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Introduction

Ce travail s’inscrit dans le cadre du développement d’un dispositif intra-utérin
(IUD) générique a libération hormonale prolongée. Au terme du développement, un
dossier de mise sur le marché sera introduit aupreés des autorités compétentes du pays
dans lequel ce dispositif sera commercialisé. Ceci constitue, bien évidemment, 1’étape
ultime du développement d’un produit pharmaceutique. Ce dossier doit contenir la
description et les informations résultantes du développement de la spécialité
pharmaceutique allant de 1’¢laboration du dispositif en lui-méme a son controle lors de
la libération du produit fini, en passant par des étapes telles que la mise au point
galénique, les études pharmacologiques ou de biodisponibilité, 1’étude toxicologique,
I’étude de stabilité,... Sans oublier la partie analytique qui constitue le domaine que
nous abordons dans ce mémoire.

Le dispositif intra-utérin €étudi¢ au cours notre travail est essentiellement
constitué de quatre parties (figure 1) :

Figure 1 : Photographie de I'IUD.

e Le support en forme de T

Il est constitu¢ de polyéthyléne renfermant 22 % de sulfate de baryum
(agent radio-opaque). Comme son nom [’indique, il sert de support a
I’ensemble membrane / réservoir contenant le principe actif. Sa charge en
sulfate de baryum va permettre au gynécologue, par I’intermédiaire d’une
radiographie, de vérifier si le dispositif est correctement positionné dans
’utérus.
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e Le réservoir

Il se compose d’un mélange 50/50 de polydiméthylsiloxane catalysé a
I’étain et du principe actif, le 1évonorgestrel (LNG, figure 2, Annexe A).
Il constitue le « cceur » du dispositif. En effet, la quantité nécessaire a la
libération controlée de 1’hormone sur une période de 5 ans y est
totalement contenue.

Figure 2 : Structure du lévonorgestrel.

¢ La membrane

Elle est formée exclusivement de polydiméthylsiloxane catalysé au
platine. Cette partie du dispositif permet de controler la libération de
I’hormone au sein de la cavité utérine. Afin de délivrer une quantité
journaliere définie, un développement galénique, basé sur la longueur du
réservoir et essentiellement sur 1’épaisseur de la paroi de la membrane, a
été conduit.

o Lefil

C’est un fil de polyamide muni d’un colorant bleu. Ainsi que le montre la
figure 1, il est directement attaché sur la partie inférieure du support afin
de permettre le retrait aisé du stérilet en fin d’utilisation ou en cas de
nécessité.

D’autres accessoires tels que le tube d’insertion, le poussoir ou encore 1’anneau
font parties du dispositif commercial.

Au cours de ce mémoire, nous nous sommes intéressés particulieérement a deux
aspects analytiques complexes du développement du dispositif intra-utérin : la synthese
du réservoir contenant le LNG et le dosage plasmatique de ce dernier qui sera réalisé au
terme de 1’étude clinique du dispositif.

Le polydiméthylsiloxane contenu dans le réservoir se présente initialement en un
kit de trois parties : la base siliconée, 1’agent réticulant (le tétra-n-propyl silicate) et le
catalyseur (I’octanoate d’étain). La réaction de polymérisation est basée sur une réaction
d’addition. Un mélange correctement proportionné de catalyseur, d’agent réticulant et
d’heptane (rhéofluidifiant) est ajouté a température ambiante avec un autre mélange de
base siliconée et d’hormones, et agit¢ pendant quelques minutes. Le tout est ensuite
moulé et pressé a 80 °C et sous une pression de 100 bars. Le catalyseur de la réaction
constitue un des éléments clefs de la polymérisation de par son espéce active, I’étain
stanneux (Sn(II)). Celle-ci est complexée par 1’octanoate afin de rester sous sa forme
réduite et d’éviter son oxydation en étain stannique (Sn(IV)). Cette modification du
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catalyseur empécherait par la suite son utilisation lors de la polymérisation. A la lumiére
de cette explication, il devient évident que la vérification de 1’état de dégradation du
catalyseur avant son mélange avec les autres constituants et essentiellement avec le
LNG devient capital d’un point de vue économique.

Le 1évonorgestrel est une substance hormonale proche de la progestérone
essentiellement utilisée a des fins contraceptives ou pour le traitement des
métrorragies [1]. Dans le cas d’un dispositif tel que celui envisagé dans notre travail, le
mode d’action est localisé (cavité utérine) et non systémique. En conséquence, il est
important de vérifier, au moyen d’une étude clinique, que cette hormone ne se retrouve
pas ou peu dans la circulation générale. Pour ce faire, un dosage plasmatique permettant
d’atteindre des concentrations sanguines faibles de 1’ordre de quelques dizaines de
pg/mL doit étre développé.

Dans cette partie introductive, nous nous limitons a la présentation sommaire
des aspects théoriques des techniques analytiques envisagées dans le cadre de ce
mémoire. Nous nous penchons, dans un premier temps, sur la polarographie en
accordant une attention particuliére a la polarographie impulsionnelle différentielle.
Ensuite, nous abordons les principes de I’extraction sur phase solide (SPE) ainsi que de
la chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur de spectrométrie
de masse en tandem (LC-MS/MS). Enfin, nous terminons par les aspects de validation
de ces deux dosages.

I.1. La polarographie >3

La polarographie est classée parmi les méthodes dites voltammétriques ou
encore voltampérométriques. Ce terme englobe un ensemble de méthodes
¢lectroanalytiques basées sur I’interprétation des courbes intensité — potentiel relevées
au niveau d’une (micro)électrode de travail. Le courant d’¢électrolyse, peu intense, ne
modifie pas la composition de la solution analysée. On appelle donc polarographie une
voltammétrie utilisant une (micro)électrode a goutte tombante de mercure (par
exemple : la SMDE = Static Mercury Drop Electrode ou la DME = Dropping Mercury
Electrode).

A Torigine, 1’¢électrode a goutte de mercure a été développée pour étudier les
variations de la tension superficielle du mercure en fonction du potentiel. Elle fut
congue par le Professeur G. Kucera a I’université Charles (Prague) vers 1900. Il suggéra
a Heyrovsky d’étudier les « anomalies » qu’il avait observées lors de ses recherches sur
cette électrode.

Suite a son étude de la DME, vers 1920, le chimiste tchéque Jaroslav Heyrovsky
mit au point la premiere méthode polarographique, mais ce n’est qu’en 1925
qu’Heyrovsky et Shikata inventérent le polarographe. En effet, cet instrument était
indispensable pour I’exploitation de leur nouvelle méthode analytique. Il permettait
¢galement I’enregistrement automatique des courbes intensité — potentiel.
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Dés sa découverte, la polarographie a été utilisée pour 1’analyse des métaux. Elle
fut ensuite employée pour ’analyse d’autres ions inorganiques. A 1’époque, I’intérét
qu’on lui manifestait a grandi lorsqu’on a découvert les grandes possibilités de cette
méthode dans de vastes domaines comme notamment celui de la chimie organique.

Entre 1955 et 1965, I’enthousiasme porté a cette méthode est retombé. En effet,
les performances de la polarographie classique avaient atteint ses limites par rapport aux
exigences analytiques alors que la spectrométrie d’absorption atomique (AAS)
connaissait un franc succes pour le dosage des éléments inorganiques et ce, notamment,
grace a sa sélectivité trés élevée et a sa bonne sensibilité. De plus, ¢’est vers la fin de
cette méme période que, la chromatographie en phase gazeuse a commencé a remporter
un vif succés pour le dosage des composés organiques.

Néanmoins, la polarographie a pu s’adapter assez rapidement avec l’essor
fulgurant de 1’électronique moderne. Ainsi, de nouvelles techniques ont été mises au
point : polarographie a tension sinusoidale surimposée, polarographie a ondes carrées
polarographie impulsionnelle normale et impulsionnelle différentielle. Tout en
repoussant fortement les limites de détection, ces techniques ont permis de considérer
I’étude de nouveaux paramétres essentiels a [Dinterprétation des mécanismes
réactionnels.

Pour ces raisons, la polarographie reste a I’heure actuelle, une technique tres
intéressante. Celle-ci est rapide, sensible, peu coliteuse et appropriée a de nombreux
domaines de la chimie analytique. En effet, elle offre une grande flexibilité¢ d’utilisation
en microanalyse, pouvant atteindre du point de vue quantitatif des concentrations
extrémement faibles. De plus, cette technique permet la spéciation, probléme qui nous
concerne dans le cadre de notre travail. Enfin, la technique est tout a fait adaptable aux
analyses de routine ou aux déterminations automatisées.

I.1.1. Le polarographe P/

Figure 3 : Photographie du polarographe utilisé lors de cette étude.
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De nombreux appareils commerciaux trés sensibles et trés précis, tel celui que
nous avons utilisé (figure 3), permettent 1’obtention des courbes polarographiques de
manicre automatisée. Les polarographes modernes se composent principalement d’une
cellule polarographique et d’un potentiostat. Ce dernier impose une différence de
potentiel déterminée entre une électrode de travail et une électrode de référence afin de
quantifier le courant d’électrolyse qui circule entre 1’électrode de travail et une électrode
auxiliaire. Nous présenterons ultérieurement ces différentes électrodes.

Les systémes potentiostatiques a trois électrodes (figure 4) sont compatibles
avec des milieux peu conducteurs, peu chargés en sels ou préparés dans des solvants a
faible constante diélectrique.

Figure 4 : Cellule polarographique accompagnée des trois électrodes composant le systéme
potentiostatique. (a) La cellule, (b) I’électrode de travail, (¢) I’électrode de référence et
(d) électrode auxiliaire.

1.1.2. Les électrodes P-4

Comme nous venons de le mentionner, la cellule polarographique se compose de
trois électrodes de types différents. L’¢lectrode de travail, 1’¢lectrode de référence et
I’¢lectrode auxiliaire.
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1.1.2.1. L électrode de travail

En polarographie, 1’¢lectrode de travail est constituée principalement d’un
réservoir de mercure surplombant un capillaire. Celui-ci permet de débiter, par
I’intermédiaire d’une pression suffisante d’azote, une goutte de mercure. Trois modes
sont généralement utilisés.

C’est le mode classique en polarographie. Le mercure tombe goutte a goutte a un
rythme controlé. Il est la plus utilisé en analyse polarographique et permet d’appliquer
des potentiels trés négatifs avant d’observer la réduction des protons contrairement aux
¢lectrodes solides. Sa limitation principale vient du fait que 1’oxydation du mercure
limite rapidement [’utilisation de tensions positives. Cependant, on peut facilement
exploiter une échelle de potentiel allant de + 0,2 V a — 1,8 V par rapport a E.C.S.
(E.C.S. = ¢électrode au calomel saturé, ¢lectrode de référence).

Les ¢lectrodes de travail au mercure se sont bien différenciées des autres
¢lectrodes conductrices solides par leurs propriétés particuliéres. Les principaux
avantages de I’utilisation d’électrode au mercure sont :

e le mercure est liquide a température ordinaire,

e le renouvellement des fines gouttes de mercure au bout du fin capillaire
permet d’obtenir une microélectrode trés reproductible. De plus, a
chaque goutte de mercure correspond constamment une nouvelle
¢lectrode, ne gardant pas mémoire du phénomene électrochimique qui a
affecté les gouttes précédentes. Ceci permet d’obtenir des courbes
reproductibles,

e le mercure peut former des amalgames avec de nombreux métaux,

e le mercure reste inaltéré en milieu acide et basique,

e il est possible de relever une courbe intensité — potentiel d’espéces
difficilement réductibles,

e enfin, ce type d’électrode est instantanément polarisable avec des
courants tres faibles. Seule une petite partie de la substance €lectroactive
subit la réaction électrochimique. La concentration reste donc inchangée.
Ainsi, 1’¢lectrolyse peut étre répétée un grand nombre de fois avec une
méme solution.

Ce mode est utilisé pour les analyses polarographiques directes. Des microvalves
qui contrdlent 1’écoulement du mercure sont montées directement sur le capillaire.
Pendant la mesure, la surface de la goutte de mercure reste constante et statique malgré
qu’elle soit remplacée régulierement (une a deux fois par seconde) comme dans le cas
du mode DME.
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Le mode SMDE permet I’établissement d’une ligne de base plus stable que dans
le cas du mode DME, ce qui permet une augmentation du rapport signal sur bruit.
Malheureusement, I’intensité du signal enregistré par I’intermédiaire de ce mode est
généralement plus faible qu’en DME.

Ce mode utilise une goutte de mercure suspendue au capillaire en verre, a
laquelle est imprimé tout le balayage de tension.

Ce mode a goutte pendante est spécialement utilis¢é dans les méthodes
voltammétriques de redissolution et dans la voltammeétrie cyclique.

Chaque nouvelle mesure est réalisée avec une « nouvelle » ¢électrode, c’est-a-
dire avec une goutte fraiche de mercure. Le principal atout de ’HMDE est donc la
persistance de 1’¢lectrode pendant I’ensemble du processus. Ceci permet de réaliser une
préconcentration avant la mesure et donc d’améliorer la sensibilité de la méthode. Cette
¢lectrode est surtout utilisée pour le dosage des traces tant organiques qu’inorganiques.

1.1.2.2. [ électrode de référence

C’est une ¢lectrode dont le potentiel est remarquablement stable méme
lorsqu’elle débite de faibles courants. Comme son nom 1’indique, elle sert de référence
au potentiostat afin d’appliquer une différence de potentiel exacte entre cette électrode
et I’¢lectrode de travail, et ainsi de faire varier de facon exacte et connue le potentiel
appliqué a I’¢lectrode de travail. Par le passé, 1’¢lectrode au calomel saturé était la plus
souvent utilisée. Elle est constituée d’une solution de KCl saturé en Hg,Cl, en contact
avec du mercure. Actuellement, 1’électrode au colomel saturé est remplacée par
I’¢lectrode d’argent en raison de la consommation déja ¢élevée de mercure au sein de
I’¢électrode multi-mode et de sa grande toxicité.

1.1.2.3. [ électrode auxiliaire

Celle-ci sert a boucler le circuit et est constituée d’un barreau de platine ou de
carbone.

Le principe méme de la polarographie est le suivant: dans une cellule
d’¢électrolyse, trois €lectrodes sont disposées et plongent dans la solution a étudier. Les
trois électrodes sont comme nous venons de le voir : une électrode de référence, une
¢lectrode auxiliaire et une électrode de travail, en général une électrode a goutte de
mercure. Un potentiel décroissant est appliqué au niveau de la goutte de mercure, ce qui
permet I’observation de I’intensité d’un courant di a I’oxydation ou a la réduction des
composés présents dans le milieu en fonction de ce potentiel appliqué.
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En présence d’un composé électroactif dans la solution, le courant augmente
rapidement lorsque le potentiel arrive a une valeur seuil capable de réduire ou oxyder la
substance. La courbe obtenue se présente sous une forme sigmoidale (une courbe en
« S ») qui est appelée vague polarographique. La hauteur de la vague est proportionnelle
a la concentration et le potentiel de la vague est représentatif du composé électrolysé.
Ce potentiel est défini par le « potentiel de demi-vague » ou « potentiel de demi-palier »
c’est-a-dire le potentiel auquel le courant atteint la moitié¢ de sa valeur limite.

La relation d’Ilkovic (1) permet de déterminer I’intensité du courant résultant de
la réduction ou de I’oxydation de I’espéce électroactive :

i;=605.n.D"*.C.m?>». ¢ 1)

Ou id = courant de diffusion durant la vie de la goutte (LA)
605 = constante tenant compte de la valeur de n, de la constante de
Faraday et de la densité du mercure
n = nombre d’¢électrons échangés
D = coefficient de diffusion du dépolarisant (cm*/sec)
C = concentration en dépolarisant (mmol/L)
m = masse de mercure s’écoulant a travers le capillaire (mg/sec)
t = temps de vie d’une goutte (s)

De par cette équation, on voit qu’a température constante, pour une substance
dans un milieu donné, la valeur du courant limite de diffusion obtenue avec un capillaire
donné débitant sous une pression constante de mercure est proportionnelle a sa
concentration.

Il est donc possible non seulement d’identifier mais aussi de déterminer la
concentration de quelques ou toutes les substances oxydables ou réductibles présentes
dans une solution. De cette maniére, une solution peut étre analysée de facon
quantitative et qualitative. Dans certains cas favorables, il est possible de détecter et
d’identifier 5 a 6 substances présentes dans une solution a partir d’une seule courbe
intensité - potentiel. La méthode est adaptée pour les petites concentrations (de 102 M a
107 M selon les cas) et le volume requis pour I’analyse peut étre faible. De plus, la
méthode est tout aussi applicable & la majorit¢ des éléments inorganiques qu’a la
détermination d’une grande variété de substances organiques.

Il peut étre parfois difficile de séparer certains mélanges dans les milieux
conventionnels. C’est pourquoi on fait appel a des complexants tels que 1’acide
éthyléne-diamine-tétracétique (EDTA), I’ammoniac (NHs3), I’ion cyanure (CN), etc...
En complexant un ion, son potentiel de demi-vague polarographique est rejeté vers les
potentiels plus négatifs. Ce potentiel est d’autant plus déplacé que le complexe formé
est stable. Cette propriété des complexants peut également étre mise a profit pour la
spéciation de substances dont les formes oxydées et réduites sont caractérisées par des
potentiels proches mais par des constantes d’instabilité trés différentes. Le rejet vers des
potentiels plus négatifs de la vague de la forme la plus complexée permet la spéciation.

19



Introduction

I1 faut également ajouter que 1’¢élimination de I’oxygéne dissout dans la solution
est indispensable. En effet, la réduction de I’oxygéne se traduit par la formation de deux
vagues polarographiques, I’une réversible a -0,2 V, I’autre irréversible vers - 1,0 V. Ces
deux vagues réduisent donc considérablement le domaine d’analyse en termes de
potentiel. L’oxygene peut en outre altérer la réponse quantitative d’un élément analysé.
Pour ce faire, le barbotage d’azote (le plus fréquemment utilisé pour des raisons
budgétaires) ou d’un gaz inerte permet d’éliminer toute trace d’oxygene.

Dans cette partie, nous présentons les principales techniques polarographiques
utilisées. Nous nous attardons plus particulierement sur la polarographie impulsionnelle
différentielle, technique que nous comptons utilisée lors de cette étude.

1.1.4.1. La polarographie conventionnelle

Dans la polarographie classique (ou D.C.: direct current polarography), un
potentiel qui augmente lin€airement et lentement avec le temps (2 a 10 mV/s) est
appliqué a 1’¢lectrode de travail. Le courant résultant est alors mesuré. Le
polarogramme obtenu montre le courant mesuré en fonction du potentiel appliqué.

L’¢électrode de travail en polarographie conventionnelle est une électrode a
goutte tombante de mercure (DME) utilisée avec une électrode de référence.

Dans le cas particulier de la polarographie D.C.T. (direct current tast), une
sensibilit¢ se situant vers 10° M est atteinte. La polarographie DCT permet de
n’enregistrer le courant que pendant une courte période (en fin de vie de la goutte)
contrairement a la polarographie conventionnelle ou le courant est enregistré pendant
toute la vie de la goutte.

La résolution de la polarographie DC est de 100 mV si une réaction biélectronique est
considérée. Ce pouvoir de résolution permet 1’indentification de 2 composés a condition
que leur potentiel de demi-vague soit séparé de 150 a 200 mV. De plus, dans le cas des
phénomeénes réversibles, le potentiel de demi-vague est identique au potentiel normal. Il
est donc possible de mettre cette propriété a profit, lorsqu’une substance présente
plusieurs étages d’oxydation caractérisés par des potentiels normaux différents, afin de
faire de la spéciation.

1.1.4.2. La polarographie d tension sinusoidale surimposée

Le principe de la polarographie a tension sinusoidale surimposée (ou ACP :
alternating current polarography) est le suivant: a la tension continue utilisée en
polarographie classique, on surimpose une tension alternative sinusoidale de petite
amplitude (10 a 100 mV) et de basse fréquence (5 a 1000 Hz). Cette tension surimposée
provoque un courant total traversant la cellule polarographique, qui comprend une
composante continue de méme type qu’en polarographie DC et une composante
alternative. La composante alternative est transmise a I’enregistreur apres que le courant
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continu ait été filtré. Le polarogramme obtenu se présente donc sous forme de pics. Le
potentiel a I’intensité maximale du pic correspondant, en trés bonne approximation, au
potentiel de demi vague.

Le pouvoir de résolution de cette technique (40-50mV) est de loin supérieur a
celui de la polarographie classique ou il devait y avoir au moins 150mV d’écart entre les
potentiels de demi-vague de deux composés pour permettre leur identification. De plus,
la sensibilité de la méthode est augmentée grace a 1’annulation du courant capacitif, tout
en gardant le courant faradique important. Il est aussi possible de réaliser des
déterminations quantitatives pour des concentrations allant de 10° a 10”7 M lorsque la
réaction a I’¢électrode est réversible. Toutefois, dans le cas contraire, la sensibilité peut
étre réduite considérablement (jusqu’a 1/100).

1.1.4.3. La polarographie impulsionnelle mnormale et impulsionnelle

Ces techniques sont basées sur le principe de surimposer un signal périodique
consistant en une impulsion de potentiel de forme carrée a la fin de vie de la goutte,
c’est-a-dire au moment ou celle-ci est la plus grosse possible et ou sa surface ne varie
plus.

Polarographie impulsionneile nmormale

il
£

Figure 5 : Evolution du potentiel appliqué a I’électrode de travail au cours du temps pour la
polarographie impulsionnelle normale.

La polarographie impulsionnelle normale (ou NPP : normal pulse polarography)
a été développée par Barker et Gardener. Dans cette méthode, 1’électrode de travail est
soumise a un potentiel continu constant, pour lequel aucune réaction électrochimique ne
se réalise, ensuite une impulsion de courte durée dont I’amplitude varie lentement et
linéairement au cours du temps, est appliquée (figure 5). A la fin de I’'impulsion, la
mesure du courant se fait. Finalement, on provoque artificiellement la chute de la goutte
pour faciliter la synchronisation des mesures.
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Polarographie impulsionnedle différentielle

~/

Figure 6 : Evolution du potentiel appliqué au cours du temps pour la polarographie impulsionnelle
différentielle.

En polarographie impulsionnelle différentielle (ou DPP : differential pulse
polarography), a des intervalles réguliers de 1 a 3 secondes, de petites impulsions, de
hauteur constante (20 a 100 mV) d’une durée de I’ordre de 5 a 20 millisecondes, sont
appliquées a un potentiel linéaire croissant en fonction du temps (figure 6). La fin de
chaque impulsion coincide avec la chute de la goutte provoquée artificiellement par un
systéme ¢électronique. Deux mesures de courant sont effectuées pour chaque goutte : une
avant chaque impulsion et I’autre a la fin de chaque impulsion. L’intensité enregistrée
est la différence de ces 2 intensités. Cette facon de faire présente de nombreux
avantages. En effet, tout au long de 1I’impulsion, le courant capacitif décroit rapidement
tandis que le courant faradique diminue lentement. Le choix des temps de mesure (avant
I’impulsion et a la fin de I'impulsion) ainsi que leur faible durée permet d’éliminer les
effets perturbateurs dus au courant capacitif. On obtient une différence d’intensité (Ai)
pour chaque goutte. L’appareil affiche alors Ai en fonction du potentiel de la rampe
linéaire (figure 7).

