pente et df ,. _ SPE I'ordonnéd'origine (S%a et Sh).
JSCE_SCE,
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Les variances?a et $b sont calculées d'aprés les formules suivantes :

S L ar
N SCE,

L'écart type de la pente :

L'écart type de I'ordonnée a I'origine

‘/ SCE, —aSPE,, Jsu —a’SCE,

L'écart type des résidus :

N-2 N—2

Maintenant on passe aux tesS? d’adéquation du

modeéele linéaire par analyse de variance.
L'analyse de variance peut étre utilisée pour testesalidité de modéle linéaire. Deux tests declés sont
réalisés afin de s’assurer de :

- L’existence d’'une pente significative
(validité de la régression)

- Validité de la droite de régression
(validité de la droite sur toute la gamme)

1.6. Test d’homogénéité des variances « Test d® CHRAN »
Le test de COCHRAN est appliqué pour vérifier I'mg@néité des variances constitutives de l'erreur
expérimentale. Le critére a utiliser est:

2 n 7

C - Sm—ax }_. (.lli_}'_.lflg}

K2 2 _J=l

1= avec
Szmax Variance la plus élevée des K groupes j

j Variance du groupe j.

Si l'inégalité C < C (.. est vérifiée, on peut affirmer que I'ensemble dasances des différent groupes j peut étre
considéré comme homogéne au risque

1.7. Test de I'existence d'une pente significaw Test de FISCHER »

Ce test consiste a vérifier I'existence d’'une pesigmificative (régression acceptable) c'est-a-diges’assurer
que la pente provient bien de la régression etdesrerreurs résiduelles.

S? = variation due a la régression (linéaire)

S2 = variation résiduelle F= S’; VF{a,l, N —2)
F (@, 1, N-2) lu dans la table de Fisher S

Si F1 est significatif, on conclut a I'existencar# pente, donc a une
dépendance linéaire au seuil de probabilité consitésquen = 5%)
Test de I'existence d’'une pente significative:

1 - e - < g .
| Erreur Totale = Erreur Résiduelle + Erreur due a la Régression
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j?_{-;- réponse prédite par le modéle pour la solution Xjj ¢ Vi =
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Variations| DDL Somme des carrés Variance F Calculé
Variation | N-1 pn -

totale SCE, =% Y (vy - )2

i=lj=l
Variation | 1 P n i s?2=3"12 2
aezla | scE =53 @y-n? | S T2 | gS
régression o] ] 1 Sf
Variation | N-2 " Z R?
L. P "y 2 _
résiduelle SCE, =YY (."';}' _j"':}' )2 Sg” = N—2
i=lj=l

1.8. Test de validité de la droite de régressianTest de FISCHER »

Ce test consiste a vérifier la validité de la drale régression (c’est bien une droite dans todbieaine choisi)
c'est-a-dire de s'assurer que la variance caraatéri’erreur due & une erreur de modélg{Sest bien inférieure a
I'erreur expérimentale (3.

S%, : Variance due a I'erreur du modéle (non linéaire)
S2e : Variance expérimentale

F (o; p-2 ; N-p) : Lu dans la table de Fischer

a : risque de premiére espece5%)

N : Nombre total de résultats d’analyse

P ou k : Nombre de niveau

Si cette inégalité est vérifiée ou si le test nieas significatif I'erreur du modéle est négligieable domaine de
linéarité est considére comme valide au seuil deatilité considéré.

| Sowrces de varistion SCE DDL ou v Varnances
| Experimentale SCE. M-p 2 A&CE,
'II.II =y '. -

. N-p
| Erreur modéle (non SCEw ' p-2 a  SCEy
limé&airc) ol = o2
Residuslle SOE: -2 »  SCE,
5y = II|I_' -

P ) p oM, ) B
SCE, =X 3 (3 - 9s)’ SCE, =% % (wy— g CEw =T % (v — Fi)

f=1]=] =] ]=1 .I,'I.
1.9. Test de comparaison des pentes des droites &@1D2

Soit S et S les variances respectives des pentes al et afraiess D1 et D2. La comparaison des pentes al
et a2 s'effectue avec un test t:

Si texp< tn (0, N1+N2-4) lu dans la table de Student, on pedutraér que
pentes ne sont pas significativement différentessauec, c'est-a-dire qu'il n'y a pas d’effet de matrice.

les

1.10. Test de comparaison des ordonnées a I'ongides droites D1 et D2
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Soient Sh1 et Sbh2 les écarts types respectifsrdesioées a l'origine des droites D1 et D2.
La comparaison de b1l et b2 s'effectue avec un:test

Si texp< tn (o, N1+N2-4) lu dans la table de Student, on peutlema que les
ordonnées a l'origine des droites D1 et D2 ne gast significativemen
différentes au risque, c'est-a-dire qu'il n'y a pas d’effet systématique

1.11. Test de comparaison de l'ordonnée a l'originavec 0
Soit §, I'écart type de I'ordonnée a l'origine, on vérifieegalité:

Test Bilatdéral

|b_._ | |b2|

32 et Lo = Ill,b_z
v e 1< @ N-2)

ty (0, N-2) lu dans la table de Student. Si celle-civéstifiée, on peut affirmer que I'ordonnée a I'omggn'est pas
significativement différente de zéro au seuil debabilité considéré. Dans ce cas, on peut aloilsrealavec un seul
point a 100%.

ty =

2. Exactitude :
Il est tout d'abord nécessaire de calculer le naemoent R pour chaque quantité trouvée

d'apres la formule suivante: R% = Quantité trouvé x 100
Quantité introduire

Les tests suivants s'effectuent quel que soitdeesye de référence considéré.

2.1. Test d'homogénéité des variances
Le test de COCHRAN est appliqué pour vérifier I''ng@néité des variances constitutives de l'erreur
expérimentale. Le critére a utiliser est:

S? : variance du groupe i
Smax: Variance la plus élevée des P groupes i.

Si l'inegalité suivante est vérifieg,g< C(a, n, p) I'ensemble des variances des differentspg®i peut étre considere
comme homogene au risquéle test n'est pas significatif).

2.2. Test de validité des moyennes
Ce test consiste a comparer les erreurs intergsoefpi@tra-groupes
F (o; p-1; N-p) lu dans la table de Fischer
a : risque de premiére espece~5%)
p ou k nombre de niveau
N nombre total de mesure
Si le test n'est pas significatif (inégalité n'pas vérifiée), on conclut que les moyennes sontogémes au
risque a considéré. En d'autres termes, les variances Hdesnations entre les groupes sont dues aux erreurs
expérimentales. Dans ce cas, on pourra considéreewl taux de recouvrement pour les trois niveaux.
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En posant Yij = R%, ona: Variations | DDL Somme des carrés Variance F Calc
Test de validité des moyennes Variation N-1 K i _\2 , ZTZ
totale ZTZ = ZZ(Y” —Y) S% =
j:]_ i=1 N _1
Variation N-K K. —\o 2
intra-groupe DET=D (Yij _Yj) D E’ = %
j=1 i=1 = 3 —
> TN-K %2
Variation | K-1 c2=ST2-VE2 2
inter- Z Z Z SCZ - ZC
groupes K -1

2.3. Estimation du recouvrement moyen
Aprés avoir vérifié le test précédent, il est pblesde calculer la valeur du recouvrement moyesoatintervalle
de confiance d'aprés les formules suivantes :
En posant Y = R% ; N: nombre total de résultats,éBart-type estimé total; t: lu dans la table

3. Fidelite

Les essais sont effectués sur des produits idegjglans des circonstances présumées égalemeiguesnne
conduisent généralement pas a des résultats idestiela est di a I'existence d'erreurs a cagaal@atoire, inhérente
a toute méthode d'essai. Les facteurs susceptllimdisier sur le résultat d'un essai ne peuvent gagffet, étre tous
controlés.

Dans l'interprétation pratique des résultats disaie il est nécessaire de tenir compte de cettebilié.

De nombreux facteurs (en dehors des erreurs desygi€matique) peuvent contribuer a la variabifiitne
méthode d'essai, comprenant:

- l'opérateur - L'environnement : température, humiddi@lution...
- I'équipement utilisé - Le temps
- l'étalonnage de I'équipement Les réactifs

Cette variabilité est plus grande lorsque les essabmparer ont été effectués par des opératéfénedts et/ou
avec des instruments différents, que lorsqu'ilsétébtenus par le méme opérateur utilisant le enéaqumipement.

