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ETUDE PAR FRAGMENTOGRAPHIE DE MASSE DE LA CINETIQUE
SANGUINE D’UN ANTI-INFLAMMATOIRE DU F—-1594

Par: A. Hanafiah WS*, Badruzzaman S **

SARI

Telah dilakukan penetapan kadar plasmatik dari senvawa p- bifenil--4. okso -4, metil—-2—
butirat (F—1594) sebagai salah satu obat anti inflamasi dengan teknik kombinasi kromato-
grafi gas — spektrometri massa.

F—1594 dengan ‘internal standard’ p- bifenil- 4 -chloro 2° asetat dickstraksi dari plasma, di-
pisahkan melalui kromatografi gas yang dilengkapi dengan kolom kapiler kemudian dianali-
sa secara fragmentografi massa.

Dengan menggunakan sedikit cuplikan, cara ini mampu mendeteksi suatu sediaan dengan
konsentrasi yang sangat kecil.

ABSTRACT

The determination of p-—biphenyl—4, oxo 4, methyl -2 butyric acid (F - 1594) as an antj-
inflammatory agent in the human plasma by using pas chromatography-muss spectrometry is
described.

Quantitation was achieved after extraction from the plasma, F 1594 and p biphenyl 4—
chloro 2%-acetic acid as an internal standard, separated by gas chromatography with the
capillary column and analysed by mass fragmentography.

This process requires only a very little sample and it enables the detection of very low con-
centration.

* Agence Nationale de I'Energie Atomique (PPTN-BATAN)
** Section de Pharmacie — Institut de Technologie de Bandung
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FRAGMENTOGRAPHIE DE MASSE

L’essentiel des travaux en ce domaine concerne le couplage chromatographie en
phase gazeuse et spectrometrie de masse CG/SM. Cette technigue est actuelle-
ment la seule méthode d’analyse capable de fournir des informations structural-
es précises sur de composés non isolables a ’état pur.

Dans la technique de dosage en CG/SM, on compare les intensités de deux ou
plusieurs signaux correspondant les uns a la substance dont on désire connaitre
la concentration, les autres au standard dont la concentration est connue. Le
~dosage par cette méthode de Uctalon interne implique la détection de plusieurs
ions.

Cette methode largement utilisce et est connue sous le nom “fragmentographie
de masse”.

Un schéma du couplage CG/SM utilis¢ pour la fragmentographie est présenté
dans la figure 1.

Le frugmentogramme est obtenu au cours de I'elution chromatographique et
ressemble tres exactement a un chromatogramme gazeux.

En consequence, si la spécificité de la fragmentographic de muasse est fonction
du choix des ions fragments choisis, il est évident que cette spéeificite est égale-
ment fonction du pouvoir de séparation du dispositif chromatographique.

. chromatographie en phase gazeuse
. séparateur moléculaire

. source d'ions

. aimant

. multiplicateur d'électron

. spectre de masse

. tracé de ta chromatographie

. fragmentogramme de masse

l m/z

W~ O 0 s W -

Fig. 1 Schema du couplage CG/SM
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En géneéral une étude par fragmentographie se deroule selon le schéma suivant:

* 1nise au point de la technigque d’ext action ¢t d'isolation du médicament a
partir des liquides biologiques.

* d¢rivation du composé pour ameliorer sa stabilite ¢t son comportement en
chromatographie en phase pazeuse.

*  ¢hoix de Ta meillcure colonne et des meilleures conditions pour une separi-
tion optimum. A ce sujet, les colonnes capillaires de verre sont celles gui
fournissent les meilleurs résultats.

*

choix d’un ¢talon interne ydeéquat pour le dosape.

Le succes d’une étude par fragmentographie de masse réside en partie dans le
choix des ions sélectionnes.

Ces ions doivent etre caractéristiques des composds et doivent etre de préterén-
ces des 1ons intenses.

En principle donc, Vien a sélectionner en priorité sera celui donnant le pic de
base. Malheureusement pour Jdes composdés de poids moldculaires éleve cet ion
se situe vers les faibles masses ¢t nest pas caracteristiyue du composé. On
choisira dans ce cas un ion moins intense mais de masse plus ¢levee.

Etalonnage

Le dosage du composé nécessite I'etablissement préalable d'une courbe d'éta-
lonnage. Cette courbe donne le rapport de la surface ou de la hauteur en fonct-
ion de la substance a doser. Cette courbe est construite a partir de solutions
dans lesquelles la concentration en ¢talon interne est constante et celie de 1a
substance a doser variable.

