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ETUDE PAR FRAGMENTOGRAPHIE DE MASSE DE LA CINETIQUE
SANGUINE D'UN ANTI INFLAMMAT')IRE DU F_ I594

Par: A. Hanaliah llS+. Badruzzaman S **

SARI

Telah dilakukan penetapan kadar plasnratik dari serrl,awa p bilenil 4. okso 4, rneti l 2
butirat (F-1594) sebagai sala.h satu obat anti inllanasi dengan tcknik kombinasi krornatG
grafi gas - spektrometri nrassa.

F-1594 dengan ' in te rna l  s tandard 'p  b i fen i l  4  ch lo ro : 'asc ta td icks t raks idar i  p lasn la ,  d i -

Pisahkan melalui komatografi gas yang dilengkapi dengan kolonr kapilcr kcmudi:ur dianali
sa secara fragmentogafi massa.

Dengan menggunakan sedikit cuplikan. cara ini manrpu nrendcteksi suatu iediaan dengan
konsentrasi yang sangat kecil.

ABSTRACT

The determination of p-biphenyl 4, oxo 4. melhyl I bulyric acid (F 1594) as an antj-
inflannnatory agent in the human plasma by using gas ch rom at ography-mass spectromctry is
described.

Quentitation was achieved after extraction from the plasnra, F 1594 and p biphenyl 4
chloro 2'-icetic acid as an internal standard, separated by gas chr(rnltography with the
capillary column and analys€d by mass fragmentography.

This process requires only a very little sample and it enables thc dctection ofvery low con-
centrNtiql.

' At6ce NrtioBle de I'Energie Atomique (PFIN-BATAN)

" Scction dc Pharrnacie-Institut de Technologio de Bandung
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FRACMENTOGRAPHIE DE MASSE

L'essentiel des travaux en ce domaine concerne le couplage chrotnatographie cn
phase gazeuse et spectrornetrie de masse CG/SM. Cette tcchnique est actuellc-
ment la seule methode d'analyse clpable de foumir des inlbrmations structural-
es precises sur de composis non isolables i I 'etat pur.

Dans la  technique de dosagc en CC/SM, on compare les in tensi t is  de deux ou
plusieurs signaux correspondant les Lrrrs i la substanec donr trn dcsire connaitre
la concentr t t ior r .  les autres lu  s tandard dont  la  conccntr l t ion est  connue.  Le
dosage par  cet te rncthodc de I ' i ta lon in tcrnc inp l i ( lue la  dei tc .c t ion dc p lus ieurs
ions.

Cette mithode largcnrent util ist:r' et est connue soLrs le nom " l 'ragtnen t ogra ph ie
de masse".

Un schenra du couplage (iG/SM utilisc pour la fragrnentographie est prdsenti
dans la figr.r rc- l.

Le f ragmen togranl  me est  obt tnu lLr  eorrn dc I 'c lu t ion chrorn l tograpl l ique et
ressemblc truis txactenrent it ltn chr()n)ttogrillnlne gil/.cLr\.

En consequencc. si la specificite rlc li l l rallrc n tograph ic dc rlrilssc cst fonction
du choix  dcs ions f r lgments chois is .  i l  ts t  6v idcnt  que cct t f  sp ic i f ic i t i  cs t  dgale-
ment  fonct i ( ) r ' r  dr r  poLrvoi r  c lc  scpar l t ion t lu  d isposi t i f  c l r  ront  l togmphiquc.
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l .  chromdtograph ic  en  phase qazeuse
2. separateur moldcu laire
3. source d'ions
4.  a rmant
5 .  mu l t ip l i ca teur  d 'd lec t ron
6. spectre cie masse
7. tracd de la chromatographie
8. fragmentogramme de masse

Fig. 1 Schdma (lu couplage CG/StVl

m/z
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Fn geniral Lrne etr.ide par fragn)entolirapltie sc dcr()ule selon le schilna suivant:
*  nr isc au point  de la  tec l rn i ( lue d 'cxt  c t ion c t  r l ' jso l l t io l  du rn. l r l ic . rmcnt : )

par t i r  c les l iqu idcs b io logiqrrcs.
*  dcr ivat ion du composd pour  lnrc) ior r : r  s t  s t tb i l i te  c t  son corhpor tcn lcnt  e l t

. chrornatographie cn pllasc gitzcusc.
*  chc l ix  de la  I t te i l lcure co lonne et  dcs rnr i l lc rLrc:  condi t ions pour  Ltne separa-

t ion opt i rnum. A ce sujet ,  les co lonncs crp i l la i res dc verrc  sont  ce l les qui
fournissent les nre illeurs rcsultats.

' '  *  choix  d ' r rn i ta lon in ternc ldr , lquat  poLrr  lc  dosl rgc

l ,e  succes d 'une etuc le par  f rxgnlc l t togr lph ie dc rnassc res i i le  en par t ie  dans le
c l t o  i x  d c s  i t r n : : c l c r l r o n n e : .