La fidélité est un terme général s'appliquant adaabilité entre des essais répétés. Elle founé indication
sur les erreurs dues au hasard. La fidélité s'ewppar la mesure de la reproductibilité et de fgétabilité. Ces deux
mesures extrémes de la variabilité conviennentpdulsart des cas courants.

La répétabilité se rapporte a des essais de laenggandeur effectués dans des conditions ausdestgbe
possible et a de courts intervalles de temps, danméme laboratoire, par un méme opérateur empidgaméme
équipement, tandis que la reproductibilité a tdades essais effectués dans des conditions forteragables, a des
jours différents, dans différents laboratoires,cades opérateurs différents et un équipement diftér

La répétabilité et la reproductibilité salinc deux extrémes, le premier mesurant la vait@biinimale des
résultats et le seconde la variabilité maximalerdsaltats.

L'étude peut étre réalisée sur la forme pharmagagritieconstituée ou a partir d'une masse homogéepeoduit
fini.

3.1.Test d’homogénéité des variances
Le test de Cochran permet d’identifier une ou dmsances suspectes ou aberrantes dont la
valeur est exceptionnellement faible bis a vis deses p variances (p : nombre de séries et n:
nombre de résultats d’essais de la série i).
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Si le facteur C calculé est inférieur ou égal actefar lu avec un risque de 5% alors la
variance testée est considérée comme correcte.

3.2. Recherche d’'une moyenne suspecte ou aberrante «<stede GRUBBS simple »
Ce test permet d'identifier une ou des séries (a|...) suspectes ou aberrantes dont la
moyenne est exceptionnellement faible ou forteavigs des moyennes des autres séries.

ou Yy, est la valeur moyenne de la série suspectée (moyenne max et/ou min)

¥ est la moyenne calculée total des N valeurs (moyenne des moyennes)

S5; est I'écart-type déterminé sur les p moyenne y;

La valeur G ainsi calculée est comparée a la valeudans un tableau de GRUBBS pour la
probabilité considéree.

- Sile facteur de GRUBBS calculé est inférieur oal @y facteur lu dans la table, alors la
moyenne testée est considérée comme correcte ikdes@uobabilité de 5%.

- Dans le cas contraire, la moyenne est dite suspecaderrante selon le seuil considérée (5% ou
1%) et les valeurs de la série incriminée doivéra &lors testées.

3.3. Recherche de valeurs suspectes ou aberrantes
Ce test permet d’'identifier un ou des résultatspscis ou aberrants dont la valeur est
exceptionnellement faible ou forte vis-a-vis degesirésultats d’essais de la série.
On applique également le test de GRUBBS sur le=uvsily de la série incriminée :

Yij ~¥il

ol yij est la valeur max ou min suspectée de la série incriminée

y; est la moyenne de la série incriminée

5; est I'écart-type déterminé sur les n valeurs de la série incriminée

- Si le facteur de GRUBBS calculé est inférieur oalému facteur lu dans la table alors les
résultats de la série incriminée sont homogenesgria est alors, soit :
- Rejetée si elle est aberrante et est signaléerpdouble astérisque,
- Gardée dans le traitement est dite suspecte etédfe’'un simple astérisque.

- Dans le cas contraire, la valeur est dite suspmctberrante selon le seuil considéré (5% ou 1%)
et la valeur sera alors rejetée.

3.4. Estimation de la répétabilité et de la reprodctibilité
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Estimation de I'écart type de répétabilité et geaductibilité.
= |'écart type de répétabilité est calculé par la formule suivante :

Cas particulier

= | 'écart type de reproductibilité est calculé par la formule suivante: i T o
SR =52 +.52

Avec :

o
=~ KL
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Cas particulier
Si ni est identique dans chaque série (méme rigpdtit =:
Remarque: 1. =H

Généralement s> S,
Sig . <0,onprendd =0 —FS*»S,

Estimation de répétabilité et de la reproductibilité:
= La répétabilité ou limite de répétabilité qui escart maximum au niveau de confiance de
95% entre deux résultats obtenues dans des corglitle répétabilité est calculée par la
formule suivante: r=t (95, N-P}2* S, =2.83. $
= La reproductibilit¢ ou limite dereproductibilité qui est I'écart maximum au nivede
confiance de 95% entre deux résultats obtenues dizmonditions de reproductibilité est
calculée par la formule suivante: R =5, (9-P)*V2* Sy = 2.83. &
Remarque:
SiR<r,onprendR =r.
Aussi, on exprime les erreurs de répétabilité eegeoductibilité sous forme de coefficient de atian.
Répétabilité, CVr=100*S/m
Reproductibilité: C¥ = 100 * &/m. [18]
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Cﬁapitre I : PROTOCOLE DE VALIDATION. ﬂWﬂﬁYﬂQ’Uﬂ DE LA
METHODE DE DETERMINATION DES PRODUITS DE
DEGRADATION DANS SCORT comprimés effervescents

Apres avoir défini dans la partie bibliographiqee grands traits du domaine pharmaceutique
et de la validation analytique, nous développerdass cette partie le travail qui est une série
d’études expérimentales visant a évaluer les @iftys étapes de la validation analytique de
SCORT 20mg générique de PREDNISOLONE comprimés neféeents pour pouvoir le
commercialiser.

1. Présentation de I'objet de validation
Médicament

Le sujet d'étude se nomme « SCORT 20 mg compraffésvescents »
Ce médicament est un corticoide, il est indiquésdaartaines maladies, ou il est utilisé pour
son effet anti-inflammatoire.

Principe actif:
Prédnisolone 20,00 mg Sous forme de métasulfolagé@zmdique de prédnisolone

Formule Chimique
11 béta, 17 alpha, 21-trihydroxyprégna-1,4-diergd-glione 21-(sodium m-sulfobenzoate)

2. Objectif de I'étude

Actuellement, la validation des méthodes analysqueest devenue une exigence dans les laboratoires
pharmaceutiques. Cette étude qui est composékisieyps parties, a pour but de fournir un guideitlé permettant
de conduire la validation d’'une méthode quantitatianalyse.

L'objectif de ce travail est de valider la méthatbedétermination des produits de dégradation theipe actif :
Prédnisolone métasulfobenzoatesodique de SCORTg2lbmprimés effervescents.

La technique instrumentale d’analyse utilisée pmatte étude est la chromatographie en phase liguidaute
performance (HPLC) avec un détecteur a barretigedio

Cette étude s’est déroulée en plusieurs étapesoqtit
- Déterminer les produits de dégradation connus oheipe actif de SCORT 20mg
- S’assurer de la spécificité de la méthode utils@g analyser SCORT 20mg par HPLC

- Valider la méthode par les criteres de validation
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3. Contraintes de I'étude

Il est facile de dire qu'une méthode d’'analyse permie déterminer et de quantifier tous les proddés
dégradation d’un principe actif, mais comment ?

Le sujet de validation en question va nous proweegnment, ceci n'empéche qu'il y a plusieurs contes a
surmonter, par exemple :

- Se baser sur la méthode du DMF qui permet de diéternhes impuretés du principe actif
prédnisolone métasulfobenzoate sodique

- Adapter cette méthode pour la détermination deslyit® de dégradation dans la matrice du
produit fini

- Dégrader au maximum le principe actif ainsi queplecebo afin de détecter le maximum de
produits de dégradation.
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4. Matériel et méthode
Dans cette partie, on va présenter le matérial stdthode utilisés pour mener cette étude.

4.1.Produits de dégradation connus de SCORT 20mg
Les produits de dégradation connus de SCORT 2@hog & DMF sont :
- Acétate de prédnisolone
- Meétasulfobenzoate d’hydrocortisone
- Prédnisolone [19]

4.2.Méthode analytique a valider
La méthode de détermination des produits de dégomdadu principe actif: Prednisolone
métasulfobenzoatesodique de SCORT 20 mg comprifféfsescents.

a) Equipement
- Chromatographe a phase liquide HPLC détecteur didde223
- pH-métre METTLER TOLEDO
- Balance METTLER TOLEDO

b) Reéactifs
- Acétonitrile qualité HPLC
- Tétrahydrofurane
- Tétrabutylammonium sulfate acide
- HCI 0,1N
- NaOH 0,1IN
- Thiosulfate de sodium 0,1N
- L’eau oxygénée bD, a 3% [19]

c) Phase mobile

- Eau purifié (I—iOR)670mI
- Acétonitrile (CHCN)... 2t s O M 141
- Tétrahydrofurane (THF) Pt <101 |
- Tétrabutylammonium sulfate aC|de (TBS) ..................................... 0,59

- Solvant pour les essais : Phase mobile [19]

d) Conditions opératoires
- Colonne Modulo cart QS yperspher 5 C18 250 * 4,6 mm
- Débit: 1,5 ml/min
- Volume d’injection : 20 pl
- Température de thérmotisation : 35°C
- Température de I'injecteur : 5°C
- Détection a 240 nm [19]

e) Norme
- Lateneur en acétate de prédnisolone doit<€0 &%
- Lateneur en métasulfobenzoatesodique d’hydrocmisloit étre< 0,5%
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- Lateneur en prédnisolone doit &r€,5% [19]

5. Essais préliminaires
Dans les essais préliminaires, on a appliqué leenumkratoire pour la détermination des
produits de dégradation de SCORT comprimés effeerdgsselon le dossier technique du
médicament fourni par la société.
Dans un premier lieu on a commenceé par la spééifatila sélectivite.