Etalon interne

Lorsqu’on utilise I'¢talon externe dans Ta mesure. la précision peut se trouver
diminuée du fait de la non reoroducibilite des conditions operatoires. Ce n'est
pas le cas lors de Putilisation d'u. ctalon interne.

L’étalon interne idcéal sera celut dont:

-- la structure ou le comportement chromatographique sera voisin de celui
du composé étudic.

- les propriétés physicochimiques et te modcle de frammentation se rappro-
cheront le plus de ceux du produit a doser.

Il apparait ainsi que cet ¢talon interne idéal est le produit marqué par des iso-
topes stables. L utilisation de molécules marquécs non radioactifs, de Phydroge-
ne, du carbone, de ['azote de I'oxygene et du soufrte pour des études biomédi-
cales connait une importance croissante quivade pair avec l'existence de I'équi-
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pement nécessaire a leur détection et leur mesure CG/SM dansun nombre de la-
boratoires.

Pour cela il doit remplir deux conditions:

— etre d’une pureté isotopique élevée

— posséder un nombre d’atomes de deuterium, de carbone 13 ou d’azote 15
supériver a deux afin d’ ev1ter les interferences avec le produit naturel qui
présente un amas isotopique a M, M+1, M+2.

PRESENTATION DU F-1594

Le F—1594 est un produit synthétisé au sein du centre de Recherche Pierre Fa-
bre qui a une action anti inflammatoire et possede des propriétes antalgiques
et antipyrétiques supérieures a celles de 'acide acétyl salicylique. Cette molécu-
le est connue sous le nom "METBUFEN™.

Des mises au point récentes (BRET 1980) exposent en. detail I’étude pharma-
concinétique en utilisant le molécule marquée du F-1594 au carbone—14. Les

cinétiques d’elimination ont été suivies par des comptages de radioactivité au
niveau de sang, urines et féces d I'aide de Ta spectrométrie en scintillation ligui-
de.

Cette experience montre que le taux maximum de radioactivité est atteint rapi-
dement au bout de 2 4 4 houres apres "'administration du produit.

Formule: H CH,

|

/\7 C-C-—
——©1|
H

ETUDE DU SPECTRE DE MASSE DU F-1594

P 0]

Acide-p-hiphenyl-4, oxo-4,

|

c-C
~

Il-f OH methyl-2-butyrique.

Le spectre de masse du F-1594 (fig. 2) présente un ion moleculaire a m/z
268 relativement abondant. Le pic de base du spectre se situe a m/z 181. Mal-
heureusement, le F-1594 présentant une fonction acide ne peut etre détecté
en chromatographie en phase gazeuse.

Une dérivation prealable est nécessaire.

Nous avons essayé une dérivation en estérifiant par le diazométhane. Cette
technique permet d’estérifier rapidement les fonctions acides libres sous forme
d’esters methyligues.
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La technique de dérivation proposéc, nous a permis Je doser facilementle F
1594, mais il faut signaler que dans Uecude de la cinétique sanzuine chez Phom-
me. le bruit de fond du plasma humain est dilfférent de celui du plasma de rat
et nous avons constaté qu'il y avait Jans te plasmu huinain des composes don-
nant des ions aux masses m/z 282 ¢t 260, ces composes ayant cn outre le meme
temps de rétention que le F 1594 et que I'ctalon interne; ce qui peut entrainer
des interferences surtout pour les concentrations faihles en F' 1594 en particu-
fier pour les temps fongs.

FEn conséquence, nous avons éssaye un autre dérive pour dviter les interféren-
ces avec ces impuretés; il s'agit du denve cthyle. (fie. 2). La préparation de ce
réactif est tres simple, en plus. it est moins toxique que le diazométhane.
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Fig. 2 Spectre de masse du F—1594 et du F—1894 ethyle

En fragmentographic de masse, bien que la purification soit pousee. nous n’a-
vons pas retenu Iion moleculaire @ m/z 296, car i ost toujours présent dans
Pextrait plasmatique, de méme que les ions a mi/z 251 et m/z 181,

Nous avons donc choisi de détecter sélectivement ion fragment de masse 250
de ce compose.

Cet ion de masse am/z 250 correspond a 'ion:
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Choix de I’étalon interne:
Nous disposions, pour ce dosage, du F—1594 bideutérié.

Malheureusement ce composé n’a pu etre utilise pour 'analyse quantitative car
c’était un mélange de F—1594 bideutérie, monodeutérié et non marqué comme

le montre son spectre de masse dans la figure 3.