Ces ions doivent  i t rc  caract r r is t iqucs t lcs compost : :  c t  r io i rer r t  c t rc  c ic  p16fer i 'n-
ces des ions intcnses.

Fn pr inc ip l t '  donc.  I ' ion r  \c l (c l j t ) Incr  ( I  pr ior i t t '  \era er lu j  donnant  Ie '  p ic  dr '
b lse.  Malheureuscment  pour  dcs conrposds de pcr i t ls  I t to le ic t t la i res c leve cet  ion
se s i tue vcrs les fa ib les n lasses ct  n 'cst  ! ras c l r lc t r i r is t iquc du cot t tpos i .  On
chois i ra da:rs  ce cas un ion moins in tcnse t l t is  d t  r t l tssc p l t ts  e levce.

Etalonnage

Le doslge du co;npose necessi te  I ' r ' tab l issernent  prr i r lab l t  d 'unc coLtrbc d ' i ta-
lonnage.  Cet tc  co i r rbc donnc lc  ra l ) l lor t  t lc  la  sLrr lucc ou de la  hautcur  en fonct-
ion c le la  substanc. '  i  doser .  ( .e t te  courbe cst  c( )nst ru l i t r  i  par t i r  de solut ions
dans lesr lu t ' l les la  concentrat ion en etu lon i r ) tcrnr  ts t  constrnte t ' t  cc l le  de la
substance . i  d  oscr  vr r iab le.

Etalon interne

Lorsqu'on ut i l ise I ' t : ta lon axterne d lns I l t  n test t t , . ' .  l l  pr tc is ion pct ) t  se t rouvcr
d iminuie du fa i t  t1c lanon re , roducib i l i tc  ( lcs co i l ( l i t i ( )n \  oPi r t to i rcs.  ( 'c  n 'est
pas le  cas lors  dc l 'u t i l isat io l r  r l  r i , r  , r t : l lon in terne.

L 'eta lon in terne iddal  sera celu i  donr :
la  s t ructL l re ou le  comportement  e l , ron l l to ! r i rDhi r lLrc  scra vo is in  t lc  ec ' l r . r i
d u  c o l n  p  o s {  c l u d i c .

-  les propr ie tes physieochinr iq t res r ' t  l r  nror le l t  (1c l r rs l r rnt l t ior )  se rappro-
'  cheront  lc  p l l rs  dc ccLrx t iLr  prodrr i t  i  doscr .

I l  appara i t  a ins i  que cet  dta lon in t r rnc ideal  cst  le  pror lLr i t  rnar t lue pardesiso-
topes stables.  L 'u t i l isat ion de nro ldcules marqLrdcs non radi r r ic t i f i ,  de I 'hydroge:-
ne,  du carbone,  de I 'azote de i 'oxygcne et  dLl  soul rc  potr r  dcsetLrc l rs  b io lncdi
ca les connai t  une in tpor tance cro issante quiva de pai r  avee I 'cx is tencc de I 'eqrr i -
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pement ndcessaire a leur detection et leur mesure CC/SM dans un nombre de la-
boratoires.

Pour cela il doit remplir deux conditions:
etre d'une purete isotopique dlevee

- oossdder un nombre d'atomes de deuterium, de carbone l3 ou d'azote l5
iup,iriuer i deux afin d'tjviter les interfdrences avec le produit naturel qui
prt isente un anlas isotopique a M. l t ' l+1. M+2.

PRESENTATION DU F_I594

Le F- I 594 est un produit synthetise au sein du centre de Recherche Pierre Fa-
bre qui a une action anti inflammatoire et possdde des proprietes antalgiques
et antipyretiques superieures a celles de I'acide acetyl salicylique. Cette moldcu-
!e est connue sous le nom "METBUFEN".

Des mises au point recentes (BRET 1980) exposent en detail I'etude pharma-
concindtique en utilisant le moldcule marqude du F- 1594 au carbone 14. Les
cinetiques d'elimination ont dti suivies par des ccirnptages de radioactivitd au
niveau de sang, urines et f'dces ri l'aide de 1a spectromdtrie en scintillation liqui-
de.

Cette experience montre que le taux maximum de radioactiviti est atteint rapi-
dement au bout de 2 :i 4 houres anrbs I'administration du produit.

Fonnule:  H CH3

l - \  l \  . o
(  \ )  (  \ ) -  c -c -c -c'\:/ \:,/ | | oH

O H H

Acide-p-biphenyl-4, oxo-4.
methyl'2-butyrique.