I(nA) T

— E (mV)

Figure 7 : Représentation d’une courbe intensité - potentiel en DPP.

Au niveau pratique, la méthode DPP est environ 100 fois plus sensible que la
polarographie classique. Par ailleurs, elle a un pouvoir séparateur bien supérieur a celui
de toutes les autres techniques. En effet, il est possible de discerner des maxima
distincts pour des substances dont les potentiels de demi-vague différent d’environ
50 mV.
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C’est cette méthode qui sera utilisée pour établir la méthode analytique de
spéciation des ions stanneux et stanniques dans 1’octanoate d’étain.

1.1.4.4. La redissolution (strivping) anodigue ou cathodique

L’étape initiale consiste & déposer électrochimiquement sur une électrode de
mercure ou une ¢lectrode solide une partie de la substance a analyser. Ensuite la
substance est redissoute (stripped) au moyen d’une variation de potentiel, en sens
opposé a celle du dépdt, puis la courbe intensité - potentiel est enregistrée.

Différentes électrodes sont utilisées pour cette méthode. Mais, en général, cette
technique est réalisée grace a une microélectrode pendante fixe de mercure (HMDE),
sur laquelle se fait le dépot cathodique ou anodique. Les mesures voltammétriques
permettent de suivre la redissolution anodique ou cathodique respectivement.

Cette méthode est la plus sensible des méthodes électroanalytiques. Elle permet
d’augmenter la sensibilit¢ d’un facteur de 10° a 10* par rapport a la méthode
polarographique classique. Il est possible de réaliser des dosages de solution allant
jusqu’a 10° M et méme 107> M en utilisant une électrode 4 film de mercure (MFE).

Le tableau 1 présente une synthése des principales techniques polarographiques
utilisées et présentées dans cette partie introductive.

i bilite ' o
Nom Se’ns1b1 ‘1te Avantages et/ou inconvénients
- Résolution
- Courant enregistré pendant une courte
Direct current tast 10°M période (en fin de vie de la goutte).
(D.C.T.) 100 mV - Si phénomeéne réversible, Ey, = E'>
spéciation possible.

- Polarogramme sous forme de pic =

Polarographie a tension 10° M sommet = Ey, en bonne approximation.
sinusoidale surimposée 40-50 mV - Permet I’annulation du courant capacitif

(ACP) en gardant un courant faradique important
dans le cas d’une réaction réversible.

- Elimination des effets perturbateurs dus
au courant capacitif.

'Polaro'graph1e 10" M - Polarogramme sous forme de pic.
impulsionnelle . . o \
Ceer 20-30 mV - Résolution supérieure a toutes les autres
différentielle .
méthodes.

-Propice a la spéciation.

Redissolution anodique

ou cathodique 10° —10"* M - Méthode trés sensible.

Tableau 1 : Synthése des principales techniques polarographiques utilisées.
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I1.2. La bioanalyse

Plusieurs techniques séparatives sont fréquemment utilisées lors des dosages de
substances médicamenteuses dans les fluides biologiques. On y retrouve notamment
I’¢lectrophorése capillaire, la chromatographie gazeuse ou encore les immunodosages,
mais la plus répandue est sans conteste la chromatographie liquide a polarité de phase
inversée (L.C. : Liquid Chromatography). En effet cette technique permet d’allier a la
fois sélectivité et sensibilité suivant le détecteur qui lui sera associé. Ceux-ci sont
nombreux et variés. On peut citer, par exemple, le fluorimetre, le spectrophotometre
UV — Visible, I’ampérometre, le spectrométre de masse,... Le choix du détecteur
dépendra donc des caractéristiques physicochimiques de la substance médicamenteuse
analysée, mais également de la sensibilité requise pour le dosage envisagé. Cependant
I’emploi de la LC en bioanalyse impose un traitement de 1’échantillon afin d’éliminer
les protéines et les autres constituants endogeénes qui ont tendance a précipiter sur les
microparticules du support chromatographique, entrainant une importante perte
d’efficacité et dans certains cas méme le colmatage de la colonne. Ce nettoyage de
I’échantillon est également nécessaire pour la spectroscopie de masse afin d’éviter un
encrassement trop rapide de la source. C’est notamment pour ces raisons que les
méthodes préparatives sont trés largement utilisées en bioanalyse.

I.2.1. La préparation des échantillons biologiques [6-13]

Lingeman et coll. [6] distinguent deux groupes parmi ces méthodes de
préparation : les traitements non sélectifs et les traitements sélectifs. Lors de cette
introduction nous aborderons uniquement les traitements sélectifs et en particulier
I’extraction liquide — solide (SPE : Solid Phase Extraction) employée au cours de ce
mémoire.

Autours des années 50, I'utilisation de résines échangeuses d’ions dans le but
d’extraire des substances basiques contenues dans des matrices biologiques jeta les
bases de la SPE. Plus tard, les supports d’extraction impliquant des phénoménes
d’adsorption apparaissent avec les travaux de Meole et coll. [8] qui utilisent un support
d’extraction a base de charbon de bois pour isoler plusieurs médicaments et leurs
métabolites dans ’'urine. Ce n’est qu’au cours des années 70 que sont introduites les
cartouches a base de silice vierge et ensuite de silice greffée pour extraction sur phase
solide. La premicre cartouche vu le jour en 1978 tandis que celle au format de seringue
comme nous la connaissons actuellement est apparue en 1979. Les pré-colonnes
utilisées lors des couplages « on-line » avec la chromatographie liquide trouveront leur
essor au début des années 80. Cependant, la SPE ne connu pas directement un véritable
engouement. En effet, ’extraction liquide — liquide resta pendant plusieurs années la
technique préférée et spécialement lors des dosages environnementaux. L’envol a
proprement parler de la SPE ne s’effectua qu’au début des années 90 grace a
I’apparition de différents types de formats ( courtes colonnes, cartouche-seringue,
plaques 96 puits, ...), de ’automatisation et de I’introduction de nouvelles phases
extractives.
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1.2.1.1. Le couvlage SPE — L,C

L’extraction sur phase solide repose sur 1’échange sélectif de la substance cible
entre une phase solide et la phase liquide la renfermant. Certains composés endogenes
pouvant créer des interférences lors du dosage chromatographique pourront ensuite étre
¢liminées avant d’entamer [’étape d’élution permettant [’obtention sélective du
composé.

Classiquement, une méthode SPE consiste en quatre étapes fondamentales
(figure 8) :

e Conditionnement :

Cette étape est généralement exécutée en deux temps. Le premier
conditionnement permet le mouillage du support d’extraction. En effet,
ce type d’extraction est habituellement réalisé par I’intermédiaire de
cartouche remplie d’un support sec. Le deuxiéme conditionnement
permet de laver la cartouche de 1’excés de solvant amené lors de la
premicre partie de cette étape, d’activer les sites d’interaction avec
I’analyte et/ou de prévenir la précipitation de la matrice contenant
I’échantillon.

e Chargement :

L’objectif de cette étape est la rétention sélective (figure 9A) et totale de
I’analyte sur la colonne SPE par rapport aux interférences dues a la
matrice.

e Lavage:

Une fois I’analyte retenu sur la cartouche, le lavage du support
d’extraction peut permettre d’enlever la majorit¢ des interférences.
Cependant, si les interactions entre 1’analyte et le sorbant sont faibles,
une attention particuliére est requise afin d’éviter d’¢luer ’analyte durant
cette étape.

e FElution :

L’étape finale d’un processus classique d’extraction sur phase solide
consiste en I’¢lution quantitative (figure 9B) de I’analyte retenu sur la
cartouche. Celle-ci est parfois exécutée en deux étapes distinctes
permettant une récupération plus efficace que si elle avait été réalisée par
I’intermédiaire d’une seule fraction contenant le méme volume.
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Conditionnement Chargement Lavage Elution
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Figure 8 : Schéma représentatif des quatre étapes fondamentales d’une extraction sur phase solide.
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Figure 9 : Représentation des interactions apolaires dans le cas d’une silice greffée C8 lors de la
rétention (A) et de I’élution (B).

I1 faut cependant garder a I’esprit que, méme s’il existe une analogie de nature
entre les phases liquides et solides utilisées dans ce procédé d’extraction et celles
employées en LC, il ne s’agit en aucun cas d’un processus chromatographique. En effet,
la SPE repose, comme nous venons de la dire, sur les principes de la rétention totale et
d’élution totale, tandis que la LC est basée sur la rétention partielle. Par 1a méme, un
couplage avec la chromatographie liquide, par exemple, doit donc étre envisage. Trois
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grands types de couplage se sont développés au cours des années: le couplage
« off-line », « at-line » et « on-line ».

Une méthode de traitement est qualifiée d'« off-line », lorsque la préparation des
échantillons est réalisée manuellement ou automatiquement sans couplage direct avec le
systtme analytique. Ces méthodes de traitement peuvent s'avérer rapidement
fastidieuses quand le nombre d'échantillons a analyser est important.

Cependant, au cours des années 90 les laboratoires de recherches Pfizer ont
développé un format d’extraction basé sur une plaque contenant 96 puits (figure 10).
Ceci a permis une augmentation considérable du nombre d’échantillons pouvant étre
traités simultanément. Ce support d’extraction est a la frontiere entre le couplage de
type « off-line » et «at-line » car il fut également par la suite utilis¢é de maniere
automatisée.

Figure 10 : Exemple d’un support d’extraction de type plaque 96 puits.

Nous envisageons un couplage de type « off-line » lors de cette étude a I’aide
d’un GILSON ASPEC XL4 (figure 11).

e w mm
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Figure 11 : Photographie d’un robot ASPEC XL4 de la marque Gilson.
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Ce procédé¢ repose sur 1’utilisation d’un systéme automatisé, tel qu'un robot a
bras maniables capable d'effectuer la quasi-totalité¢ de la procédure (ex.: Autotrace et
Rapid Trace de Zymark) ou un robot semi-flexible muni d'un bras qui se déplace dans
les trois dimensions de 'espace afin de réaliser des taches bien définies (ex.: ASPEC de
Gilson). Ces robots reproduisent les gestes de I'homme et utilisent des cartouches
d'extraction conventionnelles. De plus, a 'heure actuelle, ils sont généralement capables
d'effectuer l'extraction de plusieurs cartouches en paralléle et ceci indépendamment de
I'analyse. Ce type de couplage est toujours couplé au systéme analytique.

Ces systémes permettent, grace a la commutation de colonnes, de coupler la SPE
a la chromatographie liquide (LC) et ainsi d’¢luer et de transférer les composés d’intérét
du support d’extraction vers le systéme de séparation par I’intermédiaire de la phase
mobile. L’intervention de 1’opérateur s’en trouve donc fortement minimisée. Ce qui
permet de réduire les sources d’erreurs potentielles. La sensibilité, la précision et
I’exactitude de la méthode sont améliorées également par le fait que la totalit¢ de
I’échantillon extrait est analysée.

I1 existe deux types de systémes a commutation de colonnes :

e les automates tels le Prospekt de Spark Holland ou I’OSP 2 de Merck
couplés a un chromatographe en phase liquide,

e Jes systtmes a commutation de colonnes n’utilisant qu’un
chromatographe en phase liquide muni d’une vanne de commutation.

La principale différence entre ces deux systémes a commutation de colonnes
repose sur la nature et le format du matériel d’extraction. Les automates utilisent
généralement des cartouches d’extraction conventionnelles a usage unique qui sont
remplacées automatiquement aprés chaque purification. Etant donné que le
remplacement automatique du support d’extraction n’est pas assuré avec un simple
chromatographe, 1’utilisation de précolonnes remplies avec des phases stationnaires
capables de tolérer I’injection directe et répétée de matrices complexes est requise avec
le deuxiéme systéme a commutation de colonnes. Parmi ces différents matériaux
d’extraction, les phases a acces restreint (RAM), les phases a empreintes moléculaires
(MIP) et les phases a larges particules (LPS) sont les plus populaires.

1.2.1.2. Les vhases d extraction en SPE

Il existe bien évidemment plusieurs types de phases d’extraction en SPE. Nous
comptons nous limiter, dans ce travail, a les citer car leur évaluation mérite une
attention dépassant largement le cadre de cette introduction théorique.

Historiquement, nous pouvons citer le charbon, la célite, I’alumine, la silice, les

résines échangeuses d’ions ou encore I’amberlite XAD-2 (copolymére de polystyrene et
de divinylbenzéne). Des groupements fonctionnels greffés a la silice afin de permettre
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des interactions plus spécifiques avec 1’analyte firent leur apparition par la suite (alkyle,
phényle, amino, cyanopropyl, diol, ...). Ainsi que de nombreuses phases polymériques
présentant 1’avantage d’¢largir la gamme de pH d’utilisation des cartouches. A I’heure
actuelle, les supports les plus employés sont les silices greffées (octyle, octadecyl,
cyano-propyl, etc), les phases a accés restreint (RAM), et les supports a grandes
particules (LPS).

Apparue dans les années 1970, la chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC ou LC) ne connaitra son essor qu’a l’avénement du
spectrophotométre UV/Visible a barrette de diodes (DAD) début des années 80.
L’implantation de la LC débutera alors dans les laboratoires de bioanalyse. Malgré ses
bonnes performances analytiques, la LC-UV/DAD souffre de quelques limitations dont
les principales sont une applicabilité restreinte aux composés non chromogenes et une
relativement faible sensibilité. La solution a ces limitations passa alors par 1’utilisation
d’un autre détecteur reconnu comme plus performantet déja associé a la
chromatographie en phase gazeuse (GC) : le spectrométre de masse (MS). En effet, sa
haute sensibilité, sa grande sélectivité ainsi que son universalité ont rapidement séduit le
monde de la bioanalyse. Cependant ; ce n’est que depuis une dizaine d’années, avec
I’apparition des sources d’ionisation a pression atmosphérique (API), que la LC-MS
connait un essor fulgurant. Aujourd’hui, elle est devenue indubitablement une technique
incontournable pour 1’analyse de composés médicamenteux dans les matrices
biologiques. Un spectrophotométre de masse se compose principalement de deux
parties : la source d’ionisation et I’analyseur a proprement parlé. Cette partie de
I’introduction se déclinera suivant le méme ordre, mais se limitera au matériel utilisé
lors de la réalisation de ce mémoire.

1.2.2.1. [ ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI)

Trois difficultés majeures ont été rencontrées lors du couplage de la
chromatographie liquide a la spectrométrie de masse :

e l’introduction d’un haut débit de liquide provenant de la LC vers le haut
vide de la MS. En effet, 1 mL/min de phase mobile a pression
atmosphérique équivaut a un débit de phase vapeur compris entre 0,5 et
1 L/min, en fonction de la composition du liquide,

e [’évaporation d’additifs (tampons, sels, ...) non volatils couramment
employés dans les phases mobiles LC,

e [D’ionisation de composés non-volatils et/ou thermolabiles.

Pour remédier a ces problémes, plusieurs techniques d’ionisation, dont I’APCI,
ont été développées durant ces 30 dernicres années.

Les travaux de Horning et coll. [14] ont permis I’apparition, dans les années 70,
de I’APCI. Ce groupe de chercheurs a, dans un premier temps, utilisé une source de Ni®’
afin d’ioniser a pression atmosphérique les analytes contenus dans une phase liquide
préalablement nébulisée sous I’action d’un gaz chauffé. Le remplacement de la source
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de Ni® par une électrode de décharge, appelée décharge corona a permis une
augmentation de I’efficacité de 1’ionisation se traduisant par une sensibilité accrue.

Une dizaine d’année plus tard, Henion et coll. [16] apportent leur contribution a
I’avancée de I’APCI en utilisant un systéme permettant la division du flux liquide avant
I’entrée dans la source d’ionisation afin de diriger 1% de 1’effluent vers la source ou il
est nébulisé a 1’aide d’un gaz de nébulisation. Le nébulisat formé est alors évaporé a
I’intérieur d’un tube entouré d’une résistance électrique permettant d’appliquer des
températures de ’ordre de 300 °C sur les parois. Apres évaporation du solvant, les ions
sont formés via une aiguille a décharge corona a pression atmosphérique puis transférés
dans le spectrométre. Enfin en 1992, Duffin et coll. [17] développent une source APCI
munie d’une interface de type capillaire chauffée compatible avec les débits de phase
mobile conventionnels.

L’aérosol obtenu aprés nébulisation en APCI se retrouve dans un conduit
chauff¢ (300 — 400 °C) nommé vaporisateur (« Heater ») qui permet alors une
évaporation quasi compléte du liquide. L’ionisation chimique se fait ensuite par
I’intermédiaire de la décharge corona qui génere des électrons amorcant ainsi le
processus d’ionisation du gaz formé apres évaporation de la phase liquide (figure 12).
La décharge corona présente des tensions de 5 — 10 kV et un courant de décharge de
I’ordre de 1 — 10 pA.
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Figure 12 : Représentation schématique des composants d’une source d’ionisation APCI.

L’APCI étant une source d’ionisation en phase gazeuse, elle se révele capable
d’ioniser des molécules moyennement polaires a polaires. En outre, produisant
uniquement des ions monochargés, I’APCI est limitée a des molécules ne dépassant pas
1500 — 2000 Da.
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De par son mode de fonctionnement en phase gazeuse, I’APCI est peu sujet a la
formation d’adduits et également généralement peu sensible aux effets de matrice dus
aux phénomenes de suppression d’ionisation.

Les parameétres principaux de cette source d’ionisation sont la température du
vaporisateur, le courant appliqué par la décharge corona et le débit du gaz de
nébulisation. En fonction du type de source commercialisé, d’autres parametres peuvent
intervenir tels que le débit du gaz auxiliaire, la température et le débit du gaz de séchage
et éventuellement la tension appliquée entre 1’aiguille de nébulisation et 1’entrée du
spectrometre de masse.

1.2.2.2. [ analyseur : le quadripdle

Une fois les ions formés au niveau de la décharge corona, ils sont acheminés
dans le haut vide du spectrometre de masse ou ils sont accélérés et focalisés jusqu’a
I’analyseur par un jeu de lentilles €électrostatiques (figure 12 — Partie A). C’est au niveau
de I’analyseur que les ions sont séparés en fonction de leur rapport masse sur charge
(m/z). Un vide de I"ordre de 10™ a 10 mbar est requis afin d’éviter que les ions générés
par la source n’entrent en collision avec les molécules résiduelles contenues dans ’air et
I’eau atmosphérique. Ce qui résulterait a une diminution de la sensibilité causée par des
réactions de fragmentation et de déviation de trajectoire des ions.

Il existe actuellement sur le marché trois types d’analyseurs : le quadripdle,
I’analyseur a temps de vol (TOF) et la trappe d’ions. Nous ne considérons, ici, que le
quadripoéle qui est utilisé lors de notre travail.

Un analyseur quadripdle est constitu¢ essentiellement de quatre barreaux
métalliques, cylindriques ou hyperboliques, équidistants et paralléles qui servent
d’¢lectrodes (figure 13).

ion en résenance
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Figure 13 : Schéma représentant un analyseur quadripdle.
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Les barreaux opposés sont connectés ¢€lectriquement deux a deux sur la borne
positive et négative d’une source de tension continue. En outre, des tensions alternatives
sont appliquées sur chaque paire. Les ions arrivant de la source et focalisés selon I’axe z
oscillent dans le plan x et y du champ électrique quadripolaire. Lorsque les parameétres
des composantes continues et alternatives du systéme électriques sont fixés, les ions
ayant un rapport m/z adéquat rentrent en « résonance » et poursuivent leur chemin sur
une trajectoire dite stable afin d’atteindre le détecteur. Les autres ions sortent de
I’analyseur et ne sont pas détectés. Ces parametres peuvent étre fixés dans le but de
détecter un ou plusieurs ions provenant de la source. Ce mode de fonctionnement est
appelé SIM (single ion monitoring). En SIM, le quadripdle fonctionne comme un filtre.
Il est également possible de faire varier ces paramétres dans un domaine de potentiel
afin de balayer un domaine de rapports m/z permettant ainsi de détecter les ions
provenant de la source. L’analyseur procede alors en mode balayage.

En mode SIM, les résultats sont visualisés a 1’aide de plusieurs tracés
chromatographiques correspondants au(x) rapport(s) m/z recherché(s). En mode
balayage, un spectre de masse sur une gamme de rapports m/z prédéfinie du
chromatogramme LC est produit.

Nous n’entrons pas ici dans plus de détails car 1’explication physico-
mathématique de ce phénomeéne sort largement du cadre de cette introduction.

Lorsqu’une spécificité accrue est requise, 1’analyste se voit contraint de recourir
a I'utilisation de deux spectromeétres de masse en série (MS/MS). Ce couplage induit le
plus souvent une amélioration du rapport signal sur bruit (S/N) engendrant par la méme
occasion une amélioration de la sensibilité analytique.

Dans le cas de I’utilisation d’un analyseur quadripéle, le couplage de deux MS
conduit a ['utilisation d’un analyseur triple quadripole. Dans ce type d’appareil, le
premier et le dernier quadripdle, appelé respectivement Q1 et Q3, sont des
spectrometres de masse. Dans le quadripdle central (Q2), un gaz de collision est
introduit a une pression telle qu’un ion entrant dans celui-ci subira une ou plusieurs
collisions (figure 14). Si le gaz est inerte, on transfére de 1’énergie a I’ion en
convertissant une fraction de I’énergie cinétique en énergie interne. L’ion se fragmente
alors et les fragments sont analysés par le quadripdle Q3. Si le gaz est réactif, on peut
provoquer des réactions ion-molécule dont les produits de réaction seront analysés
¢galement par le Q3.

— S
| |

Q1 Q2 Q3

Figure 14 : Schéma d’un appareil dit « a triple quadripéle ».

Le mode utilisé lors de la réalisation de ce mémoire est le mode de suivi de
réactions multiples (MRM : Multiple Reaction Monitoring). Celui-ci consiste en la
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fragmentation, en Q2, de (ou des) I’ion(s) sélectionné(s) suivant le rapport m/z dans le
quadripdle Q1, pour ensuite étre analysé(s) dans le quadripole Q3 suivant un rapport
m/z défini (figure 15). C’est donc une transition bien définie entre 1’ion parent et 1’ion
fille qui est analysé.

| m/z m/z |
® O

Q1 Q2 Q3

Figure 15 : Schéma représentant le mode de suivi de réaction (Reaction Monitoring).

I.3. La validation des méthodes analytigues 0]

Au cours des années, plusieurs protocoles ont été ¢laborés afin de répondre aux
textes réglementaires liés a la validation des méthodes. Cependant d’un point de vue
statistique, tous ceux-ci présentent certaines insuffisances, notamment le manque de
considération de la prise de décision en fonction de limites d’acceptation définies a
priori et du risque relatif a I'usage futur de la méthode. Afin de résoudre ce probléme,
une nouvelle approche fut récemment développée. Cette nouvelle stratégie de validation
repose sur le profil d’exactitude.

Rappelons que 1I’objectif principal d’une méthode analytique de dosage est de
pouvoir quantifier le plus justement (erreur systématique — biais) et le plus précisément
(erreur aléatoire — variabilité) possible chacune des quantités inconnues que le
laboratoire aura a évaluer. Tandis que 1’objectif de la validation est de donner au
laboratoire et aux autorités des garanties suffisantes que chacune de ces mesures qui
seront réalisées en routine avec cette méthode seront proches de la « vérité ». L’objectif
principal est donc de minimiser les risques du producteur et du consommateur.