181

F— 1594 bideuterie

jL 269
268J 270 !
N 1l _—

100 200 300

F—1594 bideute'rie'-meithyle'

J 28 28%8

4
SR | h 1 ;..___._____n._.._._2l|.L.¢.. -
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———

Fig. 3 Spectre de masse du F--1594 bideuterie et du F—1594 bideuterie methylé.

Dans un tel cas, la courbe d’¢talonnage ne passe pas par Uorigine des coordon-
nées (fig. 4).

[n outre, il s'agit la de inconvénient majeur, on ne peut détecter de tres faib-
les quantités du produit o doser 4 cause du recouvrement du pic a m/z 282 par
Iimpureté.

Nous avons done du choisir un autre ¢talon interne.

Notre choix s’est porte sur une molécule voisine du F—1594 possédant ¢ga-
lement diphenyle: Ie R-HI--222 (I'acide p-biphényl-4-chloro 2-acétique) .
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H m/z 282
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Fig. 4 Courbe d'etalonnage du F-1594 in uvitro {e.i. F—1594-Dz)

Le spectre de masse de¢ ce composé et celui de son dérive ethylé utilise dans le
cas de I'étude pharmacocinetique chez 'lhomme sont présentes dans la figure 5.

Le pic moléculaire de ce composé a m/z 274 a ét¢ retenu pour I'analyse en frag-
mentographie de masse.

SR L e
R-111-222 |
246
- EPR - 1 S —
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|
274
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Fig. 5 Spectre de masse du R-(1t-222 et du R-111-222 ethyle
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Le comportement en chromatographie gazeuse du F—1594 et du R—II1-222,
tous deux sous forme de dérivés éthylés a été étudié. Un chromalogramme est
présenté dans la figure 6.

La colonne utilisée est une colonne capillaire de verre type SE 30 de 25 m de
long et 0,23 mm de diamétre.

La température du four était de 223° C.

L’étude d’extraction du F—1594 :

Nous avons dans un premier temps essayé une me thode d’extraction a 1'aide du
produit F—1594 marqué au C-14.

Le rendement d’extraction est constant sur Pintervalle de consentration ¢tudié
et egal a 90 %.

Le shéma de I'extraction est présente sur le tableau 1.

Etablissement des courbes d’étalonnage.

Le dosage d’un composé par fragmentographie de masse implique I'établisse-
ment préalable d’une courbe d’e¢talonnage.

En toute rigueur, ces solutions ¢talons doivent étre préparées a partir du milieu
biologique dans lequel on doit doser le medicament.

Ainsi dans le cas de notre étude, la courbe d’étalonnage présentée ci-apres (fi-
gure 7) a €t€ effectuée apres extraction a partir du plasma humain de quantites
connues et variables de substance a doser et de quantités connues et constante
d’etalon interne.

Le fragmentogramme representant les pics des ions du composé a doser et de
I'étalon interne sélectionnés pour I'analyse est présenté dans la figure 8.

ETUDE CINETIQUE DU F-1594 CHEZ L' HOMME

L'¢tude phammacocinetique du F 1594 chez 'homme a eté realisée apres ad-
ministration par voie orale en prise unique de 200 mg.

Les prelévements sont faits a partir d’une demi heure, puis aprés 1; 1,5:2;2.5:
3:;3,5:4; 6. 8; 24; et 48 heures.
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Fig. 6 Le comportement chromatographique du F—1594 et du R-111-222 ethylés
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Echantillon plasmatique

Etalon interne

Extraction par |'ethancl J

]

‘ Precipite ecarte }

Sumageant

Concentre et dépose sur la plaque de silice

C.CM.

Gratte sur les Rf correspondants

Reextrait par I'ethanol }

Ethylation '

CG-SM

Tableau 1 Schema d'extraction du F—1594 par |éthanol



PROCEEDINGSITB Vol 16, No. 1,1983 11

Les échantillons de sang sont recueillis sur héparine et centrifuges le plus rapi-
dement possible apres les prélevements.

H m/z 250
Hm/z 274

Fig. 7 Courbe d'etalonnage du F

15 20 25

- uwg par mldu plasma

1584

5 P

m/z

Al

274

N

Fig. 8 Fragmentogramme du F—1594 et du R-111:222

x 20

x 30

,30.
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RESULTATS

Aprés extraction par I’éthanol, éthylation et prépurification en CCM, les echan-
tillons sont analyses en fragmentographie de masse.

Les ions retenus sont ceux 2 m/z 250 pour le F—1594 et m/z 274 pour I’etalon.