5.1. Spécificité

Une procédure d’analyse est dite spécifique loedtpipermet de mesurer quantitativement
un parameétre physico-chimique ou un groupementtifmmeel d’'une ou de plusieurs substances
dans I'échantillon.

La démarche dans I'étude de la spécificité de lthaue de détermination des produits de
dégradation du principe actif: Prédnisolone métakanzoatesodique de SCORT 20 mg
comprimés effervescents, est de préparer des @adutie Témoin, Placebo, principe actif seul et la
forme pharmaceutique Reconstitué, et de les amaligses des conditions identiques. [19]

Le placebo est préparé en mélangeant tous les camiso(excipients) de la spécialité SCORT 20mg conds
effervescents, excepté le principe actif (Prédpiselmétasulfobenzoate sodique). Les proportiongtirenen ceuvre
sont égales a celles normalement contenues danRBGOmprimés effervescents.

Pour des raisons de confidentialité, les noms desieres premiéres rentrant dans la
fabrication du comprimé effervescent SCORT au deitMC PHARMA ne seront pas mentionnés
dans cette partie du rapport.

Les essais qu'on a injectés au premier lieu poufieela Spécifité, ont été préparés selon le
mode opératoire suivant :

- Blanc : Phase mobile (PM)

- Solution placebo (P): peser 202,65 mg de placgbatex 10 ml de PM, mettre 5min a ultrason
et compléter a 10ml avec la PM.

- Solution témoin (T): peser 20 mg de Prédnisolon¢éasudfobenzoatesodique, ajouter 50ml de
PM, mettre 5min a ultrason et compléter a 100vetda PM, prendre 1 ml de cette solution et
compléter a 100 ml avec la PM.

- Solution principe actif seul (PAS): peser 20,05negRtédnisolone métasulfobenzoatesodique,
ajouter 10 ml de PM, mettre 5min a ultrason etpi@ter a 20 ml avec la PM.

- Solution produit fini (PF): peser 222,4 mg de SCQRF), ajouter 10 ml de PM, mettre 5min a
ultrason et compléter a 20ml avec la phase mdiitg

On injecte les solutions selon les conditions piéoées

Dans le placebo, il ne doit apparaitre aucun panaye méme temps de rétention que le pic
de PA présent dans la solution témoin. [20]

Résultats

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
8 212 (0) 35602953 Fax:212(0) 35608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah =
Faculté des Sciences et Techniques 3 Q '
www.fst-usmba.ac.ma FST FES
Les essais de Spécifité ont présentés des picsAGeeP du Placebo bien séparés a la
longueur d’onde de 240 nm.

Le tableau suivant présente les temps de rétedtid®AS et du Placebo:

Tableaul : Spécifité

Essais Tr (min) Conformité
Placebo 2,66 et 4,94
Principe actif seul 16,54

Pas d'interférence

Voici les chromatogrammes qui montrent qu’il n'y aaucune interférence :

Sample Name: PLACEBO Chaine : Waters code ML 304
Wialz 50 Méthode dracquisition: VALIDATION_ANALYTIGUE
Injection #: 1 Date dacquisition: 24/05/2011 10:35:31
Injection Volume : 20.00 ul Id: 4685

Id 4811 Méthode drintégration: RECHERCHE IMPURETES
Run Time: 20.0 Minutes Date dintégration: 25/05/2011 09:08:38 WET
Longueur d'onde: 2998 Ch1 240nm@1.2nm - 5023
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Figure 8 : Placebo
Sample Name: PAS Chaine : Waters code ML 304
Wial: 52 Meéthode d'acquisition: WVALIDATION ANALYTIQUE
Injection #: 1 Date d'acquisition: 24/05/2011 111723 WET
Injection Volume: 20,00 ul Id: 4685
id 4819 Méthode dlintégration: RECHERCHE IMPURETES
FRun Time: 20.0 Minutes Date d'intégration: 25/05/2011 09:08:55 WET
Longueur d'onde: 2998 Ch1 240nm@1.2nm id: 5023
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Figure 9 : Principe actif seul
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Sample Name: PF Chaine : Waters code ML 304
Vial: 53 Méthode dacquisition: VALIDATION ANALYTIQUE
Injection #: 1 Date dacquisition: 24/05/2011 11:38:18 WET
Injection Volume: 20.00 ul Id: 4685
e ] Méthode d'intégration: RECHERCHE IMPURETES
Run Time: 20.0 Minutes Date dintégration: 25/05/2011 09:09:05 WET
Longueur d'onde: 2998 Ch1 240nm @1.2nm id: 5023
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Figure 10: Produit fini

Notre méthode est bien spécifique car elle ne reaicune interférence entre les pics du
placebo et du principe actif dans le produit fini.

5.2. Sélectivité

Consiste a difféerencier et quantifier l'analyte leiben présence d'interférents dans
I'échantillon (par exemple, impuretés résultantal@abrication ou de la dégradation du produit, ou
constituants autres que l'analyte, que ces sulestasoient pharmacologiquement actives ou
inertes). [19]

L’étude de la sélectivité consiste a préparer @dgtisns meres du placebo, principe actif et
produit fini, chacune des solutions meéres va éieservée dans des conditions de stress
pertinentes. On utilisera 5 milieux et 2 tempémdupour dégrader au maximum la substance a
analyser.

- Milieu acide HCl a 0,1N

- Milieu basique NaOH a 0,1N a 25 et 80°C
- Milieu neutre HOR

- Milieu réducteur thiosulfate de sodium a 0,1N

- Milieu oxydant HO, a 3%

- Solution meére (PF) : peser 2227 mg de SCORT, aj@tenl de PM, mettre 5 min a ultrason et
compléter a 100 ml avec la PM.
- Solution meére (PAS) : peser 200,5 mg de prédnisotoatasulfobenzoatesodique, ajouter 50 ml
de PM, mettre 5 min a ultrason et compléter a 108vac la PM.
- Solution mére (P): peser 2026,5 mg de PLACEBOutejo50 ml de PM, mettre 5 min a
ultrason et compléter a 100 ml avec la PM.
Dans deux flacons, introduire 5ml de chaque satuti@re et 5ml de chaque milieu de stress
(acide, basique, neutre, réducteur, oxydant) sépmare maintenir un flacon a 25°C et l'autre a
80°C pendant 2 heures, ce qui donne pour chaqugsomere dix échantillons.
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La comparaison entre les chromatogrammes des @mdutiloit démontrer qu'il n’existe

aucune interférence entre les temps de rétentisrpaluits de dégradation apparaissant dans les
solutions et ceux de la substance active et deptac

Résultats
Dans le tableau suivant, on a rassemblé les résdis cing milieux de dégradation du principef aetil :

Le tableau suivant présente le bilan des impupiésgsultent de la dégradation du principe aetifl glans les
cing milieux de stress :
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Tableau 2: Profil de degradation