A ce stade, il est important de définir certains termes fréquemment rencontrés en
validation :

e La justesse:

La justesse exprime 1’étroitesse de I’accord entre la valeur moyenne
obtenue a partir d’'une série de résultats d’essais et une valeur qui est
acceptée soit comme une valeur conventionnellement vraie, soit comme
une valeur de référence acceptée (ex.: standard international, standard
d’une pharmacopée). Elle donne une indication sur les erreurs
systématiques des méthodes et est représentée par le biais.

o La fidélité :
La fidélit¢ exprime [I’étroitesse de 1’accord (degré de dispersion,

coefficient de variation) entre une série de mesures provenant de
multiples prises d’un méme échantillon homogene (résultats d’essais
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indépendants) dans des conditions prescrites. La fidélit¢ donne une
indication sur les erreurs aléatoires des méthodes et est représentée par la
variabilité. De plus, Elle est présente a trois niveaux : la répétabilité
(intra-laboratoire), la fidélit¢ intermédiaire (intra-laboratoire) et la
reproductibilité (inter-laboratoire).

L’exactitude :
L’exactitude exprime 1’étroitesse de I’accord entre la valeur de référence

et la valeur trouvée. Elle donne une indication sur I’erreur totale des
méthodes (figure 16).

Xi = pr + justesse + fidélité

Xi - Ut = justesse + fidélité
Xj - ut = exactitude (ISO)
Xj - U = erreur totale

[Xi - ur| <A <& erreur totale <A
ou: Xx;=lavaleur mesurée

ur = la valeur de référence
A = limite d’acceptation

Figure 16 : Démonstration du concept de ’erreur totale par rapport a I’exactitude.

L’intervalle de dosage :

L’intervalle de dosage représente le domaine de concentration exploré
lors de la validation des méthodes. Celui-ci doit prendre en considération
tous les résultats futurs possibles. En effet, si lors de l’utilisation en
routine de la méthode, les quantités inconnues que le laboratoire aura a
doser se trouvent en dehors de I’intervalle de dosage, les résultats fournis
ne pourront étre considérés comme fiables.

Ceci étant dit, il en va de méme pour le type de matrice contenant
I’analyte. Un dosage plasmatique validé ne pourra étre par la suite réalisé
en considérant I’urine comme matrice, qu’uniquement apres avoir été
validé a nouveau dans ces conditions.

La fonction de réponse :

La fonction de réponse est la fonction mathématique reliant la quantité de
I’analyte contenue dans la solution analysée avec la réponse fournie par
I’équipement utilisé. Elle permet alors de recalculer la concentration
théorique en fonction de la totalité des expériences réalisées. Elle peut
étre de plusieurs types : droite de régression (avec ou sans pondération),
droite de régression aprés transformation, modele quadratique (avec ou
sans pondération), ... Elle permet également [’obtention du profil
d’exactitude.
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e Le profil d’exactitude :

Le profil d’exactitude est un outil qui permet a I’analyste d’appréhender
le comportement futur de sa méthode a partir des résultats obtenus lors
d’un exercice de validation. En effet, il permet non seulement de
représenter  graphiquement  I’exactitude  d’une  méthode  par
I’intermédiaire du biais et de la variabilité de ses résultats mais aussi de
prédire son comportement futur par le calcul de I’intervalle de tolérance
B (B-expectation tolerance interval). Par conséquent, lorsque 1’on
incorpore a ce profil des limites d’acceptation (+ A) fixées a priori, il
devient un outil décisionnel puissant et d’une grande clarté (figure 17).
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Figure 17 : Exemple de deux profils d’exactitude dans le cas d’un dosage de la
diffusion du lévonorgestrel a partir d’une matrice polymérique.

e La limite de détection (LoD) :

La limite de détection d’un dosage est la plus petite quantité a examiner
dans un échantillon pouvant étre détectée, mais non quantifiée comme
une valeur exacte dans les conditions expérimentales décrites de la
procédure.

e La limite de quantification (LoQ) :

La limite de quantification est la plus petite quantité de 1’analyte dans un
échantillon pouvant étre dosée dans les conditions expérimentales
décrites avec une exactitude (justesse + fidélité) définie. La limite de
quantification n’a de sens que si son exactitude a ét¢ démontrée. De plus,
cette notion ne tient pas compte de I’objectif de la méthode. En effet, si
I’on fixe une limite d’acceptation a + 20 % il est possible d’obtenir une
LoQ plus basse que si A est fixé a + 5 %.

Fréquemment, la notion de limite de quantification inférieure (LLoQ) et
supérieure (ULoQ) est considérée. Celles-ci proviennent du fait q’une
méthode peut étre valide, pour un limite d’acceptation définie,
qu'uniquement dans un domaine restreint de I’intervalle de dosage.
Ainsi, la limite LLoQ définit la plus petite quantité de ’analyte dans un
¢chantillon pouvant étre dosée et la ULoQ, la plus grande (figure 18).
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Figure 18 : Schéma représentant un profil d’exactitude théorique possédant une
LLoQ et une UL0Q.

e Les standards de calibration (SC) :

Les standards de calibration sont des solutions préparées aux niveaux de
concentration choisis lors de I’exercice de validation soit hors de la
matrice, soit avec la matrice. Ils servent de références connues et
supposées exactes afin d’établir la relation entre ’analyte et la réponse
fournie par I’équipement utilisé.

e Les standards de validation (SV) :

Les standards de validation sont des solutions préparées de sorte a mimer
le plus exactement possible les futurs échantillons analysés en routine. Ils
sont donc obligatoirement préparés a 1’aide de la matrice contenant
I’analyte dosé.

Le guide SFSTP 2003 renseigne plusieurs protocoles de validation adaptés
suivant les connaissances préalables du laboratoire effectuant la validation de la
méthode envisagée. Un arbre décisionnel basé sur un éventuel effet de matrice connu,
une prévalidation effectuée antérieurement et le souhait de réaliser une courbe
d’étalonnage a un seul niveau de concentration, permet le choix d’une procédure de
validation.
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Le choix du design expérimental dépendra fortement de 1’utilisation de la
méthode en routine, il pourrait cependant devoir étre modifié¢ en fonction des ressources
du laboratoire effectuant la wvalidation. En effet, un minimum de trois séries
d’expérience est requis afin d’aboutir a un jeu de données suffisamment varié pour
établir une statistique représentative du dosage effectué¢ ultérieurement en routine. En
conséquence, un laboratoire possédant les ressources nécessaires au changement de
I’opérateur et de 1’équipement pour chaque série permettra 1’incorporation d’une plus
grande variabilité dans le jeu de données. Il faut garder également a 1’esprit que ce
laboratoire pourra alors utiliser en routine les trois équipements définis lors de la
validation. Ce dernier point soulevé, il nous parait important d’insister sur le fait que
I’intégralité des équipements et des étapes inhérents au dosage doit étre validé, de la
pesée initiale au traitement mathématique du résultat final.

Classiquement lorsque ’effet matrice ne doit pas étre considéré, un protocole a
cinq niveaux de concentration tant pour les standards de validation que pour les
standards de calibration est construit. Deux et quatre indépendants sont préparés
respectivement pour les SC et les SV. Si un effet de matrice doit étre envisagé, une
courbe de calibration préparée dans la matrice sera préférée a une courbe obtenue par
I’intermédiaire d’une préparation des SC’s en solution pure.
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Buts du travail

Notre travail s’inscrit dans la cadre de la mise au point d’un dispositif
intra-utérin a libération hormonale controlée. La mise sur le marché d’une spécialité
pharmaceutique demande 1’¢laboration d’un dossier extrémement complet et détaillé
comprenant une importante partie analytique.

Au cours de ce mémoire, nous envisagerons plus particulicrement le
développement de deux techniques analytiques complexes :

e la spéciation des ions stanniques et stanneux suivie du dosage de ces
premiers. L’étain (IV) représente en effet le produit de dégradation
(oxydation) du catalyseur servant a la réaction de polymérisation du
réservoir,

e le dosage plasmatique du lévonorgestrel a de trés faibles concentrations

(=50 pg/mL). Cette méthode de dosage sera utilisée au terme de 1’étude
clinique.

La spéciation et le dosage des ions stanniques

Au fil de son utilisation et au cours de sa conservation, le catalyseur se dégrade.
L’espéce active (ion stanneux) se retrouve alors, en partie, sous sa forme la plus oxydée.
Dans I’éventualité ou la proportion en Sn(IV) deviendrait trop importante, la catalyse ne
pourrait plus s’effectuer. Afin de pouvoir contrdler la teneur en Sn(IV), il nous faudra
donc développer une méthode permettant le dosage des ions stanniques en présence des
ions stanneux. Pour ce faire, nous envisagerons successivement la spéciation et le
dosage des ions stanniques au moyen de la polarographie impulsionnelle différentielle
en présence d’un complexant approprié. La sélection de ce dernier constituera
certainement 1’étape critique de la mise au point de cette méthode.

Auparavant, il nous sera nécessaire de développer une technique de séparation
des ions octanoates et des espéces ioniques de I’étain. De plus, celle-ci ne devra
évidement pas altérer le rapport initial entre Sn(IV) et Sn(Il). En effet, ce point est
capital car il est fort probable que les ions stanneux soient, plus ou moins rapidement,
oxydés en ions stanniques par I’intermédiaire notamment de 1’oxygéne. Une attention
toute particuliére devra étre apportée cet aspect de la technique d’extraction.

Finalement, nous envisagerons la validation de la méthode sur un intervalle de

dosage couvrant obligatoirement de faibles concentrations en Sn(IV) et ce, de part
I’objectif méme de la méthode.
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Le dosage plasmatique du lévonorgestrel

Dans le cas de I’utilisation d’un systéme intra-utérin, 1’action hormonale
souhaitée est locale. Afin de s’en assurer, une étude clinique sur des volontaires devra
étre réalisée. Au cours de celle-ci, des prélévements sanguins réguliers seront réalisés
dans le but de doser la concentration systémique en hormone au cours du temps. Celle-
ci devrait, en toute logique, étre extrémement faible.

Pour cette raison, nous développerons une méthode de dosage associant la
chromatographie liquide a la spectrométrie de masse en mode tandem. Les conditions
analytiques devront étre optimisées afin de pouvoir garantir a cette méthode a la fois
sélectivité et sensibilité.

La mise au point d’un dosage plasmatique en LC/MS-MS nécessite, quasi
inévitablement, le recours a une préparation de 1’échantillon. Nous envisagerons a cette
fin ’extraction sur phase solide. Il nous faudra pour cette étape sélectionner le support
d’extraction qui nous garantira la meilleure récupération tout en assurant une sélectivité
satisfaisante. En effet, le taux de récupération est, dans le cas présent, un facteur plus
important que la sélectivité puisque nous disposerons en aval d’un spectrometre de
masse.

Dans un dernier temps, nous tenterons de valider notre méthode sur un intervalle
de dosage relativement large tout en gardant a 1’esprit que ses performances en termes
de justesse, de fidélit¢ et d’exactitude aux faibles concentrations (quelques dizaines
de pg/mL) seront cruciales.
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Partie 1 : Matériels et méthodes

1. Matériels et méthodes

1.1. Dosage polarographique

Lors de la mise au point de I’extraction de 1’étain, trois solvants organiques ont
été étudiés : le N,N-diméthylacétamide (DMA), le tétrahydrofurane (THF) et I’heptane.
Le DMA provient de la société¢ Fluka Chemie (Buchs, Suisse) et est un solvant de
qualité pour HPLC (> 99,8 % (GC) — lot n°® 1202929). L’heptane et le THF, proviennent
quant a eux de la société Merck (Darmstadt, Allemagne) et sont respectivement de
qualité pour la spectroscopie (99,3 % (GC) — lot n° 1295166) et extra pur (99,0 % (GC)
—lot n° K30144914).

La phase aqueuse est une solution d’acide chlorhydrique 2 M réalisée a partir
d’acide chlorhydrique fumant de grade pour analyse (37 % - lot n® K35859617) de la
société Merck. Lors de la préparation de cette solution, de I’eau déminéralisée a 1’aide
d’un systéme Milli-Qpi,s 185 (18,2 MQ/cm, traitement sous UV a 185 nm) de la société
MILLIPORE (Mulshein, France) a été utilisée comme solvant de dilution. Dans la suite
de ce mémoire, nous avons nommeé cette eau, I’eau Milli-Q.

Un dispositif permettant une extraction liquide / liquide sous atmospheére inerte a
¢té mis au point. Grace a celui-ci, une mise en contact intime des deux phases (50 mL
chacune) a été assurée afin de procéder a I’extraction de 1’étain. L’utilisation d’azote,
provenant de la société Air liquide (Licge, Belgique) de grade Alphagaz 1, nous a
permis de prévenir I’altération du rapport initial entre les deux formes oxydées et
réduites de 1’étain (figure 19).

Entrée de |'azote

\ Sortie de |'azote

1T

@ Jﬁ Phase organique : heptane
Phase aqueuse : / .

<
solution 2M en HCI <—h \

Figure 19 : Schéma du dispositif permettant I’extraction liquide / liquide de I’étain a partir de
I’octanoate d’étain.
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Lors de I’analyse polarographique, un complexant a été utilisé afin de permettre
la spéciation de 1’étain. Il semble important, & ce niveau, de préciser que 1’étain peut
étre présent en solution sous deux formes ioniques. L’ion stanneux (Sn(II)) et 1’ion
stannique (Sn(IV)). Ce premier présente, sous des conditions permettant la spéciation,
une vague polarographique d’oxydation en Sn(IV) et une de réduction en Sn(0). L’ion
stannique présente quant a lui une seule vague de réduction en Sn(0) (équations (2) a

(4)).

Sn(II) 2 Sn(IV) : Sn(Il) > Sn(IV) + 2 ¢ )
Sn(I) = Sn(0) : Sn(Il) + 2 ¢ = Sn(0) 3)
Sn(IV) 2 Sn(0) : Sn(IV) +4 ¢ = Sn(0) 4)

Dans un premier temps, I’ion fluorure a été envisagé comme complexant sous la
forme de son sel potassique ou sodique. Tous deux proviennent de la société Merck et
sont de grade pour analyse. Lors de cette partie du travail, 1’¢électrolyte de support
contenait également du nitrate de sodium (NaNO; — réactif pur — lot n°® 3202) de la
société Riedel-de Haén (Sleeze, Allemagne) et de 1’acide N-2-hydroxyethylpiperazine-
N’-2-ethanesulfonique (HEPES - grade réactif biochimique — lot n® 7187490N), un
tampon zwitterionnique. C’est deux composants ont été utilisés a une concentration
respective de 0,1 M et de 0,01 M.

Finalement, le malonate de sodium de grade pour analyse (99 % - lot
n° A0229254), provenant de la société Acros (Geel, Belgique) a été retenu a la
concentration de 0,5 mol/L. Afin de maintenir le pH des solutions analysées a 10, un
tampon carbonate / bicarbonate de sodium a une concentration de 0,2 M a été utilisé
pour la préparation de chaque solution soumise a I’analyse. Pour ce faire, nous avons
dissout respectivement 0,85 g et 1,06 g de ces deux constituants, a 1’aide d’eau Milli-Q,
dans un jaugé de 50 mL qui contient la solution a analyser. Les composants du tampon
proviennent de la société Riedel-de Haén (Sleeze, Allemagne) et sont de grades ACS,
ISO, Ph. Eur. (lot n® 4031A (Na,COs3) et 43300 (NaHCOs3)). L’ajustement du pH a été
fait par I’intermédiaire de deux solutions d’hydroxyde de sodium a 2 M ou 5 M. Le
NaOH utilisé provient également de la société Merck et est de grade pour analyse
(99 % - lot n° B752898).

Au cours du développement de la méthode de spéciation de 1’étain, des solutions

de chlorure stanneux ont été préparées a partir d’étain métallique provenant de la société
UCB (Bruxelles, Belgique) de grade Pharmacopée Européenne.

La méthode polarographique utilisée dans le cadre de ce travail est la
polarographie différentielle impulsionnelle. Ses principes sont expliqués dans la partie
introductive (cf. point 1.1.4.3.).
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Les conditions analytiques retenues sont les suivantes :

e Mode utilisé : SMDE
e Vitesse de balayage (mV/s) : 10

e Potentiel initial (mV) : 1000

e Potentiel final (mV) : 1450

e Amplitude d’impulsion (mV) : -50

e Potentiel d’impulsion (mV) : 6

e Durée de I’impulsion (ms) : 10

e Temps entre chaque impulsion (s) : 0,6

e Pression en azote (bar) : 1,2

e Durée de la mesure (ms) : 5

1.1.4. Validation de [a méthode

L’octanoate d’étain (CAT-02) utilisé afin de réaliser les standards de validation
provient de la société Nusil Technology (Carpinteria, CA, United States — lot n® 36471).
Il ne possede pas de grade spécifique, c’est le réactif utilisé lors de la synthése des
réservoirs du stérilet.

Les standards de calibration (SC) ont quant a eux été préparés a partir d’une
solution étalon de chlorure stannique & 1 g/L dans I’HCI 2 M provenant de la société
Merck et de grade CertiPUR® (N° de lot : OC677790).

Leurs concentrations sont respectivement de 3 (SC1), 6 (SC2), 12 (SC3),
40 (SC4) et 50 mg/L (SCS). Dans le cas des standards de validation (SV), des niveaux
de concentration identiques ont été envisagés. Nous les avons nommés SV1 a SV5. Afin
de posséder un jeu de données suffisant a I’analyse statistique effectuée lors de
I’exercice de validation, les SC sont répétés trois fois, tandis que les SV sont quant a
eux répétés quatre fois.

Les parameétres envisagés lors de cette validation sont les effets opérateur,
équipement et jour. Ce qui nous permet d’établir un protocole de validation en trois
séries comme D’illustre le tableau suivant :

Opérateur 1 2 2
Equipement 1 1 1
Jour 1 2 3
Série 1 2 3

Tableau 2 : Protocole de validation suivi pour ce dosage.
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1.1.4.1. Préparation des standards de calibration (SC)

Les niveaux SC4 et SC5 ont respectivement été préparés par une dilution au
vingt-cinquieme et au vingtieme de la solution mere dans un jaugé constitué par
I’¢lectrolyte de support. Les trois autres niveaux (SCN1 a SCN3) ont quant a eux été
respectivement préparés au moyen de solutions filles a 30 (SCNI1), 60 (SCN2) et
120 mg/L (SCN3). Celles-ci ont été réalisées a 1’aide d’une solution chlorhydrique 2 M.
Une dilution supplémentaire de chacune d’elles, au dixiéme, a I’aide de 1’¢lectrolyte de
support a ensuite ¢été effectuée afin d’atteindre les concentrations souhaitées.
Préalablement a 1’analyse polarographique, chaque jaugé a été ajusté¢ a pH = 10 et puis
mis au trait a ’aide d’eau Milli-Q. L’analyse polarographique a été effectuée sur 10 mL
de solution.

1.1.4.2. Préparation des standards de validation (ST

La préparation des standards de validation a été réalisée en deux temps.
Premicérement, et ce, pour chaque niveau de concentration, nous avons pes¢ 200 mg
d’octanoate d’étain dans I’erlenmeyer d’extraction et nous y avons ajouté 50 mL
d’heptane désoxygéné. Dans un second temps, nous avons ajouté la phase aqueuse,
préparée différemment pour chaque niveau des standards de validation.

En effet I'octanoate d’étain présente une dégradation naturelle. C'est-a-dire
qu'un produit n’ayant jamais ¢été utilis€ présente toujours un faible pourcentage
d’étain (IV) dans 1’étain (II). Nous avons utilis¢ la méthode des ajouts dosés afin
d’estimer la teneur initiale en ions stanniques dans la matrice.

Afin d’estimer le plus précisément possible la quantité d’ions stanniques déja
présents dans le catalyseur, quatre extractions ont été réalisées sans ajout d’une quantité
connue d’Sn(IV). Pour ce faire, la phase aqueuse utilisée lors de I’extraction est une
solution désoxygénée d’acide chlorhydrique 2 M. L’extraction a été conduite durant
5 minutes sous un flux constant d’azote. Ensuite, 5 mL de la phase aqueuse ont ¢été
prélevés et dilués au dixieme par I’intermédiaire de I’électrolyte de support. Avant
I’analyse de la solution finale, celle-ci a ét¢é amenée a pH 10. L’intensit¢ moyenne du
pic obtenue lors de ces analyses constitue I’intensité de réponse qui sera retirée au pic
dG aux ions stanniques lors de ’analyse des standards de validation.

Comme nous venons de I’expliquer, chaque standard de validation a été préparé
au moyen d’un aliquote de 200 mg de catalyseur solubilisé dans I’heptane ainsi que par
une phase aqueuse contenant la quantité désirée d’ions stanniques. Les cing niveaux de
concentration ont été préparés suivant le méme schéma. Nous avons dilué la solution
standard d’étain (IV) par une prise de 50 (SV5), 40 (SV4), 12 (SV3), 6 (SV2) et 3 mL
(SV1) toujours dans une solution d’acide chlorhydrique 2 M. 50 mL de chacun de ces
niveaux ont servis a I’extraction maintenue pendant 5 minutes sous un flux constant
d’azote. Ensuite, 5 mL de la phase aqueuse ont été prélevés et dilués au dixiéme par
I’intermédiaire de I’¢lectrolyte de support. Avant I’analyse de la solution finale, celle-ci
a été amenée a une valeur de pH égale a 10.
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Un étalonnage journalier du pH-métre est nécessaire a son utilisation. Pour ce
faire, trois solutions tampons aux pH 4,01, 7,00 et 9,21 £+ 0,02 provenant de la société
Mettler-Toledo (Urdorf, Suisse) ont été utilisées (N° de lot: 1R017A, 1R034A et
1R0O38A, respectivement).

Le polarographe utilisé dans le cadre de notre travail est couplé a un passeur
d’échantillon. A D’aide de ce systéme, il nous est possible d’effectuer un nettoyage
automatisé de la cellule par une solution d’eau Milli-Q contenant 0,1 ou 0,2 % d’acide
chlorhydrique.

Au cours de la réalisation de notre travail, nous avons utilisé une balance
analytique de marque Mettler-Toledo AE 163 (Greifensee, Suisse). Cette balance est
englobée dans le systeme qualité du laboratoire et est calibrée journellement. Une
vérification de la balance se fait toutes les quinzaines. Ces deux controles sont réalisés
par ’intermédiaire de 6 poids respectivement de 100 mg, 1 g, 5 g, 10 g, 20 g et 50 g,
calibrés annuellement (Certificats DKD n° G1-355-DKD-K-11801-06-01 (100 mg) et
G1-356-DKD-K-11801-06-01 (autres poids)).