ETUDE DU SPECTRE DE MASSE DU F- I594

Le spectre de masse du F 159.1 (fig. 2) presente un ion moldculaire a mlz
268 relativcment abondant. Lc pic de base du spectre se situe h m/z I 8 I . Mal-
heureusement ,  le  F-  1594 presentant  une fonct ion ac idc ne peut  et re detecte
en chromatographie en phlse gazeuse.

Une derivation prealable est necessalre.

Nous avons essayt! une derivation en estdrifiant par le diazomethane. Cette
techniqLre permet d'esterilier rapidement les fonctions acides libres sous forme
d'esters mdthvlioues.
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La technique de d i r ivat i r rn  pr , - rposdc.  nous a pcrrn is  e lc  dosor  fac i lcrDent le  F
1594.  r l ra is  i l  faut  s ignaler  quc c l ln :  l ' r r iLr r lc  ( lc  la  c inet i ( lL lc  s , rn, . ru inc c l rcz l 'hom-
Inc.  l r 'bnt i t  de ford rh:  p lasrna ) r r rn l r i r  cst  d i l f i rcn l  de celLr i  r l r r  p lasna de rat
et  nous avons constat i  tyu ' i l  y  avai t  L luns l r  p)asnr l  I rLr rn l in  dcs col rposes don-
nrnt  des ions aux masses r r /z  282 ct  J60.  ces corr rposcs ayant  cn outre lc  nreme
temps de r i tcnt ion que le  F l5(14 ct  r lur  l 'e : t r lor t  in tcr t te ;  ee qui  peut  entra iner
des in ter t 'drences s l r r to l l t  pour  les conccntrat ions ta ih lcs cn F 1594 rn par t icu-
I ier  pour  lcs temps longs.

En consr i r luencc,  nous avons essa)r l  un lLr t rc  dc l i r i  poLrr  jv i ter  les in ter fercn-
ces avec ces i rnpurctes:  i l  s ' lg i t  dLr  r lcr rvc c t l ry le .  ( l ig .  l ) .  La prdpar .at ion de ce
react i f  cst  t r i :s  s in tp lc ,  r -n p lus.  i l  est  nro ins to \ i ( lur :  ( luc le  d iazorr rc thane.

t
F -1594

1 0 0
t

Fig,  2 Spectre de masse du F 1 594 et  du F 1594 ethy le

En f ragmcntograpl r ic  de nt lsse.  b ien que lu  prr r i l r i r r l i r rn  \o i t  l )ouscr , .  noLrs n 'a-
vons pas rc tcnr i  I ' ion nto lccula i rc  i  n t /z  196.  c t r  i l  est  tou iours l ) rcsent  ( l tns
l ' e x t r a i t  p l a s n r a t i q u c .  d c  r l a m e  q u e  l c s  i o r r s . r  t . z  l 5 l i . t | l r  z  l 8 l .

Nous avons donc c l to is i  de d i tccter  sr lcc l ivetncnl  I ' ton l r i lgnrentr lc  rnassc 250
de ce co nr  pose.

Cet  ion de ;nusse a nr , i  z  150 correspond l  l  ion;

|  ,  . 2 5 o  t 2 s 6
L l . t t ,

200 3do

| 9t, l:
1\  l -_ \  l '  ,o l(  ) - (  ) - c -c=c-c
\_,/ \:-/ ll 
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l ,

300
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Choix de l'6talon interne:

Nous disposions, pour ce dosage, du F 1594 bideuterie.

Malheureusement ce composd n'a pu 6tre utilise pour I'analyse quantitativc car
c'etait un melange de F 1594 bideuterie, monodeuterie et non marqud comme
le montre son spectre de masse dans la figure 3.

1 8 1

200
n

269
26AJ 270u

1 8 1

100

Fig.  3 Spectre de masse du F,-  1594 b ideuter ie  et  du F-1594 b ideuter ie  methy le.

Dans un tc l  cas.  la  cot t rbe d 'dt r lonnlgc ne passe pas Par  I 'or ig inc r les coordon-
nees ( llg. 4).

[ :n  or . r t rc .  i l  s 'ag i t  I i  dc I ' inconvur iot t  rna jcur ,  on ne peut  ddtceter  dc t r is  fa ib-
Ies quant i t t ls  t lu  prot lLr i t  a  doscr  ; i  c l r rsc t lu  reeouvrerrcnt  L lu p ic  i  r l /z  282 par
I ' impure t r .

Norrs  avons donc t l r r  c l to is i r  Lrn autre t l t l lon in ternc.

Notre choix  s 'cst  l )or te sr r r  r rnc rnolecule vo is ine du F 1594 possct lant  ega-
lernent  t l ipherr l lc :  lc  R l l l  l l l  ( l 'ac ide p-b iphenyl -4-ch loro l , -acdt ique) .