Milieu de stress T°C Temps de rétention des impurés Surface
Aqueux 25 Imp1=2,66 S1=4704
Imp2=5,13 S2=3937
Imp3=8,38 S3=19231
80 Imp1=2,52; Imp4=5,14 S1=7316; S4=4619
Imp2=4,15; Imp5=8,02 S2=3023; S5=6880
Imp3=4,61; Imp6=8,36 S3=19395 ; S6=14877
Acide 25 Impl= 3,25 S1=4225
Imp2=8,41 S2=23459
80 Imp1=1,63 ; Imp8=6,07 S1=20758 ; S8=3730
Imp2=2,35 ; Imp9=6,63 S2=59446 ; S9=5709
Imp3=2,54 ; Impl10=7,26 S3=4500 ; S10=3858
Imp4=2,72 ; Imp11=8,05 S4=1444 ; S11=12295
Imp5=4,18 ; Imp12=8,39 S5=3265 ; S12=13692
Imp6=4,62 ; Imp13=12,55 S6=192254; S13=5084
Imp7=5,15 ; Impl14=15,65 S7=5855 ; S14=7609
Alcalin 25 Imp1=2,31 ; Imp6=4,60 S1=4834671; S6=18559
Imp2=2,61, ; Imp7=4,98 S2=185076 ; S7=2481268
Imp3=3,34 ; Imp8=6,05 S3=17992 ; S8=93538
Imp4=3,68 ; Imp9=7,25 S4=4867101 ; S9=1965984
Imp5=3,93 ; Imp10=10,25 S5=1984644 ; S10=934260
80 Imp1=2,13 ; Imp8=5,36 S1=4501332 ; S8=566349
Imp2=2,85 ; Imp9=6,04 S2=21151 ; S9=302398
Imp3=3,23 ; Impl10=7,24 S3=1236997;S10=559337¢
Imp4=3,44 ; Impl1=7,89 S4=270282 ;S11=23803
Imp5=3,91 ; Impl12=9,87 S5=4544  ; S12=2126979
Imp6=4,31; Impl3=11,14 S6=982437 ; S13=12629
Imp7=4,90 ; Imp14=14,17 S7=691440 ; S14=9158
Imp15=16,06 S15=200745
Réducteur 25 Imp1=1,89 ; Imp6=4,47 S1=1326324; S6=841
Imp2=2,12, ; Imp7=4,62 S2=7378028 ; S7=4834
Imp3=2,99 ; Imp8=5,14 S3=18723 ; S8=1480
Imp4=3,31 ; Imp9=8,36 S4=11653 ; S9=18469
Imp5=3,47 ; Imp10=14,71 S5=16201 ; S10=15429
80 Imp1=1,89 ; Imp8=5,14 S1=1520144 ; S8=1700
Imp2=2,12 ; Imp9=5,88 S2=7582898 ; S9=4117
Imp3=2,99 ; Imp10=7,26 S3=23375 ; S10=1201
Imp4=3,31 ; Imp11=8,01 S4=9504 ; S11=48798
Imp5=3,49 ; Impl12=10,43 S5=47261 ;S12=1700
Imp6=4,33 ; Impl3=14,72 S6=8671 ; $S13=19810
Imp7=4,60 ;Impl4=15,62 S7=12309 ;S14=7939
Imp15=19,17 S15=46126
Oxydant 25 Imp1=1,74 ; Imp7=3,67 S1=4724674 ; S7=1688
Imp2=2,15 ; Imp8=4,17 S2=10243 ; S8=2440
Imp3=2,34 ; Imp9=4,48 S3=9231 ; S9=76855
Imp4=2,53 ; Imp10=5,06 S4=7887 ; S10=1207
Imp5=2,74 ; Impl11=7,26 S5=34998 ; S11=7070
Imp6=3,23 ; Imp12=8,34 S6=3577 ; S12=1981]
80 Impl=1,74 ; Imp9=7,26 S1=4936543 ; S9=81907
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Imp8=6,76

Imp2=2,56 ; Imp10=8,01
Imp3=4,19 ; Imp11=8,35
Imp4=4,61 ; Imp12=10,40
Imp5=5,25 ; Imp13=15,63
Imp6=5,61 ; Imp14=16,54
Imp7=6,03; Imp15=18,19
; Imp16=19,19

S2=17703 ; S10=7901
S3=3672 ; S11=16096
S4=22967 ;S12=2834
S5=10913 ; S13=3356
S6=14919 ; S14=5835
S7=9718 ; S15=6859
S8=6030 ; S16=301

D’aprés ce tableau, on constate que le principé metdnisolone métasulfobenzoatesodique se dégitade

tous les milieux de stress, et d’aprés les chrognatomes, il se dégrade complétement dans le nailaalin.

Dans le tableau suivant on a le bilan des impurgtésont en interférence avec les pics du

placebo dans les cing milieux de stress :

Tableau 3 :Dégradation du PAS dans les cing milieux de stress

Milieu de Temps de rétention (Tr) + Surface (S)
stress
Type du Tr + S des Tr+$S Tr +S Conformité
milieu produits de PLACEBO Principe actif | d’interférence
dégradation avec le
présentant une placebo
interférence avec
le placebo
Neutre a Impl=2,52 P1=2,66mn PA=13,35 Qul
80°C S(imp1)=7316 S1=3873838 | SPA=27358554
Imp2=4,61 P2=4,50mn
Simp2=19395 S2=9825556
Acide a Impl1=2,72 P1=2,66mn PA=13,40 Ooul
80°C Simpl1=1444 S1=3873838 | SPA=27760247%
Imp2=4,62 P2=4,50mn
Simp2=192254 S2=9825556
Alcalin a Imp1=2,85 P1=2,66mn PA=13,63 Ooul
80°C Simp1=21151 S1=3873838 SPA=3287
Imp2=4,31 P2=4,50mn
Simp2=982437 S2=9825556
Réducteur P1=2,66mn PA=13,32 NON
Aucun S1=3873838 | SPA=27733794
P2=4,50mn
S2=9825556
Oxydant a Imp1=2,74 P1=2,66mn PA=13,32 Ooul
25°C Simp1=34998 S1=3873838 | SPA=2769464%
Imp2=4,48 P2=4,50mn
Simp2=76855 S2=9825556
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La comparaison des chromatogrammes a 240 nm dais @&s Sélectivité nous a permis
d’identifier les produits de dégradation présergasdla matrice complexe que peut représenter le
produit fini.
Lors de cette analyse, on a eu les résultats gsivan
- Dans le milieu acide HCL 0,1N a 80°C il y a uneeiférence entre les deux pics résultant de daadi@tion du PAS
et les deux pics du placebo.

- Dans le milieu alcalin NaOH 0,1N a 80°C il y aeuinterférence entre les deux pics résultant dgradation du
PAS et les deux pics du placebo. NB : le prinipf se dégrade complétement dans le milieu basiqu

- Dans le milieu aqueux il y a une interférenceaeids produits de dégradation et les pics du placemais comme les
surfaces des impuretés sont trés petites par rapplar surface du principe actif, on peut les cdésr comme
insignifiantes.

- Dans le milieu réducteur il n'y a eu aucune ifétence

- Dans le milieu oxydant D, a 3% a 25°C il y a une interférence entre lesxgmgcs résultant de la dégradation du
PAS et les deux pics du placebo.

Conclusion

Ces résultats nous ont poussés a arréter I'anafys de chercher la cause de cette interférence.

Cette interférence met en doute la fiabilité denkthode, ce qui nous renvoi a valider ou ne paslerates
résultats.

Pour cela nous devons approfondir les recherches @asens pour déterminer la cause de ce chevaenhe

- Est-il d0 a la phase mobile ?
- Est-il d0 a nature de la colonne ?
- Est-il d0 au choix du diluant ? Ou bien c’est simaple contamination des solutions ?

La cause de la contamination des solutions esté&cdans notre cas parce qu’on a reprépare
et réinjecté les solutions plusieurs fois de la mémaniére et dans les mémes conditions, pour
s’assurer de la répétabilité de I'analyste et deadahine.

Pour lever cette ambiguité, nous proposons ungtion résumant toutes les étapes qui ont
ete effectuée en vue de développer cette méthode.
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Chapitre IT : RECHERCHE ET DEVELOPPEMENT DE LA
METHODE DE DETERMINATION DES PRODUIDTS DE
DEGRADATION DANS SCORT

1. Objectif

A partir des essais préliminaires qu’'on a effectilésest averé que notre méthode n’est pas
spécifique, car il existe une interférence enteepgies de quelques produits de dégradation dans
certains milieux de stress, et les pics du placebaui a engendré I'arrét de I'étude. Le but deece
partie de recherche est de développer notre métitmdeaniere a ce qu’on obtient une qui est plus
fiable et spécifique, c'est-a-dire une méthodergumontre aucune interférence entre les pics du
placebo et du principe actif et les pics des prgddé dégradation dans les différents milieux de
stress, afin de pouvoir la valider par les ceisede validation et qui peut étre considérée comme
une méthode de routine applicable au sein du laélicgale la société.