1.2. Dosage plasmatique

Afin de déterminer les conditions optimales d’extraction, une solution de LNG
dans un tampon phosphate a pH = 7,4 a été préparée. Notons encore que d’autres
solutions de LNG (hors matrice) ont été réalisées dans différents milieux dans le cadre
de I’optimisation des parametres lors du dosage en LC/MS-MS (cf ci-apres). Cependant,
il est difficile de décrire dans cette partic du mémoire la préparation de chacune
d’entre-elles sans entamer la discussion inhérente au développement de cette méthode.
Nous pouvons tout de méme signaler que pour la réalisation de toutes les concentrations
envisagées, nous sommes invariablement partis d’une solution mére méthanolique de
lévonorgestrel (Chemoiberica — Barcelone, Espagne : grade pharmacopée européenne,
lot n° 050748) a la concentration de 1 mg/mL. De la méme maniére, nous avons réalisé
une solution meére méthonalique de 1’étalon interne (SI), la méthyltestostérone, a la
concentration de 1 mg/mL (Diosynth — Apeldoorn, Pays-Bas — Ph. Eur).

En vue d’étudier le pourcentage de récupération au terme de 1’extraction

liquide — solide, nous avons a la fois préparé des blancs plasmatiques (nommés TO)
ainsi que des plasmas dopés (nommés, ci-apres, récup).
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Les blancs plasmatiques ont été préparés comme suit :

e 1000 pL de plasma,

e 1000 pL d’acide phosphorique dilué a 4 % provenant de la société Merck et
de grade pour analyse (85 % (acidimétrie) — lot n® K33963073),

e 200 pL de ST a 2,5 ng/mL (concentration finale en SI = 500 pg/mL).

Les plasmas dopés avec du LNG aux concentrations finales respectives de
50 (récupl), 100 (récup2), 250 (récup3), 500 (récup4) et 1000 pg/mL (récupS) ont quant
a eux été préparés de la maniere suivante :

e 950 pL de plasma,

e 50 pL d’une solution de LNG respectivement a 1 (récupl), 2 (récup2),
5 (récup3), 10 (récup4) et 20 ng/mL (récup?),

e 1000 pL d’acide phosphorique dilué a 4 %,

e 200 uL de SI'a2,5 ng/mL.

A cette fin, le plasma a tout d’abord été décongelé a température ambiante
(Température de conservation = -80 °C), puis a été centrifugé a 4000 rpm pendant
10 minutes a 10 °C a I’aide d’une centrifugeuse de table modele 5804 R de la société
Ependorf (Hamburg, Allemagne).

En ce qui concerne la phase de prévalidation, quatre niveaux de concentration
ont été envisagés : 50 pg/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL et 1000 pg/mL. Tant les SC que
les SV ont été préparés de la méme fagon que les plasmas « récup ».

L’extraction sur phase solide du l1évonorgestrel a partir de la matrice plasmatique
a été envisagée de manicre tres classique. En effet, les conditions d’extraction ont été
basées sur les quatre étapes fondamentales de la SPE : conditionnement, chargement,
lavage, ¢lution (cf. point 1.2.1.1.). Le systéme automatisé d’extraction sur phase solide a
quatre aiguilles (ASPEC XL4) que nous avons utilis¢ provient de la société Gilson
Medical Electronics (Villiers-le-Bel, France). Celui-ci permet de réaliser I’extraction sur
de petites cartouches a usage unique ou DEC (Disposable Extraction Cartridges) et de
récolter 1’extrait obtenu dans un tube collecteur. Celui-ci est constitué¢ d’ (de) :

e un diluteur Gilson mod¢le 404 équipé de 4 seringues de 10 mL,

un casier permettant de placer 4 solvants différents ainsi que le liquide de

ringage,

un casier contenant les échantillons a extraire,

quatre casiers permettant la récolte des différentes fractions de lavage,

quatre casiers permettant la récolte de la fraction d’¢lution,

quatre casiers mobiles supportant les DEC’s et déplacés par le bras robotique

afin de voyager entre les casiers de récolte des fractions de lavage et des

fractions d’élution,

e une interface informatisée munie d’un logiciel Gilson permettant le contrdle
du systéme d’extraction XL4.
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Lors du développement de la phase de préparation de I’échantillon plasmatique,
nous avons utilisé des cartouches d’extraction de type CH(EC) (EC = recouvert), Cs,
C8(EC), C18, C18(EC) et MFC18 (MF = monofonctionnel), toutes de 50 mg et d’une
capacité de 1 mL provenant de la société¢ IST Isolute (Glamorgan, Angleterre). Nous
avons également utilisé des cartouches Oasis HLB de 30 mg et d’une capacité de 1 mL
(Waters, Zellik, Belgique). Le liquide de ringage du systéme était constitué d’eau pour
la chromatographie LiChrosolv (eau LC) additionnée de 5 % de Méthanol gradient
grade (MeOH), tous les deux de la société Merck. Lors de 1’extraction, quatre solvants
ont été utilisés :

A =MeOH,

B =eau LC,

C=ecau LC + 10 % de MecOH,

D = acide formique a 0,1 % (HCOOH) dans I’eau LC.

L’acide formique provient de la société Merck et est de qualité pour analyse
(98 - 100 % (acidimétrie), lot n® K34749064).

Les paramétres d’extraction finaux envisagés lors de notre travail sont les
suivants :

e (Conditionnement :

Conditionnement 1 Solvant A
Volume de solvant (mL) 1
Volume d’air poussé (mL) 0,3
Débit de distribution du solvant (mL/min) 6
Débit d’aspiration du solvant (mL/min) 24

Conditionnement 2 Solvant B
Volume de solvant (mL) 1
Volume d’air poussé (mL) 0,6
D¢bit de distribution du solvant (mL/min) 6
Débit d’aspiration du solvant (mL/min) 24

e (Chargement :
Echantillon

Volume de solvant (mL) 2
Volume d’air poussé (mL) 0,8
Débit de distribution du solvant (mL/min) 0,36
D¢bit d’aspiration du solvant (mL/min) 3
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e Lavage:
Lavage 1 Solvant B
Volume de solvant (mL) 1
Volume d’air poussé (mL) 0,8
Débit de distribution du solvant (mL/min) 6
Débit d’aspiration du solvant (mL/min) 24
Lavage 2 Solvant C
Volume de solvant (mL) 1
Volume d’air poussé (mL) 2,0
Débit de distribution du solvant (mL/min) 6
Débit d’aspiration du solvant (mL/min) 24
e FElution:
Elution 1 Solvant A
Volume de solvant (mL) 0,45
Volume d’air poussé (mL) 0,5
D¢ébit de distribution du solvant (mL/min) 1,5
D¢ébit d’aspiration du solvant (mL/min) 3
Elution 2 Solvant A
Volume de solvant (mL) 0,45
Volume d’air poussé (mL) 0,8
Débit de distribution du solvant (mL/min) 1,5
Débit d’aspiration du solvant (mL/min) 3
e Addition :
Solvant D
Volume de solvant (mL) 0,1
D¢ébit de distribution du solvant (mL/min) 6
Débit d’aspiration du solvant (mL/min) 24

Lors de cette étape additionnelle, le solvant ne passe pas par la cartouche
d’extraction, il est directement délivré dans le tube récolteur afin de reconstituer les
proportions des constituants de la phase mobile.

e M¢élange :
Volume de la fraction d’¢lution (mL) 0,8
Débit de distribution / aspiration du liquide (mL/min) 3
Nombre de cycle 2

Cette derniere manipulation a pour objectif de garantir I’homogénéité du liquide
qui est ensuite introduit dans le systeme LC/MS-MS.
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A cette fin, I’extrait récolté dans les différents tubes a été transféré dans des vials
pour HPLC provenant de la société Merck.

Nous avons utilisé¢ lors du développement de la méthode, deux systeémes
chromatographiques de type Agilent Series 1100 constitués des éléments suivants :

e un dégazeur en ligne (G1322A),

e une pompe binaire (G1312A),

e un passeur d’échantillon muni d’un rack réfrigéré (G1313A),
e un four pour la colonne de type Peltier (G1316A).

Et soit :

e un détecteur a barrette de diode (DAD) (G1315),
e ou un spectrometre de masse (décrit ultérieurement dans ce chapitre).

La colonne analytique utilisée est une Luna® phenyl-hexyl de la société
Phenomenex (Torrance, CA, United States) de 150 mm de longueur par 4,6 mm de
diamétre interne avec une taille de particule de 5 um. Une pré-colonne constituée de la
méme phase stationnaire et de dimension 1 cm (L) x 4,6 mm (ID) a également été
utilisée.

Au cours du développement, nous avons du optimisé la phase mobile. En effet,
selon sa nature, nous avons remarqué une différence d’intensité dans la réponse obtenue
en spectrométrie de masse due au pouvoir d’ionisation de cette phase. L’acetonitrile
(ACN) gradient grade (Merck), le MeOH, I’acide formique (HCOOH) et ’acétate
d’ammonium (NH4Ac - pour analyse — Merck) et ce, dans différentes proportions ont
été testés lors de cette étude.

Finalement, les conditions chromatographiques suivantes ont été utilisées pour la
séparation du lévonorgestrel, de 1’étalon interne et des autres constituants endogenes
extraits de la matrice plasmatique :

e phase stationnaire : phenyl-hexyl (5 pm),

e phase mobile : MeOH/acide formique 0,1 %
(90/10),

o (débit: 0,8 mL/min,

e température : 35 °C,

e volume d’injection : 100 uL,

e température de conservation des échantillons : 4 °C,

e durée d’analyse (run) : 7 minutes.

50



Partie 1 : Matériels et méthodes

Le spectrométre de masse que nous avons utilis€ au cours de ce travail est un
Applied Biosystems API 3000 (Foster City, CA, Etats-Unis). La source d’ionisation est
une source de type APCI utilisée en mode positif. De plus, grace a la méthode MRM
(Multiple Reaction Monitoring), nous avons pu suivre deux transitions.

Au cours du développement de la méthode de dosage, I’ion fragment suivit pour
le LNG a été modifi¢ afin de permettre un dosage plus spécifique de cette substance lors
des analyses dans la matrice biologique. En effet, comme nous en discuterons
ultérieurement, la transition initialement choisie, entrainait la détection d’un grand
nombre de composé endogene, perturbant ainsi le dosage de ’hormone (tableau 3).

Substance Nature Précurseur (m/z) Fragment (m/z)
Développement
LNG Analyte 313,3 109,3
Méthyltestostérone Etalon interne 303,5 97,3
Conditions finales
LNG Analyte 313,3 245.1
M¢éthyltestostérone Etalon interne 303,5 97,3

Tableau 3 : Transitions spécifiques suivies en MS-MS (mode MRM).

Les différents parameétres fixes, inhérents a la spectrométrie de masse, sont repris
ci-dessous :

e température de la source (APCI) (°C) : 400

e type de gaz de nébulisation : Air

e débit du gaz de nébulisation (L/min) : 1,2

e pression du gaz de nébulisation (bar) : 4

e type de gaz rideau : Azote
e débit du gaz rideau (L/min) : 1,0

e pression du gaz rideau (bar) : 3

e type de gaz auxiliaire : Azote
e d¢ébit du gaz auxiliaire (L/min) : 8,0

e pression du gaz auxiliaire (bar) : 6

e courant appliqué pour la décharge corona (pA) : 3

Les différents parametres optimisés en fonction du lévonorgestrel (transition :
313,3/245,1) sont repris ci-dessous :

e type de gaz de collision en Q2 : azote
e ¢nergie de collision en Q2 (eV) : 24
e potentiel de I’orifice (V) : 60
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2. Spéciation et dosage de [étain stannique

L’octanoate d’étain se présente sous la forme d’un sel d’étain stanneux et
d’acide octanoique déprotoné (figure 20). En milieu aqueux, il est naturellement
dissoci¢ sous forme d’ions métalliques Sn(II) et d’anions octanoates.

Figure 20 : Structure développée de ’octanoate d’étain.

Ce composé est utilisé en tant que catalyseur lors de réactions de polymérisation
du réservoir. L’espece active est I’ion stanneux. La principale difficulté rencontrée lors
de son utilisation, réside dans le fait que cet ion peut étre relativement rapidement oxydé
sous forme d’ions stanniques, notamment par I’intermédiaire de 1’oxygene contenu dans
I’air ou dans le milieu réactionnel. Ceci a pour conséquence de changer le rapport
Sn(IV)/Sn(Il) compromettant des lors la catalyse.

L’activité du catalyseur dépend donc de son degré d’oxydation/dégradation et de
la quantité mise en ceuvre lors de la réaction de polymérisation méme si celui-ci est
toujours mis en exces. Par conséquent, un stockage sous atmospheére inerte d’une part,
et la connaissance préalable du rapport Sn(IV)/Sn(Il) d’autre part, sont indispensables.
En effet, I’octanoate d’étain est 1’élément clef dans le cadre de la fabrication de
réservoirs qui, rappelons-le, renferme 50 % de 1évonorgestrel. Il est dés lors hautement
souhaitable de s’assurer de ses performances avant d’amorcer le processus de
réticulation et ceci, tant pour des raisons économiques qu’écologiques.

Par conséquent, les ions stanniques apparaissent comme des impuretés dans ce
type d’utilisation. C’est pourquoi, une fois la spéciation obtenue, nous nous focaliserons
sur leur dosage. En effet, il est plus commode de doser un élément qui apparait que de
suivre la disparition progressive d’un autre. En d’autres termes, il est, dans le cadre de
notre étude, plus aisé de doser 1’apparition d’étain (IV) plutdt que la disparition de
1’étain (I1).
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2.1. Extraction en milieu aqueux des tons stanneux et stanniques

Comme nous I’avons précédemment souligné, le dosage de substances telles que
I’étain, présentant des formes oxydées et réduites caractérisées par des potentiels
proches, est rendu possible par I’intermédiaire d’un complexant. En effet, dans
I’hypothéese ou les deux formes sont définies par des constantes d’instabilité différentes,
avec le complexant choisi, leur vague respective s’en verront décalées. En conséquence,
le rejet vers des potentiels plus négatifs de la vague de la forme la plus complexée
devrait permettre la spéciation.

L’octanoate est lui-méme un complexant de 1’étain. Cependant, celui-ci est peu
soluble dans I’eau (Solubilité¢ : 25 mg/L) [26,27]. De plus, il ne permet pas
I’établissement d’un signal correct et quantitativement interprétable des vagues
polarographiques dues aux différents étages d’oxydation de 1’étain. Il nous est donc
apparu important de mettre au point une méthode conduisant a une séparation
quantitative entre 1’étain et cet anion au moyen d’un complexant plus approprié¢ a la
spéciation et au dosage du catalyseur.

Considérant les différences de solubilit¢é dans 1’eau et dans les solvants
organiques de I’octanoate d’étain, des ions octanoates et de 1’étain a 1’état ionique, il est
possible d’imaginer un systéme permettant la séparation de 1’octanoate dans une phase
organique et de 1’étain dans une phase aqueuse.

Plusieurs solvants organiques tels que le tétrahydrofurane (THF), le
diméthylacétamide (DMA) ou encore I’heptane permettent une solubilisation appropriée
du catalyseur. Gardons cependant a I’esprit que 1’oxygéne entraine rapidement un
changement d’étage d’oxydation de 1’étain et par 1a, une modification du rapport
Sn(IT)/Sn(IV) initialement présent dans le produit. Il est donc nécessaire de désoxygéner
correctement tous les solvants utilisés. A cette fin nous avons retenu un bullage a
I’azote. Or, celui-ci demande du temps et provoque, surtout pour des solvants ayant un
point d’¢bullition bas, une évaporation. Notre choix a donc été influencé par ce dernier
critere.

Les températures d’ébullition des trois solvants initialement retenus sont les
suivantes : THF = 66 °C, DMA = 163 °C — 164 °C et heptane = 98,4 °C. Il nous est
d’emblée apparu que le THF était un solvant trop volatil pour étre utilis¢ dans ce
contexte.

Il semble donc que les deux autres solvants conviennent. Cependant, notre choix
s’est tourné, tout naturellement, vers I’heptane car celui-ci fait partie intégrante du
processus de fabrication du dispositif intra-utérin. Il est utilis¢ en tant que
rhéofluidifiant du mélange entre le catalyseur et ’agent réticulant. Il se trouve donc
totalement englobé dans le systéme de controle qualité du projet.
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En ce qui concerne la phase aqueuse, le choix est beaucoup plus aisé. Un
complexant usuel, tel que les ions chlorures, devrait suffire & maintenir les ions
stanneux et stanniques dans la phase aqueuse. Les ions octanoates, quant a eux,
devraient passer dans la phase organique de part leur plus grande solubilité. Notre choix
s’est port¢ sur les ions chlorures (pKa = 1,7) car les solutions standards d’ions
stanniques disponibles dans le commerce sont généralement des solutions de chlorure
d’étain (IV) en milieu chlorhydrique 2 M. Ceci va donc nous permettre d’anticiper un
éventuel effet de matrice (SC versus SV).

Revenons sur la problématique critique de I’élimination de 1’oxygéne. Nous
avons développé un dispositif maintenu sous atmosphere inerte et permettant, de plus,
une extraction liquide / liquide du catalyseur. Ce procédé permet la mise en contact
intime des deux phases afin d’effectuer 1’extraction de 1’étain sous ses deux formes. Il
est également important d’insister sur le fait que la mise en place d’un environnement
inerte permet la récupération des deux especes ioniques de 1’étain dans un rapport
inaltéré. Chaque phase mise en jeu dans ce processus a un volume de 50 mL (figure 21).

Entrée de |'azote

l Sortie de 'azote

1T

o} Jﬁ Phase organique : heptane

Phase aqueuse : / o © \

solution 2M en HCI <—h

Figure 21 : Schéma du dispositif permettant ’extraction liquide / liquide de I’étain a partir de
I’octanoate d’étain par bullage d’azote.

Le premier tube en verre permet un bullage d’azote a la fronti¢re entre les deux
phases, ce qui entraine une augmentation de la surface d’échange entre les deux phases.
Le second permet 1’échappement du gaz incorporé dans le systeme.

Une fois le principe d’extraction en lui-méme élaboré, nous avons étudié deux

parametres importants : ’influence éventuelle de ce procédé sur les ions stanneux
(oxydation) et la durée d’extraction.
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Au cours de ce point, nous présenterons des résultats ultérieurs au choix de
I’¢lectrolyte de support (présenté au point 2.2.) et nécessitant 1’explication du signal
polarographique obtenu pour une solution contenant de 1’étain II et IV (spéciation).
Cependant pour des raisons de fluidité, nous avons choisi de présenter cette section
ainsi que la suivante (2.1.3) de maniére anticipative.

Retenons simplement, pour ’instant, que I’étain stanneux, dans les conditions
optimales de spéciation, engendre deux vagues polarographiques proches (-600 mV et -
800 mV) et que I’étain stannique n’en provoque qu’une seule a un potentiel inférieur (-
1200 mV).

Comme nous I’avons déja évoqué, le risque le plus important 1ié¢ a 1’extraction
liquide / liquide est I’oxydation des ions stanneux. En effet, vu que celle-ci conduit aux
ions stanniques (cf. équations 5 & 7), plus aucune conclusion sur le degré de dégradation
de I’octanoate d’¢étain ne pourrait étre envisagée par leur dosage. Comme nous en avons
déja discuté, le barbotage d’azote de 1’intégralité des solutions envisagées, ainsi que lors
du processus d’extraction, est mis en place afin de prévenir ce probléme.

0,+4HCl+4¢ > 2H,0+4Cl (5)
(SnCly+2 ¢ > SnCl, + 2 CI') X 2 ()
02 +2 SHC12 +4 HCl > 2 SnC14 +2 H20 (7)

Afin de vérifier que le bullage d’azote est suffisant a I’établissement d’un milieu
inerte, nous avons préparé une solution de chlorure stanneux a la concentration finale de
4.10° M. L’extraction a ensuite été réalisée a partir de 100 ml d’une solution 1,96.10™
M en Sn(Il) (phase aqueuse) en présence de 100 mL d’heptane (phase organique). Une
aliquote de 10 mL de la phase aqueuse extraite pendant 2H est enfin diluée dans un
jaugé de 50 mL contenant le tampon et le complexant. N’ayant aucune connaissance sur
ce sujet, ce temps d’extraction avait initialement été sélectionné. Son optimisation sera
discutée au cours du point suivant. Nous avons ajusté chacune des solutions a un pH de
10 unités grace a une solution de NaOH 5 M. Les mises au trait ont été faites a 1’aide
d’eau Milli-Q également désoxygénée.

De plus, nous avons également effectué une vérification avec une solution
d’étain stannique afin de s’assurer que l’étain n’avait pas tendance a passer dans la
phase organique. Cet essai a ét¢ conduit a I’aide d’une solution d’étain stannique a la
concentration de 6,74.10” M préparée a partir d’une solution étalon & 1000 ppm.

Sn(II) = Sn(IV) (vague a - 600 mV) :

Intensité du pic
d’oxydation (nA)
Solution ayant subit I’extraction 89,7
Solution n’ayant pas subit I’extraction 88,2

Recouvrement (%)

101

Tableau 4 : Recouvrement d’extraction pour le pic d’oxydation de I’étain stanneux.
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Sn(IV) = Sn(0) (vague a - 1200 mV) :

Intensité du pic de
réduction (nA)

Solution ayant subit I’extraction 38,2

Solution n’ayant pas subit I’extraction 38,2

Recouvrement (%)

100

Tableau S : Recouvrement d’extraction pour le pic de réduction de I’étain stannique.

Les résultats obtenus (tableaux 4 et 5) montrent un recouvrement proche ou égal
a 100 %. Nous pouvons donc conclure que la méthode d’extraction envisagée n’entraine
pas une oxydation de 1’étain stanneux. Toutefois, lors du développement de la méthode,
nous avons remarqué que, dans certaines solutions, I’analyse polarographique révelait la
présence d’une faible quantité¢ d’Sn(IV) dans des solutions ne devant normalement pas
en contenir. Lors d’investigations ultérieures, nous avons pu identifier que cette
apparition d’étain stannique était due aux dilutions successives réalisées sans toutes les
précautions de désoxygénation nécessaires. Ceci nous a donc permis de confirmer
I’importance de la désoxygénation des solutions. Nous avons des lors adapté le mode
opératoire de la préparation des solutions afin d’éviter le plus de dilution possible et
donc I’oxydation indésirable de I’étain.

Ayant démontré que le processus d’extraction n’avait pas d’influence sur le
rapport Sn(I1)/Sn(IV), nous nous sommes attachés a optimiser le temps d’extraction afin
de diminuer la durée globale de I’analyse d’un échantillon. En effet, celui-ci est
beaucoup trop long (2 h) tant au niveau de la routine que de I’évaluation des
performances de la variance (effet « jour ») en phase de validation.

Préalablement a cette optimisation, nous avons évalué I’impact de la diminution
du temps d’extraction sur la récupération de solution reconstituée. Nous n’avons
observé aucune différence significative de récupération entre un échantillon extrait 2 h,
1 h ou 30 minutes.

Notre optimisation, se base sur I’extraction de plusieurs aliquotes de 200 mg
provenant d’'un méme échantillon du catalyseur. A cette fin, nous avons délibérément
choisi un catalyseur plus ancien afin d’étre certain qu’il contienne un pourcentage
d’étain stannique suffisant a sa détection. Notre analyse se base donc sur I’intensité
(ennA) de la vague polarographique due a Sn(IV). Nous avons pesé
approximativement exactement 200 mg de catalyseur, mais vu sa viscosité, nous avons
normalisé cette intensité a une prise d’essai de 200 mg en considérant une relation
linéaire.