Le calcul de la concentration du produit a doser dans chaque echantillon est ef-
fectue en faisant le rapport de la hauteur de ces pics et en se rapportant a la
courbe d’etalonnage.

Les résultats obtenus sont presentes dans le tableau 2 et les courbes cinétiques
sanguines 4 la figure 9.

La concentration maximale qui vare de 7,25 a 12,20/ug/ml est atteinte entre
2.5 et 3,5 heures apres I"administration.

Les paramétres pharmacocinetiques sont regroupes dans le tableau 3.

Selon le calcul, la valeur moyenne de la demie vie biologique est de 'ordre
de 23.5 heures; le volume de distribution est de 97,6 litres et la clairance plas-
matique totale est de 2,78 L.h™ . en supposant totale la resorption du F-1594.

Tableau 2 Etude de la cintique sanguine du F—1594 gpres administration par voie arale

Concentration en 4 g/ml de plasma
Prévelement BRE SA co BR LU
05 H 2,72 2,75 1,60 2,10 2,50
1 H 2,88 3,08 - - 1,65
1.5 H 292 3,40 1,40 2,10 3,50
2 H 4,76 4,75 - - 11,35
25 H — 7,507, 4,10 390 12,20*
3 H 7,25" 6,32 8,10* 4,75 10,00
35 H 6,12 512 6,00 7,05* 9,20
4 H 4,64 3.48 7,90 6,15 7,80
6 H 3.64 244 5,10 4,30 6,60
8 H 2,24 2,25 2,20 2,25 4,20
24 H 0,80 0,76 0,30 0,40 0,55
48 H 0,36 0,37 0,15 0,25 0,175

Note: ™) Concentrations maximales dans e plasma {u g/mi)
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Fig. 9 Courbe de la cinetique sanguine du F—1594 {methade ethylation)
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Tableau 3 Parametres pharmacocinetiques du F—1594

i \ _ T ASC
Sujet k, (h") t, {h) Vy Uitre) | Cl. (L/h)
{tg.h.L. 7Y
1. BRE 0,59 205 92 3 65,1
2. SA 0,73 24 111 3.2 62,4
3. CO 048 24 105 3 62,4
4. BR 0,67 35 "139 2,7 73,2
5 LU 0,32 14,3 41 2 102,7
Moyenne L 0,558 23,56 97,6 2,78 73,8
%, = constante d'absorption ci = clairance
t, = demi vie biologique ASC = aire sous la courbe
Vp = volume de distribution

CONCLUSION

Nous avons au cours de ce travail appliqué la technique de fragmentographie
de masse au dosage chez 'homme de molécule médicamenteuse le F—1594,

Cette methode trés specifique ct trés sensible nécessite une extraction et une
separation prealable des composes a analyser.

Le choix de la methode dlextraction est un fucteur important dans cette me-
thode de dosage. Cette extraction doit etre reproductible, la plus specifique
possible afin de minimiscr les risques d'interferences avee d’autres composes, et
si possible d'une realisation assez facile pour permettre des analyses de routi-
ne.

Lua séparation des composds, autre facteur important de cette technique de do-
sage. a ete realise en chromatographie gazeuse sur colonne capitlaire.

Malheurcusement cette excellente technique de separation necessite souvent
une derivation préalable des composés soit pour augmenter leur volatilité soit
pour accroitre Jeur stabilite thermique.

Une dérivation a €1¢ néeessaire pour permettre le dosage du F—1594.

La dosuge par fragmentoeraphie de masse fait appel a UCutilisation d’un étalon
interne, ce dernier evant etre extrait et chromatographie dans des conditions
aussi proches ue possible du produit a doser.
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Los analozues marquées avee un isotope stable dont nous disposions, ne pre-
sentant pas une purcte suftisante, ous avons dua chereher des moldeules voisi-
nes de celles a doser.

Lo dernier facteur mmportant dans Gomse cu ovavee de cette technique est le
choix des ions devant cotre enreaistres. Cos ions. nous Tavons vu, doivent etre
aussi inttenses que possibles afin d'obtenir ine erande sensibilite ef specifiques.

La sensibilite et la specificite de L fragmentographic de muasse en ont fait une
methode particulicrement adaptee aux ¢tudes pharmacocinetiques chez Ulhiom-
me.

Cetre technigue, sielle w'nest pas encore routiniere est en pleine expansion et le
progres readise dans le coupluge HPLC SM d une part. ot Fusilisation croissante
des isotopes stables dans 1o domaine biopharmaceutioue d autre part vont enco-
re gecroltre le champ de ses applications,
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