2. Démarche a suivre : Etude de l'interférence
L’étude de linterférence est I'étape bloquantecdte étude, donc pour réaliser cet objectif,
on a adopté un plan d’action composé de plusigarses. Dans un premier temps on a essayé de
tatonner par quelques essais, et a partir desa&sgu’on a obtenus, on a trouvé une base logique
sur laguelle on a travaillé pour trouver la méthadéquate.
Dans ce plan d’action on a essayé de varier legoptions de I'eau, de I'acétonitrile, du
Tétrahydrofurane et Tétrabutylammonium sulfate edadns la phase mobile.

2.1. Modification d'un seul parametre
Dans ces essais on a madifié les proportions dgueheomposant de la phase mobile, un par un etdrservé
I'effet de ces modifications sur la résolution.
Le tableau suivant résume I'ensemble des modifinateffectuées :

Tableau 4 :Modification d’'un seul parametre

MODIFICATION EFFET SUR LA RESOLUTION
Ajout de l'eau - Retarde le pic du principe actif
- Chevauchement entre I'imp1 dans le
milieu acide et le picl du placebo
Ajout de I'acétonitrile Chevauchement entre I'ingéns le
milieu acide et le pic2 du placebo
Ajout de TBS - Chevauchement entre I'imp1 dans|le
milieu acide et le picl du placeba
- Chevauchement entre I'imp2 dans|le
milieu acide et le pic2 du placeba
Diminution de la quantité du TBS Le pic du prireigctif sort trés tot
Ajout de THF Chevauchement entre I'imp2 dans le
milieu acide et le pic2 du placebo
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Les résultats de cette série d’essais ne sontapiagassants, car I'interférence entre le picl du
placebo et I'impuretél dans le milieu acide, etestd pic2 du placebo et I'impureté2 dans le milieu
acide persiste toujours.
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2.2. Modification de deux parametres a la fois
Dans ces essais on a modifié les proportions de c@mposants de la phase mobile a la fois
par différentes combinaisons et on a observé t'effeces modifications sur la résolution.
Le tableau suivant résume I'ensemble des modifinateffectuées :

Tableau 5 :Modification de deux paramétres a la fois

MODIFICATION EFFET SUR LA RESOLUTION

Ajout de 'eau et de I'acétonitrilel  Chevauchement entre I'imp1 dans le milieu acide e
picl du placebo

- Chevauchement entre I'imp2 dans le milieu acide e
pic2 du placebo

Ajout de I'eau et diminution de | - Chevauchement entre I'imp1 dans le milieu acide e
THF picl du placebo

Ajout de I'eau et de TBS - Chevauchement entre I'imp1 dans le milieu acide ¢t

picl du placebo

- Chevauchement entre I'imp2 dans le milieu acide ¢t

pic2 du placebo

Les résultats de cette série d’essais ne sontgpiagassants, car l'interférence entre le picl du
placebo et I'impuretél dans le milieu acide, etestd pic2 du placebo et I'impureté2 dans le milieu
acide persiste toujours.

2.3. Modification de trois parametres a la fois
Dans ces essais on a modifié les proportions de cl@mposants de la phase mobile a la fois
par différentes combinaisons et on a observé t'eifeces modifications sur la résolution.
Le tableau suivant résume I'ensemble des modifinateffectuées :

Tableau 6 :Modification de trois parametres a la fois

MODIFICATION EFFET SUR LA RESOLUTION
Ajout de I'eau de I'acétonitrile et de TB$ Chevauchement entre I'imp2 dans le
milieu acide et le pic2 du placebo
Ajout de I'eau de l'acétonitrile et de THF Chevauchement entre I'impl dans le
milieu acide et le picl du placebo
Ajout de I'eau de l'acétonitrile et de TB$ - Chevauchement entre I'imp2 dans |
en exces milieu acide et le pic2 du placebo

A} %4

Les résultats de cette série d’essais ne sontapiagassants, car I'interférence entre le picl du
placebo et I'impuretél dans le milieu acide, etestd pic2 du placebo et I'impureté2 dans le milieu
acide persiste toujours.
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2.4. Modification des proportions de la phase male
Dans ces essais, on a travaillé sur les proportleria phase mobile. L'effet de ces

modifications a donné des résultats assez satistais
Le tableau suivant résume I'ensemble des modifinateffectuées :
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La phase mobile initiale :

- Eau purifié (I—iOR)670mI
- Acétonitrile (CHCN)... 2t o O N 141
- Tétrahydrofurane (THF) Pt <101 ¢ |

- Tétrabutylammonium sulfate aC|de (TBS)

Tableau 7 :Modification des proportions de la phase mobile

MODIFICATION FFFET SUR LA RESOLUTION

- Eau......ooieiiiiiin 0 670ml Mauvaise résolution

- CHCN......eeveeevee e 240ml

- THF. 60ml

- TBS... 0,59

- Eau.......oooeeinn . 700ml Bonne résolution

- CH3CN...oooviviieee 240ml

- THF. 60ml

- TBS... 0,59

Les résultats de cette série d’essais sont satisfis, car il N’y a aucune interférence entre le
picl du placebo et I'impuretél dans le milieu acieteentre le pic2 du placebo et 'impureté2 dans
le milieu acide ou dans n'importe quel autre euilde stress.

Conclusion

Apres avoir trouvé la méthode adéquate et fiablepaurrait maintenant passer maintenant a
'étape de la validation.
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Chapitre 111 : DEMARCHES TECHNIQUES ET
STATISTIQUES DE LA VALIDATION

Les critéeres de validation de la méthode de détetiain des produits de dégradation du
principe actif : Prednisolone métasulfobenzoatepoeide SCORT 20 mg comprimés effervescents
sont les suivants :

1. Spécifité

Apres avoir trouvé la méthode adéquate, on a iarjdes essais de sélectivité selon les
conditions optimales trouvées pour vérifier $eefivement c’est la bonne méthode.

Résultats
Sample Name: PAS HCL 80°C Chaine : Waters code ML 304
Vial: 70 Méthode d'acquisition: WVALIDATION ANALYTIQUE
Injection #: 1 Date d'acquisition: 24/05/2011 1733:59 WET
Injection Volume: 20.00 ul Id: 4685
Id 4893 Méthode dintégration: RECHERCHE IMPURETES
Run Time: 20.0 Minutes Date dintégration: 25/05/2011 09:07:42 WET
Longueur d'onde: 2998 Ch1 240nm@1.2nm Id: 5023
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Figure 11 : Principe actif seul dans HCI 0,1N a 80°C
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Sample Name:

PAS NAOH 80°C

Chaine :

Waters code ML 304

Vial: T2 Méthode d'acquisition: VALIDATION_ANALYTIGUE
Injection #: 1 Date d"acquisition: 24/05/2011 18:15:51 WET
Injection Volume: 20.00 ul Id: 4685
Id 4901 Méthode d'intégration: RECHERCHE_IMPURETES
Run Time: 20.0 Minutes Date d'intégration: 25/05/2011 09:14:28 WET
Longueur d'onde: 2998 Ch1 240nm@1.2nm Id: 5048
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Figure 12 : Principe actif seul dans NaOH 0,1N a 80°C
Sample Name: PAS H202 25°C Chaine : Waters code ML 304
Vial: e Méthode d'acquisition: WVALIDATION _ANALYTIQUE
Injection #: 1 Date d'acquisition: 25/05/2011 13:59:34 WET
Injection Volume: 20.00 ul Id: 4685
Id 4980 Méthode d'intégration: RECHERCHE IMPURETES
Run Time: 20.0 Minutes Date dintégration: 25/05/2011 15:19:11 WET
Longueur d'onde: 2998 Ch1 240nm@1.2nm Id: 5023
1.4-0—_
1 8 2
1.20 T 2
1 w
1 =
1.00 =]
] o
] @D
0.80- =
71 w
2 ] &
0.60
1 (N
0.40-] I| \
1 by
020 - | \
1 8 = E =z B s | \
0.00-] L ed i = = =2 _ s | \\
0.00 Z.IUIJ 4.‘00 G.IIJEI B.I 1IJ!EIIJ 12|.lJlJ 14I.IJIJ 16‘.00 18!00 20.00
Minutes

Figure 13 : Principe actif seul dans 8, a 3% a 25°C

Ces chromatogrammes sont relatifs aux milieux desstcritiques, qui présentaient un
probleme d’interférence entre quelques pics deslyits de dégradation du principe actif seul et les
pics du placebo, a savoir : le milieu acide a 8d&Qnilieu alcalin a 80°C et le milieu oxydant a
25°C.