Les extractions ont été réalisées dans 50 mL d’heptane en présence de 50 mL
d’une solution chlorhydrique 2M. Consécutivement a 1’extraction, 5 mL de la phase
aqueuse ont ¢été dilués dans 1’¢lectrolyte de support contenant une concentration en
malonate de 0,5 M et de 0,2 M en tampon bicarbonate / carbonate.
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Sur la base des résultats précédents, différents temps d’extraction (< 30 minutes)
ont ét¢ choisis arbitrairement afin de conduire cet essai. Nous avons respectivement
considéré 5, 15 et 30 minutes d’extraction ainsi qu’un essai sans bullage. Ce dernier

correspond simplement a la mise en contact des deux phases dans le systéme

d’extraction auxquelles nous appliquons deux a trois mouvements de rotation afin
d’amorcer I’extraction.

o Intensité masse de
Intensite (nA) normalisée (nA) | catalyseur (mg)
0' 10,90 10,39 209,8
5' (Essai 1) 15,24 15,22 200,2
5' (Essai 2) 18,84 18,57 202,9
15' 15,65 15,51 201,8
30 17,66 17,35 203,6
15'vs 30’ 5' (moy) vs 30' 0'vs 30'
Recouvrement (%) 89,4 97,4 59,9

Tableau 6 : Résultats de I’optimisation du temps d’extraction
(considérant 0, 5, 15 et 30 minutes d’extraction).

Compte tenu du fait qu’au moment de cet essai, nous n’avions pas encore évalué
I’influence du pH, et son importance comme nous le verrons par la suite, sur 1’intensité
de la réponse du pic dii aux ions stanniques, une relativement grande variabilité a été
observée. Cependant, comme nous le montre le tableau 6, le recouvrement entre les
différents temps d’extraction (5, 15 et 30 minutes) peut étre considéré comme semblable
(recouvrement compris entre 89 % et 110 %). De plus, cette étude nous a permis de
confirmer la nécessité du processus d’extraction. En effet, un recouvrement de 1’ordre
de 60 % est obtenu lors de la simple mise en contact des deux phases. Une analyse
visuelle des polarogrammes obtenus apres 5 minutes de bullage (figure 22B) et en son
absence (figure 22A) Tillustre clairement. Cette différence est d’autant plus

significative que la concentration de I’échantillon B était inférieure a celle de
I’échantillon A.
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Figure 22 : Polarogrammes montrant le pic di a I’étain stannique
dans le cas d’une extraction de 0’ (A) et de 5’ (B).
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Sur la base de ces résultats nous avons décidé de limiter le temps de bullage et
donc d’extraction a 5 minutes pour les prochaines manipulations. Cette étude nous a
donc permis de diminuer trés significativement le temps consacré a cette étape du
dosage.

2.2. L électrolyte de support

De maniére générale, 1’¢lectrolyte de support est composé d’un complexant
permettant la séparation de vagues polarographiques, d’'un méme élément ou de
plusieurs, possédant le méme potentiel de demi-vague.

Ce dernier est généralement accompagné d’un tampon. Classiquement, nous en
rencontrons deux types : les zwitterions et les couples acide / base. Pour rappel, les
zwitterions sont des composés neutres possédant en nombre égal des charges électriques
formelles d’une unité et de signes opposés.

Dans certains cas, il est possible que le milieu électrolytique soit additionné d’un

sel neutre afin d’augmenter le nombre de charges positives et négatives en solution dans
le but d’assurer une conductivité suffisante et de limiter le courant de migration.

2.2.1.1. Les tons fluorures

Dans un premier temps, nous nous sommes basés sur les travaux de Lejeune et
coll. [28] rapportant la détermination polarographique d’étain stanneux dans des
¢chantillons contenant de I’étain stannique tels que des kits radiopharmaceutiques de
99m-Technetium. Durant cette premiere partie du développement de la méthode le
mode de travail choisi a été le mode DME.

Afin de déterminer si le complexant choisi permettrait la séparation des vagues
polarographiques dues aux ions stanneux et stanniques (cf. point 1.1.2.), nous avons
préparé deux solutions contenant uniquement de 1’étain (IV) a une concentration de
1,37.10° M et de 1,35.10 M ainsi que deux autres contenant, cette fois-ci, uniquement
de 1’étain (IT) a une concentration de 1.10° M et 1.10™ M.

Dans chacune des solutions analysées, nous avons introduit du fluorure de
sodium a une concentration de 0,7 M et du nitrate de sodium a 0,1 M. L’HEPES
(tampon zwittérionnique) est quant a lui présent a raison de 0,1 mol/L. Le pH des
solutions stanneuses est de 7,83 et 7,94 et celui des solutions stanniques est de 8,11 et
8,04.

Comme nous nous y attendions, la solution d’étain stanneux a 1.10* M
(figure 23A) présente une vague polarographique a -720 mV due a la réduction de
I’étain (IT) en étain métallique. Un deuxieéme pic vers -1050 mV est également apparu.
Cependant, nous n’avons pu en définir son origine. Il nous semblait raisonnable de
penser que celui-ci puisse étre di a la vague d’oxydation de I’étain (II). Mais étant
donné que celle-ci n’évolue pas en fonction de la concentration en Sn(II), elle ne peut
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pas lui étre reliée et resterait ininterprétable. La deuxiéme solution préparée a une

concentration de 1.10” M, n’a pas permis I’observation d’un pic du fait de sa trop faible
concentration (figure 23B).

nA

-500 -1500 mV -500 -1500 mV

Figure 23 : Polarogramme des solutions d’étain (II) complexées par les
fluorures a 1.10 M (A) et 1.10° M (B).

Les solutions ne contenant que de 1’étain sous sa forme la plus oxydée ont
donnés lieu a des polarogrammes tous identiques ne contenant aucun pic (figure 24).

<:.
ﬁ.

-500 -1500 mV

Figure 24 : Polarogramme représentatif d’une solution d’étain (IV) complexé par les fluorures.
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A la vue de ces résultats, nous pouvons conclure que Iutilisation des fluorures
permet bien la spéciation des deux espéces ioniques de 1’étain. En effet les solutions
d’Sn(IT) montrent au moins un pic alors que celles d’ Sn(IV) n’en montrent aucun.

Pour rappel, les objectifs du dosage sont, d’une part, la spéciation et le dosage
des ions stanniques, d’autre part. Or il parait évident au terme de ces expériences que
nous ne pourrons pas y arriver par I’intermédiaire d’une complexation par les fluorures.
D’autres complexants de 1’étain ont donc été envisagés [29,31]. Notre choix s’est arrété
sur les ions malonates.

2.2.1.2. Les ions malonates

A I’instar de ce que nous avions fait lors de 1’essai avec les fluorures, nous avons
préparé trois solutions contenant une quantité d’étain stannique respectivement a
2,5.10% (1), 1.10™ (2) et 1.10° M (3). Nous avons ¢galement préparé¢ une solution
identique, mais ne contenant pas d’Sn(IV) (blanc). La composition de 1’¢lectrolyte de
support est expliquée au point 1.1.2.

L’analyse polarographique des solutions (1) et (2) a permis de mettre en
évidence un pic vers -1200 mV. Celui-ci semble augmenter « normalement /
linéairement » avec la concentration. La solution (3) ainsi que le blanc ne présente
aucun pic (figure 25).

E Solution (1) g Solution (2)
100 -1900 (mV) 100 -1900

E Blanc "
3 (idem Solution (3)) |
|
| |
| II
| I|
| |

100 -1900 mV

Figure 25 : Polarogrammes obtenus lors de I’analyse de solutions (1), (2) et du blanc.

61



Partie 2 : Spéciation et dosage de 1’étain stannique

Nous pouvons donc conclure de cet essai que dans ces conditions une vague
polarographique due a 1’étain stannique est visible. De plus, les conditions envisagées
n’entralnent pas de pic parasite pouvant géner la détermination de 1’étain.

Dans un second temps, nous avons prépar¢ deux solutions stanneuses a
2,5.10*M et 1.10* M afin de vérifier que, dans les mémes conditions, ces ions
donnaient une ou plusieurs vagues polarographique distinctes. Autrement dit, que la
spéciation, et a fortiori le dosage des ions stanniques, était réalisable. La préparation de
I’¢lectrolyte de support restait identique.

Comme nous le montre la figure 26, les résultats sont concluants. En effet les
ions stanneux donnent lieu & deux vagues. Un d’oxydation a -600 mV et une de
réduction a -800 mV. Il est donc possible, dans ces conditions, de réaliser la spéciation
de I’étain ainsi que le dosage spécifique des ions stanniques.

T6T

< 2,5.10*M | Wk 1.10*M
i .
| Sn(1v) | Sn(1V)
100 -1900 (mV) 100 -1900

Figure 26 : Polarogrammes des solutions stanneuses complexées grice aux malonates.

Remarquons que les deux polarogrammes de la figure 26 montrent également un
troisieme pic. Celui-ci est dii @ une dégradation de la solution en Sn(IV). En effet, a ce
stade du développement nous n’avions pas encore affiné la préparation des solutions
stanneuses.

Au cours de la mise au point de la méthode de dosage, nous avions remarqué
une variabilité non négligeable de I’intensité de la réponse du pic d’Sn(IV) en fonction
du pH de la solution analysée. Une étude du comportement de ce pic en fonction du pH
d’une solution unique a alors été envisagée. Quatre aliquotes de 10 mL chacun ont été
prélevés a partir de 50 mL d’une solution 4 5.10° M en Sn(IV) complexée et
tamponnée. Le pH initial des quatre solutions était de 9,52. Celles-ci ont respectivement
été ajustées dans la cellule polarographique a pH : 9,81, 9,59, 9,40, 9,22 a I’aide soit
d’acide chlorhydrique 5 M, soit d’hydroxyde de sodium 5 M (tableau 7). Les quantités
de base ou d’acide ajoutées afin d’ajuster le pH sont largement négligeables par rapport
au volume de la solution analysée et ont donc une influence minime (voir négligeable)
sur la concentration en ions stanniques.
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pH=9,81 pH =9,59 pH = 9,40 pH =9,22
Intensité du pic 35,67 33,88 30,35 27,53
d’Sn(IV) (nA) 35,29 34,24 30,35 27,18
35,29 34,59 29,29 27,18
Moyenne (nA) 35,42 34,24 30,00 27,30
Ecart-type (nA) 0,22 0,36 0,61 0,20

Tableau 7 : Résultats de ’influence du pH sur I’intensité de la réponse du pic d’Sn(IV).

Afin de se rendre aisément compte de I’influence du pH, il nous suffit de
regarder le tableau 8 qui représente la différence d’intensité (%) entre chacune des
solutions. Nous pouvons remarquer qu une diminution de 0,2 unité de pH peut entrainer
une chute de I’intensité de la réponse assez spectaculaire.

pH 9,81 vs 9,59 9,59vs 9,40 | 9,40 vs 9,22
Différence (%) 3,45 14,13 9,89

Tableau 8 : Différence d’intensité (%) en fonction du pH.

La figure 27 montre la différence d’intensité du pic dii aux ions stanniques pour
une méme solution a pH = 9,81 et pH = 9,22, illustrant par la méme ce phénomene.

<
S|

nA

100 21900  (mV) 100 -1900

Figure 27 : Polarogrammes de deux solutions 2 5.10° M en étain stannique.
(A) : pH=9,81 et (B) : pH =9,22.

En conséquence lors de la préparation de toutes les solutions, nous devrons
porter une attention toute particuliere a 1I’ajustement du pH a une valeur de 10 unités au
moyen d’un tampon approprié (carbonate/bicarbonate a 0,2 M). De plus, nous avons pu
remarquer que plus la valeur du pH est élevée, plus D'intensité est grande. Ceci
permettra donc encore d’augmenter la sensibilité de la méthode.
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2.3. Choix du mode de travail

La détermination des ions stanniques peut étre conduite suivant deux modes
légérement différents, soit le mode de travail DME, soit le mode SMDE. L’utilisation
du mode SMDE devrait nous permettre d’obtenir une meilleure reproductibilité de la
réponse. En effet, pour ce type d’électrode, chaque mesure s’effectue sur une goutte
dont la surface reste constante, améliorant a la fois la variabilité des résultats et le
rapport signal sur bruit (S/N). En contre partie, ce mode nous conduit a une légere perte
de sensibilité.

Afin de le vérifier, nous avons effectué une comparaison de ces deux techniques
afin de sélectionner le mode de travail qui sera utilis¢ lors de la validation de la méthode
et donc lors des dosages effectués en routine. Cet essai a été réalisé en considérant
I’intervalle de dosage a valider. Cinq standards de calibration ont été sélectionnés :
3 mg/L, 6 mg/L, 12 mg/L, 40 mg/L et 50 mg/L. Lorsque nous considérons une prise
d’essai d’octanoate d’étain de 200 mg, ces concentrations correspondent respectivement
a une dégradation du produit de 2,6 %, 5,1 %, 10,2 %, 34,1 %, 42,7 % (figure 28 et
figure 29).
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N1(3) | -22.17
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Figure 28 : Résultats de I’analyse polarographique, en DME,
des cinq standards de calibration sur I’intervalle de dosage a valider.
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Figure 29 : Résultats de I’analyse polarographique, en SMDE,

des cinq standards de calibration sur I’intervalle de dosage a valider.
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Bien que nous ayons constaté une réduction de I’intensité du pic lors de
I’utilisation du mode SMDE, la détermination de 1’ion stannique a la concentration la
plus faible était toujours possible. De plus, par cette expérience, nous avons pu
démontrer que ce mode diminuait apparemment la variabilité des résultats. Nous avons
des lors décidé de travailler en mode SMDE pour les analyses de routine et d’en vérifier
les performances lors de la validation.

2.4. Validation de la méthode de dosage

Comme nous ’avons signalé dans la partie introductive, I’intervalle de dosage a
considérer en phase de validation doit inclure tous les futurs résultats.

Rappelons par ailleurs que le catalyseur utilis¢ dans la réaction de
polymérisation du polydiméthylsiloxane est vérifi¢ afin de contrdler sa pureté en Sn(II).
Sur base de I’expérience acquise lors des réactions préliminaires de polymérisation, il
semble qu’un degré de dégradation des ions stanneux supérieur a 10 % affecte
I’efficacité du catalyseur. En revanche, en de¢a de ce pourcentage, I’octanoate d’étain
remplit pleinement son rdle de catalyseur. Une fois la méthode validée, nous pourrons
affirmer cette estimation par une étude de dégradation progressive du catalyseur couplé
a son utilisation lors d’essai de réticulation du polymeére chargé en LNG. Considérant
tous ces ¢léments, nous avons fixé l’intervalle de dosage entre 2,5 % et 40 % de
dégradation. Pour ce faire, cinq niveaux de concentration en Sn(IV) ont été envisagés :
3mg/L, 6 mg/L, 12 mg/L, 40 mg/L et 50 mg/L. Ces niveaux représentent
respectivement une dégradation de 2,6 %, 5,1 %, 10,2 %, 34,1 % et 42,7 % en
considérant une prise d’essai initiale de 200 mg de catalyseur.

Etant donné la nature complexe de la matrice, mais également du processus
d’extraction en termes de reproductibilité (expérience acquise lors du développement de
la méthode), des limites d’acceptation ont été fixées a 30 % (erreur totale).

Le traitement des données de validation nous permettra de tracer un profil
d’exactitude sur ces cing niveaux envisagés en considérant un risque o de 5 %. Ce
risque signifie que nous acceptons qu’a I’avenir 5 valeurs sur 100 soient en dehors des
limites d’acceptation fixées. Ainsi que le montre le tableau 9, différents modeles de
régression ont été évalués sur la base des données générées lors de 1’exercice de
validation.
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Index LLoQ et UL0Q Index Index de | Index de

d’exactitude (mg/L) dméirs\/;;l: de précision | justesse

Modéle

Quadratic

Regression 0.7701 [8.509 , 50.00] 0.8828 0.5983 0.8648

Weighted (1/X)
Quadratic 0.7580 [9.724 , 50.00] 0.8569 0.5560 0.9139
Regression

Linear Regression
after LOGARITHM 0.7438 [8.654 , 50.00] 0.8797 0.5150 0.9084
transformation

Weighted (1/X"2)

Linear Regression 0.7395 [9.943 , 50.00] 0.8523 0.5136 0.9239

Weighted (1/X)

Linear Regression 0.7389 [9.673, 50.00] 0.8580 0.5173 0.9089

Linear Regression
after SQUARE
ROOT
transformation

0.7368 [9.372, 50.00] 0.8644 0.5195 0.8908

Linear Regression 0.7333 [9.859 , 50.00] 0.8541 0.5237 0.8815

Weighted (1/X"2)
Quadratic 0.7312 [11.03, 50.00] 0.8292 0.5140 0.9171
Regression

Linear Regression
Through 0 fitted
with the level 3.0

only

0.6734 [10.57 , 50.00] 0.8390 0.4786 0.7603

Linear Regression
Through 0 fitted
with the level 5

only

0.5956 [14.62,50.00] 0.7528 0.3598 0.7801

Tableau 9 : Tableau de classement des différents modéles de calibration.

Ce tableau classe sur la base de I’index d’exactitude et ce, par ordre décroissant,
ces différents modeles de régression. L’index d’exactitude est la moyenne géométrique
des autres index correspondant aux différents critéres de performance d’une méthode
analytique.

En fonction des index d’exactitude, les mod¢eles quadratiques, pondéré ou non,
semblent étre les plus adéquats. Cependant, gardons a I’esprit qu’une méthode
polarographique doit normalement donner une réponse linéairement proportionnelle a la
concentration introduite et ce, sans transformation mathématique de la réponse. En
effet, si la justification d’un mod¢le quadratique peut trouver son origine au niveau du
procédé d’extraction, en revanche celle étayant I’utilisation d’une transformation de
type logarithmique nous parait difficile et donc non fondée. Par ailleurs, nous avons
constaté que quel que soit le modéle choisi, aucun de ceux-ci ne permet un dosage
couvrant tout Dl’intervalle envisagé. Par conséquent, nous avons choisi I’'index de
justesse comme outil de décision. Celui-ci nous montre que trois modeles de calibration
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(en bleu) se révelent intéressants. Leur profil respectif est présenté dans les figures 30,
31 et 32.
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Figure 30 : Profil d’exactitude suivant le modéle de régression linéaire pondéré (1/X?)
considérant un risque a de 5 %.
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Figure 31 : Profil d’exactitude suivant le modele de régression linéaire pondéré (1/X)
considérant un risque o de 5 %.
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Accuracy Profile
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Figure 32 : Profil d’exactitude suivant le modéle de régression linéaire simple
considérant un risque o de 5 %.

Ces profils nous montrent qu’il ne nous est pas permis de déterminer exactement
la teneur en ions stanniques aux deux premiers niveaux de concentration sélectionnés.
En effet, on constate, qu’a ces concentrations, la méthode présente une variabilité ainsi
qu’un biais trop importants. Il serait donc bon d’envisager d’adapter notre méthode de
dosage lorsque nous sommes en présence de faibles concentrations. Nous reviendrons
un peu plus tard dans ce chapitre sur les améliorations envisageables dans ce contexte.

En attendant, nous avons retraité les données de validation en considérant un
risque a de 10 %. En raison de I’objectif final de la méthode et de sa complexité, il nous
semble que cette option consiste en un bon compromis. Dans cette optique le modéle de
calibration le plus adéquat est le modéle de régression linéaire pondérée (1/X?)
(tableau 10) et dont le profil d’exactitude est illustré dans la figure 33.

Index
Modéle , Inde_x LLoQ et ULoQ d’intervalle de Ingiqx _de !ndex de
d’exactitude (mg/L) précision | justesse
dosage
Régression linéaire
pondérée (1/X"2) 0.8072 [5.944 , 50.00] 0.9374 0.6074 0.9239

Tableau 10 : Tableau récapitulatif des index décisionnels du modéle de calibration choisi.
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Accuracy Profile
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Figure 33 : Profil d’exactitude suivant le modéle de régression linéaire pondérée (1/X?)
considérant un risque o de 10 %.

Sur la base de ce profil d’exactitude, nous pouvons dire qu’il nous est
maintenant permis de doser [1’¢lément ciblé jusqu’a une concentration
d’approximativement 6 mg/L. Nous avons des lors décidé de limiter ’intervalle de
dosage aux niveaux 2 a 5 (6 a 50 mg/L) et de retraiter les données. Cette modification
de lintervalle de dosage ne bouleverse naturellement pas le choix du modele de
calibration optimal (figure 34). Les résultats statistiques correspondant des différents
critéres de validation ont ensuite été calculés et présentés ci-aprés. Nous commencerons
par la justesse de la méthode, suivie par les données de fidélit¢ (tableau 11 et
tableau 12). Ensuite, nous parlerons de la linéarité des résultats pour terminer par les
limites de quantification et de détection.

Accuracy Profile

30 n:
N
25 ~,
\.\h
20 -
——
] e
15 . ——
- b‘*-
i =~
10 . . -
£ -~ ——
= . o - ~—— e ———
o BLE —_— R " :
R . ——
2 | § —
—
E -5 -_‘__,,....--'-"""-.—F h""-\_‘_ !
O ——— ~——
&y .= =~
/f
e
-20
-25
-30
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Concentration {mg,/mL)

Figure 34 : Profil d’exactitude pour les niveaux N2 a NS suivant le modéle de régression linéaire
pondérée (1/X?) considérant un risque o de 10 %.
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Moyenne des

Moyenne des

Niveau de concentrations concentrations Biais absolu || Biais relatif || Recouvrement
concentration introduites recalculées (mg/L) (%) (%)
(mg/L) (mg/L)
2.0 6.0 6.3 0.32 5.4 105.4
3.0 12.0 12.6 0.61 5.1 105.1
4.0 40.0 40.7 0.66 1.7 101.7
5.0 50.0 495 -0.50 -1.0 99.00

Tableau 11 : Résultats de validation en termes de justesse.

Par I’intermédiaire de tableau 11, nous pouvons constater que le biais introduit
par la méthode de dosage est tout a fait acceptable pour les quatre niveaux de
concentration envisagés puisqu’il n’excede pas 5,4 %.

La fid¢lité de la méthode peut étre évaluée a deux niveaux : la répétabilité des
mesures et la fidélité intermédiaire. Les résultats correspondants sont repris dans le

tableau suivant :

. . Moyenne des Répétabilité Fidélité intermédiaire
Niveau de concentration concentrations (RSD%) (RSD%)
introduites (mg/L) ¢ ¢
2.0 6.0 2.2 7.9
3.0 12.0 54 7.3
4.0 40.0 2.0 2,0
5.0 50.0 3.6 4.1

Tableau 12 : Résultats de validation en termes de fidélité.

De nouveau, nous pouvons remarquer que les quatre niveaux de concentration
présentent de bons résultats tant en termes de répétabilité des mesures (CV < 5,4 %),
qu’en termes de fidélité intermédiaire (CV < 7,9 %).
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2.4.3. La linéarité des résultats

La linéarité des résultats va nous permettre d’évaluer notre méthode dans sa

globalité.

La figure 35, ainsi que 1’équation (8) nous présentent les données de linéarité

obtenues pour le modele de calibration choisi.
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Figure 35 : Relation linéaire entre les concentrations introduites et recalculées

pour le modéle de calibration choisi.