D’aprés les chromatogrammes des essais de séectivi’y a aucune interférence entre les
pics des produits de dégradation du principe &ttiés pics du placebo et du principe actif, donc
on peut considérer notre méthode comme une médpbEfique.

2. Seuil de détection
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C’est la plus petite quantité d’une substance anexar dans un échantillon pouvant étre
détectée mais non quantifiée comme une valeur @xact

Le seuil de détection est ici déterminé a partindgnregistrement graphique :
- Un enregistrement de blanc d’analyse est effeatuguarant la procédure compléte d’analyse sur
un échantillon contenant I'ensemble des constigyantexception de la substance a rechercher.
- L’amplitude maximale hax du signal est déterminée sur une distance ég2lefais la largeur a
mi-hauteur du pic correspondant a la substancetgreher. (Voir annexes)
Examen de I'enregistrement :

[ |
0.00008 | | "|| il
IR HE AR | |
o.oomoe ||| Wil |'| ‘:Illl ! | |=‘
IO O | I
I L bl |
MR
Uk 1 (LT A
It I

lj
2 I {i
0.00007

! hinx

_——— 200 x largeur pic & mi-hauteus

Le seuil de détection SD est estimé par: SD =3xh__ xR

(R= facteur de réponse quantité/signal pour latamios analysée, exprimé en hauteur ; R est
ici déterminé a partir d’'une solution de 100%, @tge pour I'étude de linéarité du composant seul).
Norme : Le seuil de détection doit étre < 2ug/ml

Résultats : fhax = 0,000078 pv
R=0,8
SD = 0,0001872 = 0,01872%
Le seuil de détection SD < 2pg/ml, donc elle kuitorme

3. Seuil de quantification
C’est la plus petite quantité d’'une substance an@&r pouvant étre dosée dans les
conditions expérimentales décrites, avec une f@éli une exactitude définies.

Le seuil de quantification (SQ) est ici détermingaétir d’un enregistrement graphique.
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Il est estimé par : =

NB : La valeur k. utilisée pour I'estimation su seuil de quantifioatest la méme que celle
déterminée pour I'estimation du seuil de détection

Résultats : SQ= 0,000624 = 0,0624%
Le seuil de quantification SQ < 2ug/ml, donc sllé la norme

4. Linéarité
La linéarité d'une procédure d'analyse est sa dap@c l'intérieur d'un certain intervalle) a
obtenir des résultats directement proportionnelfa econcentration (quantité) en substance a
examiner dans I'échantillon.

L'étude est réalisée sur le principe actif seuadbrme pharmaceutique reconstituée. Cing
échantillons contenant respectivement environ 60,180, 120 et 140% de la quantité théorique de
principe actif sont préparés et analysés, soitotal L0 échantillons. Cette opération est répétée
deux autres fois a raison d'une fois par jour ades colonnes chromatographiques différentes

chaque jour.
On prend 5 points, 5 solutions étalons de PAS gamime d'étalonnage

- Gamme entre 60 a 140 % de la dose cible.
- Pour dose cible 20 mg/l = on prend 12 - 16 — 2@ - 28 mg/I

- Solution mere placebopeser 10132,5 mg de placebo, ajouter 100ml de phabde, mettre 5
min a ultrason et compléter a 500 ml avec le méoheant.

- Solution mere PA : peser une prise d'essai (Paj}ivel a la concentration voulu, ajouter 50 ml
de phase mobile, mettre 5 min a ultrason et comp&L00 ml avec le méme solvant.
Le mode opératoire effectué pour les essais daribééest résumé dans les tableaux suivants :

Tableau 8: Linéarité du principe actif seul (PAS)

Concentration Pe (PA) SM (PA) Dilution
60% 12 mg
80% 16 mg Pe (PA) 1 ml SM(PA)
100% 20 mg dans dans
120% 24 mg 100ml 100ml
140% 28 mg

Tableau 9: Linéarité de la forme pharmaceutique reconsitiPR)
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Concentration Pe (PA) SMP SM (PA) Dilution
60% 12 mg 1 ml SM (PA)
80% 16 m
T00% 20 mg Pe= 191525 mg Peans 50 ml SMP
120% 24 mg 100 ml 100 ml dans
140% 28 mg 100 ml

SMP : Solution mere placebdPe: prise d’essai ; SM (PA) : Solution meére principe actif

Etude statistique de la linéarité
La déemarche de I'analyse statistique est donc eheidiger statistiguement que la méthode est
linéaire dans l'intervalle de concentration chgisur le principe actif seul, et pour la forme
pharmaceutique reconstituée, puis de démontreregudeux droites ne sont pas statistiquement
différentes.

Vérification de la linéarité de la gamme princimtifaseul PAS (D1) et de la gamme forme pharmageeti
reconstituée (D2) en calculant le coefficient daéation de la droite de régression D1 et D2 ;

- Faire une étude de la régression linéaire surdiee des résultats ;
- Effectuer les tests suivants sur D1 et D2 :
- test de comparaison de I'ordonnée a I'origineca¥€Student)
- test d’homogénéité de variances (Cochran)
- test d’existence de pente significative (Fisher)
- test de validité de la droite de régression (@ish
- Comparer les deux droites de régressiopt:: test de différence sur les ordonnées a
I'origine et sur les pentes
4.1. Principe actif seul
Ce jeu de données regroupe 15 valeurs indépendabtesints de gamm@O0, 80, 100, 120,
140)avec 3 valeurs par point de gamme (sur 3 sériasarrd'une valeur par série).
Les données brutes sont indiquées dans le tabl@zans:

PR T T ,,..n.....n ':""'::"‘_ - régrESSion |inéail’e

12 36964 a # oy #
60 - 35164 Linéarite PAS

12 32483 Fiqure 90000 y=2971x-1122
- 16,01 46683 J ¥ 20000 R2=0,9894

16 46285 14:la

16 47080 droite de 70000

20,01 58932 régressio ggggg —&—Surface Yij

100 20 56050 n (PAS) | 40000

20 58625 30000 ‘/ ——Linéaire (Surface

Les Yij)

120 24,01 71073 coefficient | 20000

24 66459 sdela 10000

24 69278 droite de 0 . . .
140 28 81453 0 10 20 30

28 82379

28 85657
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régression:
L'équation de la droite est : y = 2971x - 0,9894
Le coefficient de corrélation (r) est de : 0,9894

b) Test d’homogénéité des variances (Test de COCHRAN)

Concentration Pe Surface Yij Yi Si2
12 36964
12 35164
60% 12 32483 34870,33 | 5084520,33
16,01 46683
16 46285
80% 16 47080 46682,67 | 158006,33
20,01 58932
20 56050
100% 20 58625 57869 2505133
24,01 71073
24 66459
120% 24 69278 68936,67 | 5409630,33
28 81453
28 82379
140% 28 85657 83163 4879396
TEST DE
COCHRAN Conclusion: Le tableau de Cochran
SPmax ISP Clcalcué C (5%, 3, 5) (pée(iSeth) drgggtrl?ensglr;eblec%uéichorrigﬁces
540963033 18036686 |  0.30 0,684 Fintervalle étucié sont homogenes.

C) Test de I'existence d’une pente significative (Teste FICHER)
Ce test permet de comparer les variations dueségtassion et aux erreurs

Source de variation SCE DDL Variances F1 F (5%, 1, 13)
Résiduelle 45348359,1 13 3488335,32
Régression (linéaire) | 4236939496 1 4236939496
Totale 4282287855 14 1214,60 4,67

Conclusion: Le tableau de Fischer présente UAckeFincorique (0.05 ; 1 ; 13) ce qui permet de conclure a
I'existence d'une pente au seuil de Ib#xiste donc une relation entre les Xij et leg Yi

d) Test de validité de la droite de régression
Il permet de comparer les erreurs dues a la rédgressles erreurs expérimentales
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Source de variation SCE DDL Variances Fnl F (5%, 3, 10)
Résiduelle 453484111 13 3488339,32
Expérimentale 1,0071E+10 10 1007058235
Erreur modéle (non linéaire) | 9465112,5 3 3155037,5 0,003 3,70

Concentratiofl Pesée (x)| Réponse (y)
12 37098 .
60 12 34290 Conclusion: Le tableau de Fischer présente yif<Fincorique
12 35790 (0.05; 3; 10) permet de conclure que l'ajustdément étre
considéré comme valid#.existe donc une relation linéaire entre les
- 16,01 47387 Xij et les Yij.
16 45192
16 47727 4.2. La forme pharmaceutique reconstituée
100 20,01 56412 Ce jeu de données regroupe 15 valeurs
20 56041 ind & i
indépendantes : 5 points de gam(6e, 80, 100, 120,
20 57896 | 140)avec 3 valeurs par point de gamme (sur 3 séries a
24,01 69386 | raison d'une valeur par série).
120 ; S
24 70860 Les données brutes sont indiquées dans le tableau
24 71073 suivant :
140 28 78214
28 82504 Tableau 11: Linéarité: Données regression lin€aire
28 82886
Linéarité FPR
100000 y = 2865,5x + 867,77
R2=0,9916
80000
60000 =—4—>Surface Yij
40000
—— Linéaire
20000 (Surface Yij)
0 T T 1
0 10 20 30

Figure 15 :la droite de régression (FPR)
Les coefficients de la droite de régression:
L'équation de la droite est : y = 2865,5x +,867
Le coefficient de corrélatioh €st de : 0,9916

b) Test d’homogénéité des variances (Test de COCHRAN)
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Concentration PE Surface Yij Yi Si?