Y =0,6330+0,9865.X

(8)

La ligne pleine représente un ajustement parfait (Y = X) ou tous les points
devraient se trouver dans le cas d’une méthode sans biais et dont les mesures
successives conduiraient invariablement a la méme réponse. Les lignes en pointillés
larges bleus correspondent au profil d’exactitude tel que nous I’avons déja introduit. Les
lignes en pointillés noirs représentent la limite d’acceptation fixée a 30 % et exprimée
en concentration. Le domaine de concentration ou la méthode est alors considérée
comme valide correspond a la zone ou les lignes en pointillés larges bleus se trouvent a

I’intérieur des lignes en pointillés noirs.

D’apres ces résultats et malgré une ordonnée a 1’origine légérement supérieure a
zéro, nous pouvons considérer que le modéle que nous avons choisi est adéquat et que

la méthode est valide sur le domaine de concentration testé.
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Les limites de quantification sont facilement définissables grace au profil
d’exactitude. Dans un cas comme celui-ci, ou le profil d’exactitude se trouve inclus a
I’intérieur des limites d’acceptation, la limite de quantification inférieure et la limite de
quantification supérieure sont définies par le niveau de concentration le plus bas et le
plus haut. Elles sont donc respectivement de 6 mg/L et de 50 mg/L.

Le programme de validation nous renseigne également sur une valeur de limite

de détection qu’il calcule lui-méme. Celle-ci est de 1,2 mg/L et a été calculée sur la base
du mod¢le de régression retenu [24].

2.5. Perspectives envisagées afin d_améliorer la méthode de dosage

Au moyen des données de validation complétes (N1 a N5) et sur base de
I’analyse de leur variance, plusieurs conclusions peuvent étre déduites. Notamment, il
nous est possible de détecter un effet jour en analysant les rapports de variance
inter- / intra-séries pour chaque niveau de concentration (tableau 13).

. . Concentration moyenne Rapport des variances (inter- /
Niveau de concentration . . . . .
introduite (mg/L) intra-séries)
1.0 3.0 64.15
2.0 6.0 13.09
3.0 12.0 0.8237
4.0 40.0 0
5.0 50.0 0.2597

Tableau 13 : Vérification de ’effet jour en fonction du niveau de concentration
au moyen des rapports de variance (inter- versus intra-séries).

En effet, lorsque la méthode développée ne présente pas d’effet jour
particulierement prononcé, le rapport des variances (valeur sans unité) n’est pas
supérieur a approximativement 3-4. On constate donc que dans notre cas, les niveaux 1
et 2 montrent une valeur largement supérieure a cette limite. Nous en déduisons donc,
qu’a ces niveaux de concentration, la méthode de dosage développée est entachée d’un
effet jour non négligeable.

Il nous semble que cette observation peut étre expliquée par le role que joue, ou
plutét que ne devrait pas jouer, I’oxygéne dans notre méthode. En effet, nous avons
précédemment constaté et démontré que la réaction entre 1’oxygene et les ions stanneux
est extrémement rapide. Il en résulte une production d’ions stanniques. Or, a chaque
niveau envisagé la concentration en Sn(Il) introduite est relativement constante (elle
dépend de la prise d’essai). Par contre, la concentration en ions stanniques est, en toute
logique, fortement différente. Nous pouvons deés lors trés facilement admettre, vu la
complexité du dosage, que d’un jour a I’autre les diverses manipulations inhérentes a la
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méthode de dosage puissent légerement varier et donc amener une dégradation faible et
différente en fonction du jour. En conséquence, cet apport supplémentaire d’ions
stanniques influence de facon beaucoup plus importante les niveaux de concentration
les plus faibles.

Nous étayons cette hypothése sur les résultats obtenus lors du premier jour de
validation, montrant 1’effet prononcé de 1’oxygeéne. Celui-ci a d’ailleurs di étre écarté
lors du traitement des données. Lors de cet essai initial, nous avons utilisé une pissette
d’eau désoxygénée a I’azote afin d’effectuer la mise au trait du jaugé contenant la
solution a analyser. Au fil de la journée, 1’eau s’est chargée en oxygéne au fur et mesure
de son utilisation montrant une augmentation significative de la teneur en Sn(IV).

Sur la base de ces observations, nous pourrions, afin d’améliorer les
performances de notre méthode, partir d’une prise d’essai d’octanoate d’étain plus
importante ce qui permettrait d’analyser des solutions plus concentrées en Sn(IV). En
effet, la solubilité¢ de celui-ci dans I’heptane n’est pas une étape limitative. De plus,
d’apres notre expérience ce n’est pas la concentration en Sn(Il) qui est problématique,
mais bien la concentration en oxygeéne des solutions contenant cet élément. Enfin, une
concentration en Sn(IV) plus importante est moins perturbée par un faible apport
d’Sn(II). Il devrait donc étre possible, en gardant la méme vigilance par rapport a la
désoxygénation des solutions, d’obtenir un dosage moins sujet a 1’effet jour et ce, méme
pour les faibles concentrations en ions stanniques.

2.6. Conclusions

En premier lieu, il nous parait important d’insister sur le fait que 1’analyse
polarographique que nous avons développée permet la spéciation des ions stanniques et
ce, en présence d’ions stanneux. En regard du dosage ultérieur (Sn(IV) dans Sn(Il)),
cette étape était évidemment capitale.

Nous avons ensuite imaginé un dispositif a la fois simple et original d’extraction
liquide / liquide sous atmosphére d’azote afin d’éviter I’oxydation des ions stanneux.

Par la suite, plusieurs paramétres tels que le temps d’extraction, 1’électrolyte de
support, le pH de la solution a analyser et le mode de travail ont été optimisés. Les
conditions de dosage suivantes ont finalement été sélectionnées :

L’extraction de 200 mg du catalyseur est réalisée entre 50 mL d’heptane et
50 mL d’une phase chlorhydrique 2 M et conduite pendant 5 minutes sous un flux
constant d’azote. Cinq millilitres de la phase aqueuse sont ensuite ajoutés dans un jaugé
de 50 mL contenant I’¢électrolyte de support composée de malonate de sodium a
0,7 mol/L et d’un tampon carbonate / bicarbonate a 0,2 mol/L. La solution est ensuite
amenée a un pH égal a 10 et mise au trait. Dix millilitres de cette solution sont ensuite
analysés en polarographie impulsionnelle différentielle a 1’aide du mode de travail
SMDE. Toutes les solutions intervenant dans ce procédé sont désoxygénées par
I’intermédiaire d’un bullage important d’azote.
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Finalement, la méthode a été validée sur un intervalle de dosage de 3 mg/L
(2,6 % de dégradation) a 50 mg/L (42,7 %). Cette validation a permis de mettre en
évidence que la méthode est acceptable pour un domaine de concentration s’étendant
entre 6 mg/mL (5,2 %) et 50 mg/mL (42,7 %) pour autant que le laboratoire accepte une
erreur totale de 30 % et un risque a de 10 % sur les futurs résultats. En vertu de
I’objectif de la méthode de dosage, il nous semble que ces conditions sont acceptables.

Cependant, en vue de permettre la détermination sur un intervalle de
concentration plus faible en Sn(IV), nous pensons partir a ’avenir d’une prise d’essai
plus importante, a priori, un gramme d’octanoate d’étain. Ce qui nous permettrait
d’obtenir une méthode de dosage adéquate a I’analyse d’un catalyseur contenant un
pourcentage d’ions stanniques plus faible.
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3. Dosage plasmatique du [évonorgestrel

Le principe méme du dosage plasmatique d’une substance dont [’action
revendiquée est locale, dans notre cas la cavité intra-utérine, conduit obligatoirement
I’analyste au développement d’une méthode non seulement sélective, mais aussi et
surtout trés sensible. En effet, une action locale est généralement recherchée afin
d’éviter le passage du principe actif dans la circulation systémique. Il est dés lors
nécessaire de le vérifier, ou tout au moins, de montrer que la teneur en principe actif
dans le sang est limitée. Dans le cas de la spécialité pharmaceutique étudiée, des
concentrations de 1’ordre de quelques picogrammes par millilitre (+50 pg/mL) peuvent
étre raisonnablement attendues.

Relativement peu de techniques sont communément envisagées pour des
dosages plasmatiques dans un tel domaine de concentration (du ng/mL au pg/mL).
Citons les deux principales, les radio-immuno dosages [32] et les dosages par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse [33,34]. Dans le cadre de
notre travail, nous avons retenu la spectrométrie de masse en mode tandem (MS/MS)
car elle offre une meilleure sélectivité/spécificité et permet des lors de répondre aux
exigences actuelles des autorités réglementaires.

Ce type de détecteur est toujours couplé a un systeme chromatographique en
amont. La littérature nous renseigne sur les différentes méthodes séparatives
envisageables telles que la chromatographie gazeuse [35] ou la chromatographie liquide
[36,37] sous toutes ses déclinaisons : la chromatographie a ultra performance (UPLC)
[38], la chromatographie capillaire ou la nano LC [39], ou encore la chromatographie a
flux turbulents [40].

Nous avons également consulté la littérature scientifique au sujet des méthodes
de préparation des échantillons envisagées lors de dosage requérant a la fois une grande
sensibilit¢ et une grande spécificité. Le couplage «online» de la SPE a Ia
chromatographie liquide est actuellement le plus souvent rencontré. Les phases les plus
utilisées sont des phases a accés restreint [41-43] ou de type standard (Cs, C18(cc),...)
[44-49].

A cette occasion, nous avons pu également observer que ces techniques sont
utilisées dans le cadre de dosages plasmatiques [50-53] ou environnementaux [54-57]
du LNG. Nous avons également rencontré une méthode de dosage du LNG dans le
sérum a I’aide d’un détecteur voltamétrique [58].

Cependant, a notre connaissance, un dosage plasmatique par SPE/LC/MS-MS
permettant d’atteindre des concentrations de ’ordre de quelques picogrammes par
millilitre n’a pas encore été¢ développé a ce jour. Afin de mettre au point notre dosage,
nous nous sommes basés sur une publication de Theron et coll. [50] se rapprochant de
notre objectif. Ceux-ci ont mis au point une méthode de dosage plasmatique du
1évonorgestrel par chromatographie liquide couplée a deux détecteurs de spectrométrie
de masse en séries, précédée par une extraction liquide / liquide. Cette méthode ne
permet toutefois pas de quantifier des concentrations plasmatiques inférieures a
265 pg/mL.
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3.1. Optimisation de [extraction sur phase solide

Le lévonorgestrel est une molécule de type neutre et non polaire. Les
interactions avec le support d’extraction seront donc préférentiellement de nature
hydrophobe. D’emblée, nous avons donc exclu les cartouches échangeuses d’ions.

Sur la base des considérations précédentes, nous avons pris 1’option de réaliser
un screening sur sept types de phases stationnaires différentes (DEC). Les phases
retenues sont les suivantes :

CH(EC)-50mg - 1 mL,
C8-50mg-1mL,

C8(EC) - 50 mg - 1 mL,
Cl18-50mg- 1 mL,
CI18(EC) - 50 mg - 1 mL,
MFC18 - 50 mg - 1 mL,
Oasis® HLB - 30 mg - 1 mL.

Les six premieres cartouches sont de type silice greffée tandis que la derniere
contient une phase polymérique.

Pour cette étape du développement, nous avons analysé les résultats au moyen
d’un systtme HPLC/DAD. Nous avons fixé la longueur d’onde d’analyse a 242 nm,
correspondant au maximum d’absorption du LNG (figure 36).
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Figure 36 : Spectre UV du lévonorgestrel de 200 nm a 360 nm [59].
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Les solutions soumises a I’extraction sont préparées suivant le protocole
présenté au point 1.2.2., conduisant a une concentration finale en LNG de 40 ng/mL :

e 950 puL de tampon phosphate 0,01 M (K,HPO,) a pH 7.4,

e 50 puL d’une solution de LNG a 1 pg/mL préparée dans MeOH / HCOOH
0,1 % (90/ 10),

e 20 uL d’H3POq,

e 200 pL d’une solution MeOH / HCOOH 0,1 % (90 / 10),

e 300 pL d’eau.

e 1,2 mL de la solution préparée sont déposés sur les cartouches.
e Les autres parametres d’extraction restent identiques.

De plus, afin de déterminer les pourcentages de récupération du 1évonorgestrel
en fonction de la nature des cartouches envisagées, nous avons injecté les ¢luats ainsi
que cette méme solution directement dans le systéme chromatographique (Rapport des
surfaces — tableau 14). Nous avons également collecté chaque fraction du processus
d’extraction afin de vérifier que le LNG ne soit pas élué¢ avant ou apres 1’étape
d’¢lution. Nous n’avons pas détecté¢ la présence de celui-ci dans aucune des autres
fractions.

Signalons que cet essai préliminaire avait essentiellement pour but de
sélectionner les supports qui présentaient les taux de récupération les plus élevés. Par
conséquent, les DEC permettant une récupération supérieure a 50 % sont sélectionnés
lors de la dernicre étape de mise au point de la SPE.

Type d’échantillon Réponse (aire) d’{c)i;;iigig(e" %)

Solution de calibration 18,06 N/A

Elution de la cartouche CH(EC) 8,77 48,6 %
Elution de la cartouche C8 11,28 62,5 %
Elution de la cartouche C8(EC) 9,33 51,7 %
Elution de la cartouche C18 7,74 42,9 %
Elution de la cartouche C18(EC) 6,90 38,2 %
Elution de la cartouche MFC18 11,89 65,8 %
Elution de la cartouche Oasis® HLB 16,01 88,6 %

Tableau 14 : Résultats du screening sur les différents types de support d’extraction en termes de
pourcentage d’extraction par rapport a une solution de calibration.

Nous avons travaillé sur des plasmas dopés a cingq niveaux de concentration :
50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL et 1000 pg/mL (cf. point 1.2.2, pour la
préparation). Chacun des niveaux est répété deux fois. Leur préparation est réalisée de
maniere indépendante. Précisons que les résultats présentés ci-apres ont été obtenus en
considérant les conditions optimales du couplage LC/MS-MS (exposées au point 3.2.).
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Ainsi que I’illustre la figure 37, si on considére la zone de temps de rétention
entre 3 et 4 minutes (temps de rétention du LNG = 3,6 minutes), nous constatons que les
quatre types de cartouches envisagés semblent permettre le nettoyage du blanc

plasmatique de maniére relativement efficace.
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Figure 37 : Blancs plasmatiques issus des quatre types de cartouches retenues (A) : C8(EC) ;
(B): C8; (C): MFC18 ; (D) : HLB.

Cependant, I’analyse des résultats pour le niveau de concentration le plus bas
(50 pg/mL), nous montre que les cartouches de type MFCI18 et Oasis® HLB ne
permettent pas la détection et, a fortiori, la quantification du LNG. Ces deux cartouches

sont donc écartées (figure 38).
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B XIC of +MRM (2 pairs): 313.0/245.0 amu from Sample 40 (plasma C18 MF 50 pg/ml 2) of Screening SPE plasma (écheile) wiff (Heate. Max. 6302.0 cps.
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Figure 38 : Chromatogrammes représentant I’analyse d’un plasma supplémenté par 50 pg/mL de
LNG aprés extraction sur un cartouche (A) : MFC18 et (B) : HLB.

En revanche, il nous a ét¢ donné de constater qu’a ce niveau de concentration
(50 pg/mL), les cartouches C8(EC) ont permis une récupération légerement plus
importante que les C8 et ce, pour chacune des deux répétitions. De plus, afin d’éviter
une interaction entre les silanols libres du support d’extraction et un composé endogene
aminé potentiellement présent, nous avons retenu ce type de cartouches. Nous ne
présentons donc ci-apres que les résultats obtenus pour le support d’extraction C8(EC).
La figure 39 présente les chromatogrammes obtenus lors de 1’extraction de plasmas
dopés aux cinq niveaux de concentration considérés (50 pg/mL a 1000 pg/mL). Le
tableau 15 nous montre quant a lui les résultats détaillés de cet essai. Pour terminer, la
figure 40 illustre la droite de calibration tracée grace a ces résultats.
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Figure 39 : Chromatogrammes obtenus lors de I’extraction de plasma sur C8(EC) dopés aux cinq
niveaux de concentrations envisagés.
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Echantillon Concentration Rig\cl)gse Répqnse C(;:(c::;lll t;?ge(m Exacotitude
(pg/mL) (aire) IS (aire) (pe/mL) (%)
Plasma N1/1 50 2505,7 59947 52,35 104,7
Plasma N1/2 50 3480,8 80412 53,60 107,2
Plasma N2/1 100 7213,6 76701 96,41 96,4
Plasma N2/2 100 5470,9 66399 86,58 86,6
Plasma N3/1 250 18889 66142 257,96 103,2
Plasma N3/2 250 17781 64288 250,36 100,2
Plasma N4/1 500 31412 46953 581,35 116,3
Plasma N4/2 500 32473 66283 433,74 86,7
Plasma N5/1 1000 75805 65876 987,64 98,8
Plasma N5/2 1000 64452 29585 N/A N/A

Tableau 15 : Résultats obtenus lors de I’essai visant a la sélection du support d’extraction.

080803 plasma &chelle.rdb (LNG): "Linear" Regression (™1 / x" weighting): y = 0.00119 x + -0.0203 (r = 0.9928)
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Figure 40 : Courbe de calibration obtenue sur base des résultats obtenus lors de I’essai visant a la
sélection du support d’extraction.

Malgré une forte variabilité sur le niveau de concentration a 500 pg/mL, ces
résultats sont trés encourageants. Notre choix se porte donc définitivement sur une
extraction a partir d un support de silice greffée par des groupements octyls recouverts
(C8(EQC)).

Afin de confirmer les performances, mais également de connaitre le pourcentage
de récupération moyen du 1évonorgestrel sur ce type de cartouche, nous avons extrait,
d’une part, des blancs plasmatiques et, d’autre part, des plasmas supplémentés afin
d’obtenir les différentes concentrations en 1évonorgestrel considérées. Lors de cet essai,
nous avons ¢étudié quatre niveaux de concentrations que nous avons répétés a deux
reprises et ce, de maniére indépendante. Deux niveaux bas proches de la concentration
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que nous appréhendons comme la limite de quantification: 50 pg/mL (NI1) et
100 pg/mL (N2), ainsi qu’un niveau de concentration moyen (500 pg/mL — N3) et un
niveau haut (1000 pg/mL — N4). A chaque concentration, nous avons comparé¢ le
pourcentage de récupération entre les plasmas chargés avant et aprés extraction.

Nous présentons les résultats détaillés de cet essai de récupération au sein de
I’annexe C sous le point « Récupération SPE ». En voici les conclusions (tableau 16) :

Concentration | Concentration Pourcentage de
Niveau cible en LNG effective en récu ératiogn (%) SD (%) n=
(pg/mL) LNG (pg/mL) P
N1 50 49,05 83,2 +154 7
N2 100 98,10 96,7 +5,3 7
N3 500 490,50 97,4 4,4 8
N4 1000 981,00 99,8 7,4 7
MOYENNE (%) 94,3 +75

Tableau 16 : Pourcentage d’extraction du LNG a partir des cartouches C8§(EC)

Nous obtenons donc, avec ce type de cartouche, une trés bonne récupération
pour chaque niveau de concentration. La récupération moyenne est quant a elle de
943 %+ 7,5%. Cet excellent résultat, tant au niveau de la variabilit¢ que du
pourcentage de récupération, confirme 1’adéquation du support d’extraction retenu.

3.2. Mise au point du couplage LC/MS-MS

Dans un premier temps, nous nous sommes attardés sur deux parameétres
importants du couplage LC/MS-MS, permettant 1’obtention d’un signal de grande
intensité : la composition de la phase mobile et la température de la source d’ionisation.
En effet, suivant la composition de la phase mobile, le composé a doser se voit plus ou
moins facilement ionis¢ influengant dés lors I’intensité de la réponse. L’augmentation
de la température de la source d’ionisation a, quant a elle, la méme influence. Les
essais, permettant le choix de la phase mobile et de la température de la source
d’ionisation, ont ¢été effectués grace a des solutions de lévonorgestrel a une
concentration de 100 ng/mL préparées dans la phase mobile considérée.

Au cours du point 3.2.2., nous discutons du changement de transition que nous
avons opéré lors du développement de notre dosage.

A cette fin, nous nous sommes tout d’abord basés sur ’article de Theron et coll.
[50]. En régle générale, chaque essai est répété, et ce de fagon indépendante. La phase
mobile utilisée est un mélange d’acétonitrile (ACN), de méthanol (MeOH) et d’acide
formique a 0,1 % dans un rapport 45 / 35 / 20 (@mob 1). Nous testons ensuite le mélange
ACN /MeOH / NH4Ac a pH =4 (45/35/20) (¢@mob 2). Ces deux premiers essais sont
réalisés avec une température de la source d’ionisation de 300 °C.

85



Partie 3 : Dosage plasmatique du 1évonorgestrel

Nature | Concentration | T° de la Intensit¢ de la réponse (coups)

de la effective en source

phase | LNG (ng/mL) (°C) Essai 1 | Essai2 | Essai3 | Moyenne
Pmob 1 99,13 300 24000 23000 N/A 23500
Pmob 2 99,13 300 4296 4249 4177 4241

Tableau 17 : Résultats de I’optimisation de la réponse considérant deux phases mobiles.

Comme nous le montre le tableau 17, I’acide formique permet 1’obtention de
meilleurs résultats que 1’acétate d’amonium. Nous gardons donc pour I’instant cette
phase mobile. Jugeons maintenant de 1’effet de la température de la source d’ionisation
sur I’intensité de la réponse en I’augmentant de 300 °C et a 400 °C (tableau 18).

Nature Concentration | T°dela Intensité de la réponse (coups)

de la en LNG source

phase (ng/mL) (°0) Essai 1 | Essai?2 Essai3 | Moyenne
Pmob 1 99,13 300 24000 23000 N/A 23500
Pmob 1 99,13 350 29000 N/A N/A 29000
Pmob 1 99,13 400 37000 34000 36000 35667

Tableau 18 : Résultats de I’optimisation de la réponse considérant trois T° du quartz.

Grace a cet essai, nous pouvons démontrer que I’augmentation de la température
d’ionisation de la source permet un accroissement de I’intensité de la réponse.

Suite a ces nouveaux résultats, nous avons décidé d’explorer deux autres phases
mobiles. Nous avons utilis¢ des mélanges binaires : ACN / HCOOH 0,1 % (70 / 30)
(Pmob 3) et MeOH / HCOOC 0,1 % (90 / 10) (@mob 4) afin de simplifier la méthode et
d’essayer d’améliorer encore la sensibilit¢ de celle-ci. Nous avons gardé, bien
évidemment, la température de la source a 400 °C pour ces essais (tableau 19).

Nature de la | Concentration en T° dela Intensité de la réponse (coups)
phase LNG (ng/mL) source (°C) p up
Pmob 3 99,13 400 25000 26000 28000
Qmob 4 99,13 400 53000 55000 56000

Tableau 19 : Résultats de I’optimisation de la réponse considérant
une T° du quartz a 400 °C et deux nouvelles phases mobiles.

Suivant ces nouveaux résultats, il nous apparait clairement qu’un mélange
binaire a base de méthanol permet I’obtention d’une réponse plus importante.

La figure 41 montre tres clairement 1’évolution de I’intensité de la réponse entre

les conditions de départ (Qmop 1 €t Tuee = 300 °C) et les conditions finalement
sélectionnées (Pmob 4 €t T source = 400 °C).
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W XIC of +MRM (1 pair): 313.2/108.2 amu from Sample 9 (leva 100ng/mi(am acetale pH3)) of 08.05.2006 wiff (Heated Nabulizer) “Max. 4296.0 cps
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Figure 41 : Chromatogrammes montrant les conditions extrémes testées.
A 2 Quop 1 €t T urce =300 °C et B : @op 4 €t TOgguree =400 °C.

Nous avons ensuite vérifi¢ que dans ces conditions, la méthyltestostérone
fournissait un signal suffisamment intense pour une concentration voisine de celle que
nous envisagerons lors du dosage en routine (100 pg/mL). Comme nous le montre la
figure 42, I’étalon interne donne une trés bonne réponse. Toutefois, il est
chromatographi¢ en méme temps que le 1évonorgestrel : =~ 3,7 minutes (SI) pour
~ 3,6 minutes (LNG). Cependant, ceci ne pose pas de probléme vu la différence entre
les transitions suivies pour les deux composés.
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W XIC of +MRM (2 pairs): 303,3/97.1 amu mom Sample 40 (15 100ng/ml (MeOHS0%/ac orm.0.1%)) of 08.05 2006 wiff (Heated Nebulzar) Max. 5.3e4 s
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Figure 42 : Chromatogramme d’une solution de standard interne
a 100 ng/mL dans les conditions optimales.

Enfin, nous avons réalisé une échelle de concentration de LNG a 0,1, 0,2, 0,5, 1,

2,5, 10, 20, 50 et 100 ng/mL en présence de standard interne a 10 ng/mL. Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau 20.
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. Concentration Réponse Réponse Concentra‘Flon Exactitude
Echantillon (ng/mL) LNG IS (aire) recalculée (%)
(aire) (pg/mL)

SP 0,1 A 0,10042 1445 71297 0,14054 140,0
SP 0,1 B 0,10042 970 63639 0,07580 75,5
SP 0,1 C 0,10042 996 73770 0,05329 53,1
SP 0,2 A 0,20084 1851 68838 0,22595 112,5
SP 0,2 B 0,20084 2345 69787 0,31874 158,7
SP0,2C 0,20084 2057 69825 0,25894 129,0
SP 0,5 A 0,50210 3204 70898 0,46169 92,0
SP0,5B 0,50210 3063 69857 0,44445 88,5
SP0,5C 0,50210 3256 70638 0,47338 94,3
SP1A 1,0042 5638 67398 0,95735 95,3
SP1B 1,0042 5445 67351 0,92125 91,7
SP1C 1,0042 5462 67194 0,92692 92,3
SP2 A 2,0084 10434 63264 2,0048 99,8
SP2B 2,0084 10347 65771 1,9066 94,9
SP2C 2,0084 11010 65528 2,0446 101,8
SP5A 5,021 25512 65916 4,867 96,9
SP5B 5,021 24416 64414 4,764 94,9
SP5C 5,021 25369 65824 4,846 96,5
SP 10 A 10,042 51727 65611 10,039 100,0
SP 10 B 10,042 51376 65512 9,985 99,4
SP10C 10,042 49459 62947 10,005 99,6
SP 20 A 20,084 92974 59753 19,930 99,2
SP 20 pg B 20,084 93723 61024 19,671 97,9
SP 20 pg C 20,084 91594 61284 19,139 95,3
SP 50 pg A 50,21 248170 | 65484 48,72 97,0
SP 50 pg B 50,21 253110 | 65178 49,92 99,4
SP 50 pg C 50,21 252030 | 64240 50,44 100,5
SP 100 pg A 100,42 488980 | 63496 100,70 100,3
SP 100 pg B 100,42 482490 | 60927 101,93 101,5
SP 100 pg C 100,42 466530 | 58515 102,62 102,2

Tableau 20 : Résultats de I’échelle de concentrations en LNG de 0,1 2 100 ng/mL en présence de
I’étalon interne, la méthyltestostérone.
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B echelle SP 12.05.2006.rdb (lo): "Linear” Regression ("1 / x" weighting): y = 0.0776 x « 000836 (r = 0,90847)
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Figure 43 : Solution méthanolique de LNG (0,1 ng/mL a 100 ng/mL). Résultats obtenus avec
I’API 300. Droite de calibration construite avec le modéle de régression linéaire pondérée (1/X).

Si nous regardons I’exactitude d’un point lorsque celui-ci est recalculé par
rapport a la droite obtenue sur I’ensemble des points (exactitude > 20 %), nous nous
apercevons que cette méthode fournit des résultats tout a fait acceptables entre
0,5 ng/mL et 100 ng/mL (tableau 20 et figure 43). Cependant, dans 1’état actuel, notre
méthode ne nous permettra pas d’atteindre une concentration de 50 pg/mL, niveau
auquel nous espérons pouvoir accéder.

Signalons que les résultats dont nous venons de discuter ont été obtenus par
I’intermédiaire d’un spectrometre de masse API 300. Ce dernier est un
spectrophotométre d’une ancienne génération et est donc pourvu d’une moins bonne
sensibilit¢ que I’API 3000. La source d’ionisation utilisée lors de tous nos essais est
quant a elle toujours une source de type APCI.

Pour terminer cette discussion, nous montrons par [’intermédiaire de la
figure 44, le résultat obtenu, par un spectrometre de masse API 3000, pour une solution
méthanolique de LNG a 50 pg/mL. Il semble donc que I’API 3000 devrait nous
permettre d’atteindre la concentration de 50 pg de lévonorgestrel par millilitre de
plasma apres purification et concentration de I’échantillon.
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B XIC of +MRM (2 pairs): 313.3/109.3 amu from &w{c 50 pg/ml) of lavo SP wiff (Heated Nebulizer) Max, 7965.0 cps
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Figure 44 : Chromatogramme obtenu avec une solution méthanolique
de LNG ala concentration de 50 pg/mL sur I’API 3000.

Lorsque nous avons envisagé I’analyse d’un plasma non supplémenté dans les
conditions optimales, tant du point de vue de la SPE que du couplage LC/MS-MS, nous
avons remarqué que la transition initialement suivie pour le LNG (313,3/109,3)
entrainait la détection d’un trop grand nombre de composés endogeénes ¢galement élués
lors de la préparation de [D’échantillon (figure 45A). Malheureusement, le
chromatogramme en notre possession ne permet pas de bien visualiser les pics parasites
présents aux alentours du temps de rétention du LNG.

Nous avons donc envisagé de sélectionner, sur base du spectre de masse du
lévonorgestrel (figure 46), un autre fragment de méme abondance pouvant constituer
une autre transition que nous pourrions suivre. Nous constatons, via la figure 45B, que
cette transition réduit considérablement le nombre de composé endogene détecté. Bien
évidemment, nous nous assurons qu’avec cette transition le LNG donne toujours un
signal acceptable dans la gamme de concentration qui nous intéresse. La figure 47, nous
permet de le vérifier sur une solution méthanolique de 1évonorgestrel a 250 pg/mL.
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Figure 45 : Blanc plasmatique considérant : (A) le premier fragment choisi a 313,3/109,3
et (B) le second fragment sélectionné a 313,3/245,1.
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Figure 46 : spectre de masse du LNG (1 : premier fragment choisi,
2 : le second fragment sélectionné).
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B XIC of +MRM (4 pairs); 313,2/245.1 amu from Sample 13 (SP LNG {non-SPE) & 250 pgimi) of SPE plasma TO.wiff (Heated Nebulizer) Max. 1480.0 cps
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Figure 47 : Chromatogramme obtenu en utilisant la transition 313,3/245,1 pour une solution
méthanolique de LNG a la concentration de 250 pg/mL.

3.3. Prévalidation du dosage SPE/LC/MS-MS

Faute de temps, nous n’avons pas pu envisager une validation formelle [60],
mais nous tenions néanmoins a éprouver la faisabilité¢ de la méthode. A cette fin, nous
avons réalisé une prévalidation et ce, sur I’intégralité de 1’intervalle de dosage envisagé.
Celui-ci n’a pas été choisi au hasard. En effet Lockhat et coll. [61] ont publié¢ des
résultats d’un dosage sérique du LNG, par radio-immuno dosage, chez des femmes
portant un dispositif intra-utérin a libération hormonale contrélée, montrant que les
concentrations moyennes de LNG dans le plasma aprés 1 mois, 3 mois et 6 mois sont
de, respectivement, 459,2 = 100,2 pg/mL, 368,2 + 51,8 pg/mL et 357 + 53,0 pg/mL.
Nous savons des lors que notre intervalle de dosage devrait au moins couvrir un
domaine de 250 a 750 pg/mL. Toutefois afin d’augmenter la fiabilité des résultats et de
se prémunir des problémes liés a la variabilité inter-sujets, nous avons décidé de couvrir
des concentrations allant de 50 a 1000 pg/mL. Nous avons toutefois inséré un point a
100 pg/mL dans I’éventualité ou la limite de quantification inférieure ne pourrait pas
atteindre la concentration de 50 pg/mL.

Conformément a la réglementation en vigueur [60], les limites d’acceptation ont
été fixées a 20 %. L’outil de décision que nous avons utilisé en phase de prévalidation
est le profil d’exactitude [24] qui se base sur une analyse statistique de I’erreur totale.

Les données brutes relatives a cet exercice de prévalidation sont reprises dans
I’annexe C. Celles-ci nous permettent d’obtenir les résultats présentés dans le
tableau 21. Celui-ci classe sur la base de I’'index d’exactitude et ce, par ordre
décroissant, les différents modeles de régression qui ont été testés. L’index d’exactitude
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est la moyenne géométrique des autres index correspondant aux différents critéres de
performance d’une méthode bioanalytique.

Index LLoQ et ULoQ Index Index de Index de

d’exactitude (mg/L) ?jlen(;?)rs\/;gl]lee précision justesse

Modéele

Weighted (1/X"2)

Linear Regression 0.7199 [49.05 , 981.0] 1.000 0.3759 0.9924

Linear Regression
after SQUARE
ROOT
transformation

0.6658 [72.53, 981.0] 0.9748 0.3604 0.8400

Weighted (1/X)

) ) 0.6633 [49.05, 878.3] 0.8898 0.3331 0.9844
Linear Regression

Weighted (1/X)
Quadratic 0.6409 [49.05, 818.8] 0.8260 0.3212 0.9921
Regression

Quadratic

R ; 0.6379 [56.67 , 838.5] 0.8389 0.3168 0.9769
egression

Linear Regression 0.6350 [63.90, 850.9] 0.8445 0.3164 0.9584

Weighted (1/X"2)
Quadratic 0.6124 [49.05, 751.9] 0.7542 0.3115 0.9773
Regression

Linear Regression
after LOGARITHM 0.3709 [404.0, 934.3] 0.5690 0.1606 0.5582
transformation

Linear Regression
Through 0 fitted
with the level 5

only

0 [315.8, 852.9] 0.5763 0.1365 0

Linear Regression
Through 0 fitted
with the level 4.0

only

0 [286.7 , 736.4] 0.4825 0.1114 0

Tableau 21 : Classification des modéles de calibration pour la prévalidation
du dosage plasmatique du LNG.

A la vue de ce tableau, notre choix ne parait pas difficile. En effet, seul le
modele de calibration considérant une régression linéaire pondérée a 1/X* permet un
dosage sur tout I’intervalle. De plus, ce modéle présente un indice de précision et de
justesse supérieurs a tous les autres. Le profil d’exactitude obtenu par ce modéle est
présenté dans la figure suivante :
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Accuracy Profile
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Figure 48 : Profil d’exactitude obtenu lors de la prévalidation de la méthode.

Niveau de Répétabilite N
concentration en (CV %) Biais relatif (%)
LNG
N1 7,4 1,3
N2 4,0 2,8
N3 4,3 1,6
N4 8,0 -0,5

Tableau 22 : Tableau reprenant les résultats de justesse et de précision (prévalidation).

Nous pouvons remarquer que cette méthode ne provoque pour ainsi dire pas de
biais (justesse) (< 2,8 %) confirmant de la sorte la parfaite adéquation du modele de
régression sélectionné. En ce qui concerne la fidélité (précision) de la méthode, celle-ci
est tout a fait acceptable (CV < 8,4 %) (tableau 22). Insistons sur le fait que, lors de
cette prévalidation, le nombre de répétitions est tres faible (n = 4, 5 ou 6 suivant le
niveau). Dans ce cas, le calcul des composantes de la variance est donc fort peu puissant
d’un point de vue statistique. Or, le calcul du profil d’exactitude incorpore cette
variance dans [’intervalle de tolérance. Par conséquent, celui-ci est d’autant plus
important que le nombre de répétitions est petit et ce, trés logiquement afin de laisser
une marge de sécurité suffisante pour la prédiction des futurs résultats. Il n’est donc pas
irraisonnable de penser qu’une fois que nous aurons accumulé plus de données, le profil
d’exactitude s’affinera tout en restant dans les limites d’acceptation fixées a priori.
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3.4. Conclusions

Au terme de cette partie de notre travail, nous pouvons dire que nous sommes
parvenus a :

Sélectionner le support d’extraction et démontrer sa sélectivité. Celui-ci est
constitu¢ de silice greffée par des groupements octyl recouvert (C8(EC)).
Ces cartouches nous ont permis d’obtenir une excellente récupération
(> 94 %).

Optimiser I’intensité du signal obtenu en spectrométrie de masse en adaptant
la composition de la phase mobile et de la température de la source
d’ionisation. Nous avons ainsi démontré qu’un mélange binaire de méthanol
et d’acide formique a 0,1 % (90 / 10) ainsi qu’une température fixée a
400 °C ont conduit a I’obtention d’un signal trés important.

Sélectionner la transition, suivie en spectrométrie de masse, menant a une
meilleure sélectivité. Nous avons pu démontrer que le passage de la
transition 313,3/109,3 a la transition 313,3/245,1 a permis d’éviter la
détection d’un trop grand nombre de composés endogeénes au temps de
rétention du lévonorgestrel.

Prévalider la méthode de dosage. Cette technique a montré un trés bon
comportement malgré la relative pauvreté¢ du jeu de données. En effet, le
profil d’exactitude (figure 48) obtenu est compris dans les limites
d’acceptation fixées a 20 %.
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C.1. Conclusions

La mise sur le marché d’une spécialité pharmaceutique demande 1’¢laboration
d’un dossier extrémement complet et détaillé. Celui-ci doit non seulement présenter la
description du produit mais aussi toutes les informations relatives a son développement,
allant de son mode de fabrication aux techniques de dosage utilisées pour attester de sa
qualité. La contribution analytique a I’élaboration d’un tel dossier est donc considérable.
En effet, que le produit soit un antidépresseur ou un dispositif intra-utérin, I’analyse du
principe actif et de ses impuretés et/ou produits de dégradation, de ses excipients ainsi
que le dosage de ce méme principe actif au terme des études cliniques ou de stabilité
sont autant d’¢éléments indispensables a la constitution de ce dossier d’autorisation de
mise sur le march¢ (AMM)..

La partie analytique du développement du dispositif intra-utérin qui nous
incombait représente donc un vaste travail qui n’est pas encore complétement finalisé a
ce jour.

Cette spécialité se compose des constituants suivants nécessitant tous une
analyse individuelle :

e le support en polyéthyléne,

le réservoir en polydiméthylsiloxane dont la polymérisation est catalysée a
I’étain et renfermant le principe actif (Iévonorgestrel),

la membrane en polydiméthylsiloxane catalysée quant a elle au platine,

le fil en polyamide,

le poussoir en polypropyléne,

le tube d’insertion en polyéthyléne haute densité,

I’anneau en chlorure de polyvinyle.

Il était également de notre ressort de vérifier 1’adéquation du produit fini en lui-
méme ainsi que d’analyser le principe actif et le rhéofluidifiant permettant I’enfilage de
la membrane au-dessus du réservoir. Pour finir, comme nous venons de le signaler, une
méthode de dosage en milieu biologique qui sera utilisée au terme de I’étude clinique
était aussi requise.

Bien que la Pharmacopée Européenne [60] décrive un grand nombre de
méthodes analytiques, 1’analyse de plusieurs des excipients et des accessoires du
dispositif ont nécessité la mise au point de monographies spécifiques et donc de
méthodes de dosage appropriées.

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons choisi de présenter les résultats
afférents au développement de deux techniques analytiques complexes : la méthode de
spéciation et de dosage de 1’ion stannique par polarographie impulsionnelle
différentielle (Sn(IV) représentant I’impureté de 1’octanoate d’étain) et celle du dosage
plasmatique du lévonorgestrel a un faible niveau de concentration par SPE/LC/MS-MS.
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La mise au point de la spéciation a tout d’abord nécessité 1’élaboration d’une
technique simple et originale permettant I’isolement de 1’étain de sa matrice. A cette fin,
une extraction liquide / liquide via un bullage a 1’azote et impliquant 1’heptane et une
solution d’acide chlorhydrique 2 M a été envisagée. En effet, nous avons pu rapidement
mettre en évidence que la réalisation de cette extraction ne pouvait pas étre réalisée sans
un barbotage au moyen d’un gaz inerte (azote) sous peine d’une rapide oxydation des
ions stanneux.

Nous avons de¢s lors étudié I’influence du procédé d’extraction sur la dégradation
de I’étain (II) tout en évaluant la récupération de 1’étain (IV). Nous avons obtenu
d’excellents résultats puisque le pourcentage de récupération est respectivement de
101 % pour I’étain (II) et 100 % pour 1’étain (IV) .

Une optimisation du temps d’extraction a également été conduite. A la suite de
celle-ci, nous n’avons pas observé une différence significative entre les extractions
conduites pendant 30, 15 ou 5 minutes. En effet, les récupérations obtenues en
considérant ces trois temps sont toutes comprises entre 89 % et 110 %. Cette étude nous
a par ailleurs permis de confirmer la nécessité du processus d’extraction. En effet, un
taux de récupération de ’ordre de 60 % est obtenu lors de la simple mise en contact des
deux phases. La durée du processus a été fixée a 5 minutes.

Avant de considérer le dosage des ions stanniques, il nous a tout d’abord fallu
déterminer les conditions expérimentales permettant la séparation polarographique des
deux especes ioniques, en d’autres termes la spéciation. Pour ce faire, nous avons
¢tudiés le comportement de deux complexants de 1’étain ayant des constantes de
complexation fort différentes : les ions fluorures, d’une part, et les ions malonates,
d’autre part. Tous deux permettent la spéciation. Cependant les fluorures forment un
complexant tellement stable avec les ions stanniques que la vague polarographique due
a ce compos¢ est rejetée dans un domaine de potentiel inférieur a -1,9 V. A ce potentiel,
aucun dosage n’est envisageable car des ions tels que le sodium et le potassium,
présents en grande quantité dans toutes solutions aqueuses, sont également réduits. En
revanche, les ions malonates ont permis la détection des trois vagues polarographiques
représentatives de 1’étain (II) et de 1’étain (IV) :

Sn(II) > Sn(IV) : Sn(I) > Sn(IV) +2 & E=-600 mV
Sn(II) = Sn(0) : Sn(I) +2 ¢ = Sn(0) E=-800 mV
Sn(IV) = Sn(0) : Sn(IV) + 4 ¢ > Sn(0) E=-1200 mV

Lors de cette étude, nous avons également observé que I’intensité du pic
d’¢étain (IV) variait fortement en fonction du pH de la solution soumise a ’analyse et
constaté que plus celui-ci était ¢levé, plus I’intensité de la réponse était grande. Cet
accroissement du signal dépassait les 25 % pour des valeurs de pH allant de 9,22 a 9,59
mais s’amenuisait a ’approche d’un pH égal a 10 (< 3,5%). Nous avons des lors décidé
d’effectuer les analyses a cette derniére valeur de pH au moyen d’un tampon
bicarbonate/carbonate a 0,2 M.
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Par la suite, nous avons étudié I’incidence du mode polarographique utilisé
(mode DME versus mode SMDE). Nous avons ainsi constaté que bien qu’ayant une
diminution de I’intensit¢ du pic lors de I'utilisation du mode SMDE, il nous était
toujours possible de détecter les ions stanniques a la concentration la plus faible
(3 mg/L). De plus, nous avons confirmé que ce mode avait bien un effet favorable sur la
variabilité¢ des résultats. Le mode SMDE a donc été retenu pour la validation des
conditions expérimentales qui seront utilisées en routine.

Finalement, nous avons donc réalisé la validation de la méthode de dosage de
I’étain stannique dans I’octanoate d’étain. L’intervalle de dosage considéré allait de
3mg/L (2,6 % de dégradation du catalyseur) a 50 mg/L (32,7 %). Les limites
d’acceptation des performances de la méthode en termes d’erreur totale avaient été
arbitrairement fixées a 30 % avec un risque o de 5 %. L’analyse du profil d’exactitude
obtenu dans ces conditions nous a conduit a une limite de quantification inférieure de
I’ordre de 10 mg/L. Cependant, en raison de I’objectif final de la méthode, de sa
complexité et dans I’attente d’une éventuelle amélioration ultérieure (cf. perspectives),
nous avons porté ce risque a 10 %. Le modele de calibration le plus adéquat restait le
modele linéaire pondéré (1/X?) mais le dosage de I’étain stannique était cette fois
possible jusqu’a un seuil de concentration de 6 mg/L et ce, avec un biais relatif maximal
de 5.4 % et une fidélité intermédiaire inférieure a 8 %.

En conclusion, nous pouvons dire que la spéciation et donc le dosage de I’étain
stannique en présence d’étain stanneux (catalyseur) est réalisable avec une bonne
fiabilité grace au couplage d’une extraction liquide / liquide sous atmosphére inerte a
une analyse par polarographie impulsionnelle différentielle en mode SMDE utilisant les
ions malonates comme agents complexants. Signalons encore, qu’a notre connaissance,
cette méthode est tout a fait originale.

En ce qui concerne la mise au point de la méthode de dosage du levonorgestrel
dans le plasma, nous avons tout d’abord sélectionné un type de cartouche d’extraction
sur la base de deux critéres : sa sélectivité et son taux de récupération.

Notre choix s’est effectué a partir de 7 cartouches de silice greffée (CH(EC), C8,
C8(EC), C18, C18(EC) et MFC18) ainsi qu’une cartouche de type polymérique (Oasis
HLB). Nous avons démontré a cette occasion que, sur I’intégralité de ’intervalle de
dosage, la cartouche de type C8(EC) permettait 1I’obtention des meilleurs résultats avec
un pourcentage d’extraction moyen supérieur a 94 %.

Afin de permettre le dosage de concentrations plasmatiques de 1’ordre de
quelques dizaines de pg/mL, nous avons optimisé la nature de la phase mobile et la
température de la source d’ionisation (APCI). Nous avons ainsi montré que le mélange
méthanol / acide formique permettait une meilleure ionisation de la molécule avec un
accroissement substantiel de la sensibilit¢ et que I’augmentation de la température
(400 °C) agissait dans le méme sens.
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Par la suite, nous avons montré que plusieurs composés endogenes €lués a un
temps de rétention proche de celui du 1évonorgestrel donnaient également une réponse
en spectrométrie de masse avec la transition 313,3/109,3 initialement choisie, ce qui
rend, par la méme, difficile la détection du LNG a de trés faibles concentrations. Sur
base du spectre de masse du LNG, nous avons dés lors sélectionné un autre fragment de
méme abondance (m/z = 245,1) ce qui nous a permis d’améliorer significativement la
sélectivité de la méthode tout en gardant une sensibilité équivalente.