12 37098
12 34290

60% 12 35790 35726 1974288
16,01 47387
16 45192

80% 16 47727 46768,67 | 1893308,33
20,01 56412
20 56041

100% 20 57896 56783 963487
24,01 69386
24 70860

120% 24 71073 70439,67 | 844002,33
28 78214
28 82504

140% 28 82886 81201,33 | 6729601,33
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TEST DE COCHRAN Conclusion: Le tableau de Cochran

. | C(53%, 3, | présent¢  montre  que  cfeusCrneorique
S?max xSi2 Clcalcue 5) (0.05;3;5) donc I'ensemble des variances pour
672960133 12404687 0,54 0,684 'ensemble des points de gamme de

l'intervalle étudié sont homogenes au seuil de
5%.

C) Test de I'existence d’une pente significative (Teste FICHER)
Ce test permet de comparer les variations dueségtassion et aux erreurs

Source de variation SCE DDL Variances F1 F (5%, 1, 13)
Résiduelle 33351898,5 13 2565530,65
Régression (linéaire) | 3941357672 1 3941357672
Totale 3974709571 14 1536,27 4,67

Conclusion: Le tableau de Fischer présente Wife>Fineorique(0.05 ; 1 ; 13)
ce qui permet de conclure a I'existence d'une panteeuil de 5% existe donc une relation entre
les Xij et les Yij.

d) Test de validité de la droite de régression
Ce test permet de comparer les erreurs duesgiession et les erreurs expérimentales.

Source de variation SCE DDL Variances Fnl F (5%, 3, 10)
Résiduelle 333518985 13 2565530,65
Expérimentale 24809374 10 2480937,4
Erreur modéle (nn
linéaire) 8496313,3 3 2832104,43 1,14 3,70

Co

nclusion: Le tableau de Fischer présente Wk<Fineorique(0.05 ; 3 ; 10) permet de conclure que I'ajusterpeut
étre considéré comme valideexiste donc une relation linéaire entre lesefijes Yij.

4.3. Comparaison entre principe actif et produit pharmaceutique reconstitué

Apres avoir veérifié que les deux jeux de donnéégesiti un modele linéaire, I'objectif est de
démontrer l'inexistence d'un effet de matrice (pemstatistiguement non différentes) et l'inexistenc
d'une erreur systématique (ordonnées a l'origatessjuement non différentes).

Comparaison des droites D1 et D2

a) Comparaison des pentes al et a2 (Test de Student)

La comparaison des pentes al et a2 s’effectuelaveast t :
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t=|ara|/V (S2a+Sa)

D1: droite de régression correspondant au prinaqié seul ; D1 D2

D2 : droite de régression correspondant a la FPR Pente b |2971,01883 286551

al : la pente de la droite D1 ; p

a2 : la pente de la droite D2 ; S2b 31491,9003 47,34

S?al : variance de la pente de la droite D1 ; N 15 15

S2a2 : variance de la pente de la droite D2 ; t 0,60
t(95%,N-4) 2,05

Conclusion: Le tableau présente tcalculé <t (0,05; 11) cepquinet de conclure que les pentes ne sont pas
significativement différentes (pas d’effet de neji
b) Comparaison des ordonnées a l'origine bl et b2 (Tede STUDENT)

La comparaison des ordonnées a l'originetes s'effectue avec un testt :

t= | by-by |/ V (S2y+S2hy)

Avec:
bl : I'ordonnée a I'origine de la droite D1 ;
b2 : 'ordonnée a I'origine de la droite D2 ;
S2b1 : variance de l'ordonnée a l'origine de laitér®1 ;

S2ph2 : variance de I'ordonnée a l'origine de laiter®?2 ;

- D1 D2 Conclusion: Le tableau présente tcalculé < t (0,05; 11)
Ordonne b| -112198 | 867,76 | .o quj permet de conclure que les ordonnées aiterine
S? | 13607020,9 968459,79| sont pas significativement différentes (pas d’arreu

N 15 15 systématique).
t 0,52
t(95%,N-4) 2,05

c) Comparaison des ordonnées a l'origine b1 et b2 aveéro
Une fois démontrée qu'il existe bien une relatiogdire entre les Xij et les Yij, il doit étre
vérifié que I'ordonnée a l'origine de la droiteshigas statistiquement différente de 0.
Cette vérification se fait par un test de STUDEMNToit &tre non significatif au seuil de 5 %.

D1 D2
Ordonné b| -1121,98 | 867,76 Conclusion: Le tableau présente ugid<tnsorique(0-05 ; 13)
ce qui permet de conclure que les deux ordonndesigine ne sont pas
S*b 13607020,9 968459,79 significativement différentes de 0 au seuil de 5 %.

N 15 15
t 0,30 0,88
t(95%,N-2)| 2,16 2,16

4.4. Synthése

Tableau 12: Linéarité: Etude statistique
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PAS FPR 100000
Pente des droites a 2971,01 2865,51 80000
Variance de la pente des droites Sa$  31491,90 2241,40 60000
Ordonnées a l'origine des droites b | -1121,98 867,76 ——PA
Variance des ordonnées a l'origine 40000 —m—FPR
Sh? 13607020,91] 968459,79 20000
Coefficient de corrélation r 0,99 0,99 0 . . .
Variance Résiduelle Sr? 15116119,7| 1075867,69 0 10 20 30

Figure 1@.inéarité PAS et FPR

Conclusion
Aprés cette étude statistique compléte de la litBéam peut dire que notre méthode est linéaire.
(Chromatogrammes de linéarité : Annexes)

5. Exactitude
L’exactitude exprime l'étroitesse de I'accord enfrevaleur qui est acceptée soit comme une

valeur conventionnelle vraie, soit comme une valdeirréférence acceptée, et la valeur trouvée
obtenue en appliquant la procédure d’analyse uainatombre de fois.

La démarche de I'analyse statistique est donc dedtrer statistiquement que la méthode est
exacte.

Cette exactitude se calcul sur les données du asamp dans la forme reconstituée.

Elle s’exprime par un recouvrement moyen accompatgéon intervalle de confiance a
95%.

La premiéere étape est de calculer les valeurs dauveement entre les pesées retrouvées
grace au jeu de données de référence considénés,mesées introduites. Ces recouvrements (en
%) se déterminent pour chacun des 5 points de gatmmeemposant dans la forme reconstituée.

Deux systemes de référence peuvent étre considérées
- Point de gamme 100% de I'étude de la linéaritéatnposant seul
- Droite de I'étude de la linéarité du composant seul

Etude statistique
La démarche de l'analyse statistique est donc mewkéer statistiguement que la méthode est
exacte.