Enfin, faute de temps, nous n’avons pu envisager que la prévalidation de la
méthode ainsi développée. Conformément a la réglementation en vigueur, les limites
d’acceptation des performances de la méthode en termes d’erreur totale ont été fixées a
20 % avec un risque o de 5 %. L’analyse des profils d’exactitude obtenus nous a permis
de sélectionner le modele de régression linéaire pondéré (1/X?). Il est, en effet, le seul a
couvrir I’ensemble de I’intervalle de dosage souhaité. Ces premiers résultats sont tres
encourageants. Notre méthode présente un biais (justesse) assez faibe, confirmant de la
sorte la parfaite adéquation du modéle de régression sélectionné, ainsi qu’une fidélité,
en terme de répétabilité, tout a fait acceptable (CV < 8,4 %). Rappelons que le nombre
d’expériences en phase de prévalidation est assez faible et que, dans ces conditions,
I’estimation des composantes de la variance est fort peu puissante. Par conséquent, il
n’est pas impossible que la fidélité puisse encore s’améliorer avec 1’acquisition de
données supplémentaires.

En conclusion et méme si une validation formelle est encore requise, il nous
parait fond¢ d’affirmer que le dosage plasmatique du lévonorgestrel a des
concentrations de 1’ordre de quelques dizaines de picogrammes par millilitre est tout a
fait réalisable. Cette méthode repose sur une extraction en phase solide (SPE) au moyen
de cartouches de type C8(EC) suivie d’une analyse en chromatographie liquide couplée
a un spectrometre de masse en mode tandem (LC/MS-MS). Signalons également qu’a
notre connaissance aucune méthode LC/MS-MS publiée n’autorise le dosage
plasmatique du levonorgestrel a un tel niveau de concentration.

C.2. Perspectives

Etant donné que lors le dosage des ions stanniques nous avons dd considérer en
phase de validation un risque de 10 % afin d’atteindre une limite de quantification
inférieure de 6 mg/L, nous envisageons une amélioration principalement ciblée sur la
prise d’essai initiale du catalyseur. Rappelons que nous avons mis en évidence que la
méthode était entachée d’un effet jour non négligeable aux niveaux de concentration les
plus bas (3 mg/L et 6 mg/L). Il nous semble raisonnable de penser que I’oxygeéne est a
I’origine du probléme. En effet, méme si 1’oxygéne ne provoque qu’une faible
production d’ions stanniques, plus la concentration recherchée en ions stanniques est
faible, plus I’impact sera grand.

Afin de remédier a cette situation, nous pourrions partir d’une prise d’essai
d’octanoate d’étain plus importante (1 g). Ceci nous permettra d’analyser des solutions
plus concentrées en Sn(IV) correspondant aux mémes degrés de dégradation du produit.
En effet, la solubilit¢ de celui-ci dans I’heptane n’est pas une étape limitative du
développement. De plus, d’aprés notre expérience, ce n’est pas la concentration en
Sn(Il) qui est problématique, mais bien la concentration en oxygene des solutions
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contenant cet ¢lément. Enfin, une concentration en Sn(IV) plus importante sera moins
perturbée par un faible apport d’Sn(IV) di a I"oxydation d’une partie de 1’Sn(II). Il
devrait donc étre possible, en gardant la méme vigilance par rapport a la désoxygénation
des solutions, d’obtenir un dosage moins sujet a I’effet jour et ce, méme pour de plus
faibles concentrations en Sn(IV).

En ce qui concerne le dosage plasmatique du levonorgestrel, les données de
prévalidation obtenues lors de notre étude préliminaire laissent présager d’un trés bon
comportement ultérieur de la méthode, et ce, méme pour la concentration la plus faible
(50 pg/mL). La prochaine étape pourrait donc étre la validation formelle de cette
méthode.

Toutefois, nous pourrions encore, préalablement a cette validation, envisager
d’augmenter la sensibilité de cette procédure de dosage. En effet, le volume de solvant
utilis¢ pour assurer I’élution du LNG de la cartouche n’a pas été optimisé. Il est
actuellement d’un millilitre. La possibilité d’obtenir une aussi bonne récupération avec
un volume moindre d’éluant (par exemple 500 ou 250 ul) n’est, en effet, pas irréaliste.
Un alternative qui pourrait également étre testée consisterait en I’évaporation compléte
de I’¢luat et la reprise du résidu par 250 puL de la phase mobile. Nous pourrions ainsi
théoriquement abaisser la limite de quantification d’un facteur quatre, soit une
concentration de ’ordre de 15 pg/mL.
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Annexe A : Monographie du Lévonorgestrel

A. Monographie du [évonorgestrel (9]

PHARMACOPEE EUROPEENNE 5.0

Lévonorgestrel

Détection : spectrophotométre a 210 nm.

Equilibrage - environ 30 min.

Injection - 10 pl.

Rétention relative par rapport a la levométhadone :

dextrométhadone = environ 1,4,

Conformité du systéme - solution i examiner :

— nombre de plateawx théorigues - au minimum 2000
calculé pour le pic da a la lévométhadone,

— facteur de symétrie - au maximum 3 pour le picdaila
lévométhadone.

Limites :

— dextrométhadone - au maximum la surface du pic

principal du chromatogramme obtenu avec la solution
témoin (0,5 pour cent).

Perte a la dessiccation (2.2.32) : au maximum 0,5 pour cent,
déterminé a I'étuve a 100-105 °C sur 1,000 g de chlorhydrate

de lévométhadone.

Cendres sulfuriques (2.4.14) : au maximum 0,1 pour cent,
déterminé sur 1,0 g de chlorhydrate de lévométhadone.
DOSAGE

Dissolvez 0,300 g de chlorhydrate de lévométhadone dans

un mélange de 40 ml d'eau R et de 5 ml d’acide acétigue R.
Titrez par le nitrate d'argent 0,1 M. Déterminez le point de

fin de titrage par potentiométrie (2.2.20) en utilisant une
électrode indicatrice d’argent.

1 ml de nitrate d’argent 6,1 M correspond a 34,59 mg de
C,,H,,CINO.

CONSERVATION

A l'abri de la lumiére.

IMPURETES
Impuretés spécifiées - A, B, C, D, E, F.

et I'épimére en C*

A. R=H, R"=CH, : (65)6{diméthylamino)-4,4-
diphénylheptan-3-one,

D. R=CH,, R =H : (5RS)6-{diméthylamino)-5-méthyl-4,4-
diphénylhexan-3-one,

HiC.. _CH
3 N 3

et énantiomeére
&\\. / / "CN
B
] _ /
B. R=H, R =CH,: (4RS)-4-(diméthylamine)-2,2-
diphénylpentanenitrile,

C. R=CH, R’ = H : (3RS)}4-{diméthylamino)-3-méthyl-2,2-

diphénylbutanenitrile,

E. diphénylacétonitrile,
O OH COH
WA S

= 5. -
Z N ~ coH

HsC

F. acide (25)-2-{[(4méthylphényl)sulfonyl]amino]penta-
nedioique (acide N-p-tosyl-L-glutamique).

01,/2005:0926

LEVONORGESTREL

Levonorgestrelum

CEIHSBOE
DEFINITION
Le levonorgestrel contient au minimum 98,0 pour cent

et au maximum |'équivalent de 102,0 pour cent de
13-éthyl-17-hydroxy-18,19-dinor-17c-prégn-4-én-20-yn-3-one,
calculé par rapport a la substance desséchée.

CARACTERES

Poudre cristalline, blanche ou sensiblement blanche,
pratiquement insoluble dans I'eau, assez soluble dans le
chlorure de méthyléne, peu soluble dans I'alcool.

IDENTIFICATION

A. Le lévonorgestrel satisfait a I'essai du pouvoir rotatoire
spécifique (Voir Essai).

B. Examinez le lévonorgestrel par spectrophotométrie
d'absorption dans I'infrarouge (2.2.24), en comparant
avec le spectre obtenu avec le lévonorgestrel SCR.

M 3125

ESSAI

Pouvoir rotatoire spécifique (2.2.7). Dissolvez 0,200 g de
lévonorgestrel dans du chiloreforme R et complétez a 10,0 ml
avec le méme solvant. Le pouvoir rotatoire spécifique est de
-30a-35.

Substances apparentées. Opérez par chromatographie sur
couche mince (2.2.27) en utilisant une plaque recouverte de
gel de silice G R.

Solution d examiner. Dissolvez 0,2 g de lévonorgestrel dans
du chloroforme R et complétez i 10 ml avec le méme solvant.
Solution témoin (a). Prélevez 1 ml de solution i examiner
et complétez & 10 ml avec du chlorure de méthyléne R.
Prélevez 1 ml de solution et complétez a 20 ml avec du
chlorure de méthyléne R.

Solution témoin (b). Prélevez 4 ml de solution témoin (a) et
complétez & 10 ml avec du chiorure de méthyléne R.

Les Prescriptions Générales (1) s'appliquent d toutes les monographies et autres textes
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Lévothyroxine sodique

PHARMACOPEE EUROPEENNE 5.0

Solution témoin (c). Dissolvez 5 mg de lévonorgestrel SCR
et 5 mg d'éthinylestradiol SCR dans du chlorure de
méthyléne R et complétez a 50 ml avec le méme solvant.

Déposez séparément sur la plague 10 pl de chaque solution.
Développez sur un parcours de 15 cm avec un mélange

de 20 volumes d'acétate d'éthyle R et de 80 volumes de
chlorure de méthyléne R. Laissez sécher la plaque 4 I'air.
Pulvérisez une solution d'acide phosphomolybdigue R a
100 g/1 dans de I'alcool R, chauffez & 100-105 °C pendant
15 min et examinez immédiatement. 5’1l apparait d'autres
taches que la tache principale dans le chromatogramme
obtenu avec la solution a examiner, aucune d’entre elles n'est
plus intense que la tache principale du chromatogramme
obtenu avec la solution témoin (a) (0,5 pour cent) et

deux d'entre elles au plus peuvent étre plus intenses que

la tache du chromatogramme obtenu avec la solution
témoin (b} (0,2 pour cent). L'essai n'est valable que si

le chromatogramme obtenu avec la solution témoin (c)
présente 2 taches nettement séparées.

Perte i la dessiccation (2.2.32). Déterminée a I'étuve
100-105 °C sur 1,000 g de lévonorgestrel, la perte a la
dessiccation n'est pas supérieure a 0,5 pour cent.
Cendres sulfuriques (2.4. 14). Déterminé sur 1,0 g de
lévonorgestrel, le taux des cendres sulfuriques n'est pas
supérieur i 0,1 pour cent.

DOSAGE

Dissolvez 0,200 g de lévonorgestrel dans 45 ml de
tétrahydrofurane R. Ajoutez 10 ml d'une solution de nitrate
d’argent R 2 100 g/1. Aprés 1 min, titrez par 'hydroxyde
de sodium 0,1 M. Déterminez le point de fin de titrage par
potentiométrie (2.2.20). Effectuez un titrage a blanc.

1 ml d’hydroxyde de sodium 0,1 M correspond a 31,25 mg
de CH.,0,.

CONSERVATION

A l'abri de la lumiére.

IMPURETES

o7 ~F

A, 13-éthyl-17-hydroxy-18,19-dinor-17 ct-prégna-4,8( 14)-dién-
20-yn-3-one,

e

O'/\/

B. 13-¢thyl-17-hydroxy-18,19-dinor-17 ci-prégn-5(10)-én-20-

yn-3-one,

C. 13-éthyl-3-ethynyl-18,19-dinor-17c-prégna-3,5-dién-2 0-yn-
17-0l,
CH

e

CH

D. 13-ethyl-18,19-dinor-17ct-prégn-4-én-20-yn-17-0l,

SO
o™\,

CH
E. R1=0H, R2 = C=CH : 13-éthyl-3,4-diéthynyl-18,19-dinor-
17ct-prégn-5-¢n-20yn-3f,4cea, 17-triol,
F. R1=C=CH, R2 = OH : 13-éthyl-3 4-diéthynyl-18,19-dinor-

17o-prégn-5-en-20-yn-3ot 4o, 17-triol.
01/2005:0401
LEVOTHYROXINE SODIQUE

Levothyroxinum natricum

I
Il o O A
ISPl
HO “Tf | Z \’\COZNa

|

C.H, [ ,NNaO,.xH,0

DEFINITION

La levothyroxine sodique contient au minimum 97,0 pour
cent et au maximum |'équivalent de 102,0 pour cent

de (25)-2-amino-3-{4-{4-hydroxy-3,5-diiodophénoxy)-3,5-
diiodophényl]propanoate de sodium, calculé par rapport a
la substance desséchée. La lévothyroxine sodique contient
une quantité variable d'eau.

X H20

M, 799 (substance anhydre)

CARACTERES

Poudre sensiblement blanche ou faiblement jaune-brun ou
poudre cristalline, fine, trés peu soluble dans I'eau, peu
soluble dans I'alcool. La lévothyroxine sodique se dissout
dans les solutions diluées d’hydroxydes alcalins.

IDENTIFICATION
Premiére identification - A, B, E.

2058
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Annexe B : Données de validation du dosage de 1’étain stannique

Réponses polarographiques obtenues lors de I'exercice de validation (nA)

Standards de calibration (J1) :

SC1 SC2 SC3 SC4 SC5

11,81 20,69 42,32 141,2 169,4

11,66 20,58 40,63 141,7 168,7
11,94 21,30 41,91 141,1 VA

Moyenne 11,80 20,86 41,62 141,33 169,05
Ecart-type 0,14 0,39 0,88 0,32 0,49
CV (%) 1,19 1,86 2,12 0,23 0,29

Standards de validation (J1) :

SV01 SV02 SV03 SV04 SVvi SV2 SV3 SVv4 SV5

14,47 12,59 15,49 15,27 29,03 36,73 62,64 1579 184,6

17,28 13,68 17,45 15,02 29,86 36,36 62,26 157,6 184,6
15,02 14,11 17,70 15,65 29,84 36,02 61,74 156,2 VA

16,67 13,62 17,62 15,95 30,02 36,23 61,22 155,1 183,5

Moyenne 15,86 13,50 17,07 15,47 29,69 36,34 61,97 156,70 184,23
Ecart-type 1,33 0,64 1,06 0,41 0,45 0,30 0,62 1,30 0,64
CV (%) 8,39 4,78 6,18 2,65 1,50 0,82 1,00 0,83 0,34

Standards de calibration (J32) :

SC1 SC2 SC3 SC4 SC5

17,38 31,99 58,81 205 VA
16,44 31,3 57,49 198,1 254.9
16,67 31,52 58,55 209,7 253,8
Moyenne 16,83 31,60 58,28 204,27 254,90
Ecart-type 0,49 0,35 0,70 5,83 0,78
CV (%) 2,91 1,12 1,20 2,86 0,31
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Standards de validation (J2) :

SV01 SV02 SV03 SV04 SV1 SV2 SV3 SV4 SV5
VA 25,82 24,53 28,03 48,63 57,85 93,35 231,4 270,5
VA 25,66 23,52 27,86 47,5 57,42 81,06 236,6 284,2
VA 25,12 23,96 26,64 47,87 58,43 89,63 236,2 VA
VA 26,35 24,17 27,47 47,19 58,73 89,29 221,8 268,1
Moyenne N/A 25,74 24,05 27,50 47,80 58,11 88,33 231,50 274,27
Ecart-type N/A 0,51 0,42 0,62 0,62 0,59 5,19 6,88 8,69
CV (%) N/A 1,97 1,75 2,25 1,30 1,01 5,87 2,97 3,17
Standards de calibration (J3) :
SC1 SC2 SC3 SC4 SC5
13,05 23,92 46,15 155,1 190,7
13,42 23,85 45,53 154,1 191,7
13,13 23,19 46,12 VA 189,2 VA = Valeur aberrante.
Moyenne 13,20 23,65 45,93 154,60 190,53 N/A = Non applicable.
Ecart-type 0,19 0,40 0,35 0,71 1,26
CV (%) 1,47 1,70 0,76 0,46 0,66
Standards de validation (J3) :
SV01 SV02 SV03 SV04 SVl SV2 SV3 SV4 SV5
23,59 VA 21,47 22,19 32,7 49,53 VA VA 221,6
23,86 22,58 20,81 21,67 33,26 48,97 69,59 1773 227,3
24,71 22,27 22,23 22,27 32,96 49,38 69,96 176,9 210,5
22,8 21,89 20,63 22,68 VA 48,09 69,14 176,5 207,4
Moyenne 23,74 22,25 21,29 22,20 32,97 48,99 69,56 176,90 216,70
Ecart-type 0,79 0,35 0,73 0,41 0,28 0,65 0,41 0,40 9,33
CV (%) 3,32 1,55 3,41 1,87 0,85 1,32 0,59 0,23 4,31
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Annexe C : Données de récupération et données de validation du dosage plasmatique du LNG

Récupération SPE

Extraction d'un plasma blanc puis ajout d'une concentration connue en LNG :

ID

Concentration en LNG

Aire du LNG (coups)

Aire du Sl (coups)

Rapport aires

Moyenne

(pg/mL)

TOo11 49,05 2088,3 170450 0,0123 0.0120
TO12 49,05 1091,2 93116 0,0117 ’
TOo21 98,10 6820,0 170630 0,0400 0.0381
TO22 98,10 6198,1 171310 0,0362 ’
TO31 490,50 38623,0 157600 0,2451

0,2451
T032 490,50 VA
TO41 981,00 79342,0 163590 0,4850 0.4861
T042 981,00 74911,0 153730 0,4873 ’

Extraction d'un plasma dopé avec une concentration connue en LN

G:

Concentration en LNG

ID (pg/mL) Aire du LNG (coups) | Aire du Sl (coups) | Rapport aires | Récupération (%)
Récup 11 49,05 VA N/A
Récup 12 49,05 VA N/A
Récup 13 49,05 627,8 70307 0,0089 74,5
Récup 14 49,05 1848,7 150700 0,0123 102,4
Récup 15 49,05 1793,5 157880 0,0114 94,8
Récup 1 6 49,05 501,3 61204 0,0082 68,3
Récup 17 49,05 1500,5 124000 0,0121 101,0
Récup 18 49,05 1329,1 158690 0,0084 69,9
Récup 19 49,05 957,5 111890 0,0086 71,4
Récup 21 98,10 4172,1 115340 0,0362 95,0
Récup 2 2 98,10 VA N/A
Récup 2 3 98,10 5113,8 130950 0,0391 102,6
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Récup 24 98,10 3934,2 117610 0,0335 87,9
Récup 25 98,10 4584,9 126640 0,0362 95,1
Récup 2 6 98,10 VA N/A
Récup 27 98,10 2926,8 75022 0,0390 102,5
Récup 2 8 98,10 4105,4 114970 0,0357 93,8
Récup 2 9 98,10 3676,1 96498 0,0381 100,1
Récup 31 490,50 21430,0 93255 0,2298 93,8
Récup 3 2 490,50 VA N/A
Récup 3 3 490,50 37811,0 162210 0,2331 95,1
Récup 34 490,50 29226,0 122500 0,2386 97,4
Récup 35 490,50 22966,0 88928 0,2583 105,4
Récup 3 6 490,50 24202,0 107880 0,2243 91,5
Récup 37 490,50 25175,0 106830 0,2357 96,2
Récup 3 8 490,50 26790,0 109640 0,2443 99,7
Récup 39 490,50 26563,0 107950 0,2461 100,4
Récup 4 1 981,00 53916,0 105760 0,5098 104,9
Récup 4 2 981,00 68202,0 148280 0,4600 94,6
Récup 4 3 981,00 50585,0 106090 0,4768 98,1
Récup 4 4 981,00 52662,0 101900 0,5168 106,3
Récup 4 5 981,00 62676,0 146510 0,4278 88,0
Récup 4 6 981,00 58964,0 123920 0,4758 97,9
Récup 47 981,00 VA N/A
Récup 4 8 981,00 VA N/A
Récup 4 9 981,00 58604,0 110580 0,5300 109,0
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Annexe C : Données de récupération et données de validation du dosage plasmatique du LNG

Pourcentage de récupération en LNG (SPE) :

Concentration en LNG

Moyenne TO

Moyenne Récup

Pourcentage de

Niveau (pg/mL) (rapport aires) (rapport aires) | récupération (%) SD (%) n=
N1 49,05 0,0120 0,0100 83,2 +154 7
N2 98,10 0,0381 0,0368 96,7 +5,3 7
N3 490,50 0,2451 0,2388 97,4 +4,4 8
N4 981,00 0,4861 0,4853 99,8 +7,4 7

MOYENNE (%) 94,3 +75

VA = Valeur aberrante.
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Annexe C : Données de récupération et données de validation du dosage plasmatique du

LNG

Validation du dosage

Standards de calibration (SC) :

ID Niveau | Aire du LNG (coups) Aire du Sl (coups) Rapport aires
SC 50 pg/mL N1 627,8 70307 0,0089
SC 100 pg/mL N2 5113,8 130950 0,0391
SC 500 pg/mL N3 37811,0 162210 0,2331
SC 1000 pg/mL N4 50585,0 106090 0,4768

Standards de validation (SV) :

ID Niveau | Aire du LNG (coups) Aire du Sl (coups) Rapport aires
SV 50 pg/mL 1 N1 1848,7 150700 0,0123
SV 50 pg/mL 2 N1 1793,5 157880 0,0114
SV 50 pg/mL 3 N1 501,3 61204 0,0082
SV 50 pg/mL 4 N1 1500,5 124000 0,0121
SV 50 pg/mL 5 N1 1329,1 158690 0,0084
SV 50 pg/mL 6 N1 957,5 111890 0,0086
SV 100 pg/mL 1 N2 3934,2 117610 0,0335
SV 100 pg/mL 2 N2 4584,9 126640 0,0362
SV 100 pg/mL 3 N2 VA
SV 100 pg/mL 4 N2 2926,8 75022 0,0390
SV 100 pg/mL 5 N2 4105,4 114970 0,0357
SV 100 pg/mL 6 N2 3676,1 96498 0,0381
SV 500 pg/mL 1 N3 29226,0 122500 0,2386
SV 500 pg/mL 2 N3 22966,0 88928 0,2583
SV 500 pg/mL 3 N3 24202,0 107880 0,2243
SV 500 pg/mL 4 N3 25175,0 106830 0,2357
SV 500 pg/mL 5 N3 26790,0 109640 0,2443
SV 500 pg/mL 6 N3 26563,0 107950 0,2461
SV 1000 pg/mL 1 N4 52662,0 101900 0,5168
SV 1000 pg/mL 2 N4 62676,0 146510 0,4278
SV 1000 pg/mL 3 N4 58964,0 123920 0,4758
SV 1000 pg/mL 4 N4 VA
SV 1000 pg/mL 5 N4 VA
SV 1000 pg/mL 6 N4 58604,0 110580 0,5300

VA = Valeur aberrante.
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