Vérification de la I'exactitude de la gamme forntepmaceutique reconstituée par :
- Test d’homogénéité de variances (COCHRAN)

- Test de validité des moyennes (FICHER)
- Estimation du recouvrement moyen

Tableau 13 :Données brutes (FPR) Calcul du taux de recouvrement en %
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Concentration Pe Surface niveau |. Q. _ Vi Q. ] R%
60% 12 37098 introdulite. : Retrouvée.
12 34290 12 37098 | 12,60 104,96
12 35790 60% 12 34290 | 12,23 101,92
80% 1613’(?1 j;ig; 12 35790 | 12,21 101,71
16 47727 80% 16,01 47387 16,09 100,49
100% 20,01 56412 16 45192 | 16,12 100,74
20 56041 16 47727 16,28 101,72
20 57896 20,01 | 56412 | 19,15 95,72
120% 2. D998 100% 20 56041 | 1999 | 99,94
24 71073 20 57896 | 19,74 98,72
140% 28 78214 24,01 69386 23,56 98,12
gg ggggg 120% 24 70860 | 2528 | 105,31
24 71073 | 24,24 100,99
28 78214 | 26,56 94,84
140% 28 82504 | 2043 | 10510
28 82886 | 2827 100,95

Apreés avoir calculé les recouvrements (en %),d@tsuivante est de vérifier 'homogénéité des me€es par
un test de COCHRAN.
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a) Test d’homogénéité des variances

On calcul d’abord les variances : Test de GIRAN
Niveau R% v §2 TEsT DE COCHRAN
104,96 & max ys’
60% 101,92 i=1 Co caleu C %39
101,71 102,86 3.31 26,61 48,18 0,552 0,684
100,49
80% 100,74
101,72 100,99 0,42| Conclusion: Le tableau présente un Gieue<
95,72 . .
C % 35 Ce qui montre que les variances pour
100%
99,94 . .
I'ensemble des points de gamme de l'intervalleade |
98,72 98,13 4,72 R . o
98 12 méthode sont homogenes au seuil de significativité
! 0
120% 105,31 de 5%.
100,99 101,47 13,10
94,84
140% 105,10
100,95 100,30 26,61 b) Test de validité des moyennes

Une fois vérifiée 'hnomogénéité des variancesstilppssible de s'assurer que les erreurs
intergroupes et intra-groupes ne different pas.
Ce test doit étre non significatif au seuil de digativité de 5 %.

Source de C ;
o , onclusion:
variation SCE | DDL | Variances| F; | Fisw.4.10 Le tableau présente un R F sy 4 10Ce
L qui permet de mettre en évidence la non
Expérimentale 96,37 | 10 9,63 0.945 significativité du facteur "Intergroupes” testé et
Factorielle 36,41 4 9,10 ' 348 de conclure que les variations des observations
’ entre les groupes (points de gamme) sont dues
Totale 132,78 | 14 9,48 ux erreurs expérimentales.

c¢) Estimation du recouvrement moyen
Aprés avoir validé le test d'homogénéité des mogerdes groupes, le recouvrement moyen

est calculé avec son intervalle de confiance.

N| y |ST |t5%,14) IRM Conclusion:

15 100,75| 3,08 2,14 min max Le Taux de recouvrement est inclus entre 99,05 et

106,01 % ; la valeur 100 est inclue donc la méthesiexacte.

99,05| 106,01
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6. Fidélité
La fidélité de la procédure d’analyse qui exprirgégroitesse de I'accord (degré de dispersion)
entre une série de mesures provenant de multipkesspd’'un méme échantillon homogene dans des
conditions prescrites. Elle fournit une indicatisur les erreurs dues au hasard et s’exprime par la
mesure de la reproductibilité et de la répétabilité

La démarche de I'analyse statistique est donc dedtrer statistiquement que la méthode est
fidele, c'est-a-dire répétable et reproductible.

La fidélité se calcule sur 3 séries de 6 pesée80&olde la concentration théorique sur le
composant dans la forme reconstituée a raison dsérie par jour, soit 18 valeurs indépendantes.
Les séries realisées par des opérateurs différents.

La fidélité s’exprime par un coefficient de varatide répétabilité (CVr) et par un coefficient
de variation de reproductibilité (CVR).

Etude statistique

Vérification de la fidélité de la gamme forme phaceutique reconstituée par :
- Test d’homogénéité des variances (COCHRAN)

- Recherche d’une moyenne suspecte ou aberrante EBR)J
- Recherche de valeurs suspectes ou aberrantes (GRUBB
- Estimation de la répétabilité et de la reprodulitéi

a) Test d’homogénéité des variances

Série Essai R% Y% s’
1/1 62672
2/1 66135
3/1 61827
1 4/1 61562 63670,17 11363403
5/1 69318
6/1 60507
1/2 56293
2/2 59132
3/2 55184
5 42 59633 58119,50 | 3908358,7
5/2 60179
6/2 58296
1/3 59980
2/3 60126
3/3 59205
3 413 60443 60510,67 | 1029729,07
5/3 61213
6/3 62097
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60766,78 2784,18
-y Ecart type

TEST DE COCHRAN

Conclusion:

C caicus = 0.697 < C pug = 0.707 ; les

s sz Co calculs C variances des trois groupes peuvent donc
- : . (%.6.3 | gtre considérées comme homogénes au

=1 - risque de 5%.
11363402,96 16301490,73 0,69 0,707

b) Test de validité des moyennes et des valeurs sudpeqTest de GRUBBS)
Une fois vérifiée I'hnomogénéité des variancesstilpwssible de s'assurer que les erreurs
intergroupes et intra-groupes ne different pas.
Ce test doit étre non significatif au seuil de #igativité de 5 %.

Test des

moyennes Gleacue | G tables%. 3)
MAX [y i mov] 63670,17 1,04
MIN [V i moy] 58119,50 0,95 1,155

TEST Test des valeurs suspecte
DE v u u p G2calcu|é

GRUBBS Série incriminée : 1
MAX[y;] | 69318,00 | 1,675 1887
MIN[y] | 55184,00 | 0,001

Gtable(S%, 6)

Conclusion
- Le facteur de Grubbs
calculé G1 est inférieur au facteur lu dans lagiablors la moyenne testée est considérée comme
correcte au seuil de probabilité de 5%.
- Le facteur de Grubbs
calculé G2 est inférieur au facteur lu dans lagiahblors les résultats de la série
incriminée sont homogeénes.

c) Estimation de la répétabilité et de la répétabiliténtermédiaire
La fidélité de la procédure est jugée satisfaisantapte tenu des valeurs des coefficients de
variation de répétabilité CVr et de ceux de réipiéta intermédiaire CVR.

Variance (S?) t(o59%, 18) Seuil de Cvr
Répétabilité répétabilité
8150746,36 2,228 8996,13 4,70
n S S.2 S CVR
Répétabilité 2 23255009,36 6846031,41 12279861,66
intermédiaire 6,56
t(95%, 47° Seuil de répétabilité intermédiaire
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2,14 120 93,45

Conclusion

coefficient de variation de répétabilité| CVr(%) 4,70

coefficient de variation de répétabilité
intermédiaire
CVr=4,70 < 15%
CVR= 6,56 < 15%

Selon les résultats obtenus on peut dire que lhadétest fidele.

CVR(%) 6,56
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La validation des méthodes d'analyse figure paesirhesures universellement reconnues comme faisant
partie d'un systéme exhaustif d'assurance qualité & domaine de la chimie analytique.

Dans a premiére partie de notre travail on a applie mode opératoire pour la détermination dedwt® de
dégradation de SCORT comprimés effervescent selatos$sier techniqgue du médicament fourni par l&&acOn a
d’abord commencé par la spécificité et la séle@iviia comparaison des chromatogrammes a 240 nassess de
sélectivitté nous a permis d'identifier les produie dégradation présents dans la matrice compjexe peut
représenter le produit fini. Les résultats ont ené& un probléme d'interférence entre quelques g@éssproduits de
dégradation du principe actif et les deux pics hcgbo. Ces résultats nous ont poussés a afedtatyse afin de
développer la méthode.

La deuxieme partie a été consacrée a la recheta@veloppement. Apres plusieurs essais et
modifications des proportions de la phase mobitgus sommes parvenus a développer une
meéthode plus fiable et spécifique, c'est-a dire, mnéthode qui ne montre aucune interférence entre
les pics du placebo et les pics des produits deadagon du principe actif dans les difféerents
milieux de stress.

Apres avoir trouve la méthode adéquate et fiablea pu entamer l'étape de la validation.
Les résultats obtenus suite a plusieurs manipuisited tests statistiques ; et qui sont une base de
décision de l'avenir de ce médicament sur le margm®uvent effectivement que la méthode
utilisée est valide et donne des résultats confsyime qui permet de déclarer que cette méthode est
applicable comme procédure de routine au seimlgoratoire interne de MC PHARMA.

Perspectives

Les pics de sélectivité du principe actif qu'orolatenu vont étre interprétés dans différentes learu
d’'ondes, pour s'assurer que ce dernier absorbe ldalmmgueur d’'onde de 240 nm de maniére optimalesi, les
résultats permettront au Laboratoire de Control@dalité MC PHARMA de constituer le dossier dAMdh vue de
commercialiser le médicament SCORT 20mg générigueREDNISOLONE.
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