H O

. r ' -  \  z \  |  "(  )  (  )  c -c\--< \.-/ I r

F 1594 bideuter ie methy e

O H

P.i\t.246.5
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1000

-  i r  g/ml .  p lasma --

Fig.4 Courbe d 'eta lonnage du F- ' l594inui t ro  (e. i .F 1594 Dz)

Le spectre de nrassc dc ce cornposd et  cc lu i  de son d i r iv i  e thy le ut i l ise dans le

cas de l 'd tude pharmrcocind t ique c l tcz I 'homme sont  prescnt is  c lans l i  f igure 5.

Le pic ntoldculaire de ce composd i rtiz. )7 4 a eti rctenu pour I'analyse en frag-
mentographie de masse .

'222 ethy te

100

246

I
I
ll

300

2 1 4

I
t .
I

300

Fig .5  Spect re  de  masse du  R. l l l -222 e t  du  R-111.222 e thy le
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Le comportement en chrcmatographie gazeuse du F- I 594 et du R-III-222,
tous deux sous forrne de ddrives ethyles a ete dtudie. Un chrouratogramme est
pr6sente dans la figure 6.

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

Llr temperature du four dtait d,e 223" C.

L'etude d'extraction du F- I 594.:

Nous avons dans un premier temps essayi une me thode d'extraction d I'eide du
produit F I 594 marque au C- 14.

Le rendement d'extraction est constant sur I' intewalle de consentration dtudie
et egal ;90 %.

Le shdma de I'extraction est presente sur le tableau l.

Etablissement des courbes d'etalonnage.

Le dosage C'un composd par firgmentographie de masse implique l'dtablisse-
ment prealable d'une courbe d'italonnage.

En toute rigueur, ces solutions etalons doivent €tre prdparees ii partir du milieu
biologique dans lequel on doit doser Ie medicament.

Airsi dans le cas de notre 6tude, la courbe d'etalonnage prdsentde ci-aprcs (fi-
gure 7) a ete effectuee apres extraction d partir du plasma humain de quantites
connu€s et variables de substance a doser et de quanlites (onnues et constante
d'etalon inteme-

l* fragmentogramme representant les pics des ions du compose h doser et de
I'etalon interne selectionnes pour I'analyse cst presentd dans la figure 8.

ETUDE CINETIQUE DU F_I 594 CHEZ L'HOMME

L'itude pharmacocinetique du F 1594 chez I'homme a dtd r6alisee apris ad-
minisFation par voie orale en prise unique de 20O mg.

IJs prelet'ernents sant faits a partir d'une demi heure, puis aprds l ; 1 ,51 2 ; 2,5 :
3;  3.  5;4;6:8:24: et  48 heures.
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0 1 2 3 4 ' 5

l emps  de  re ten l i on  en  m i .u ta5

Fig .6  Le  compor tement  ch  romatogra  ph  ique du  F  15g4 e t  du  R l l l -222 e thy le5
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Prdcipite t!cartri

Concentrd et driposd sur la plaque de silice

Gratte sur les Rf @rrespondants

Rdextrait par l'rlttranol

Concentre

Extraction par l 'r i thanol

Tebleeu 1 S.herna d'extraction du F-1594 par l'tithanol
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Les echantillons de sang sont recueillis
dement possible apres les prdlevements.

l t

sur hdparine et centrifugds le plus rapi-

H mlz25O
H mlz 274

1 0  1 5 ?o 2 ' ;

L9 i r . r  m ou P as f l ra

Fig .7  Courbe d 'e ta lonnaqe du  F  I594

mlz 25O

214

x20

x 3 0

Fig.8 Fragmentogramme du F-1594 et du R111,222
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RESULTATS

Aprds extraction par I'ethanol, 6thylation et prepurihcation en CCM, les i:chan-
tillons sont analyse's en fragmentographie de masse.

Les ions re tenus sont ceux i  mlz 25O pour le F-1594 etmlz2'74 pourl 'etalon.

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

Les resultats obtenus sont pr6sentes dans le tableau 2 et les courbes cint!tiques
sanguines ri la figure 9.

La concentration maximale qui varie de 7,25 a 12,20lpglml est atteinte entre
2,5 et 3,5 heures apres I'administration.

Les paramdtres pharmacocin6tiques sont regroupejs dans le tableau 3.

Selon le calcul, la valeur moyenne de la demie vie biologique est de l'ordre
de 23,5 heures; le volume de distr ibut ion est de 97,6 l i t res et  la c lairance plas-
matique totale est de 2,78 L.h-t  .  en supposant totale la resorpt ion du F- 1594.

Tableau 2 Etude de la cintique sanguine du F-1594 apres administration par voie orale

h6v6lement

Concentration en p g/ml de plasma

BRE SA co BR LU

0,5 H
1 H
1 , 5  H
2 H
t E  l )

3 H
3,5 H
4 H
6 H
8 H

2 4 H
4 8 H

2,72
2,88
2,92
4.76

o , t z

4,U
3,U
2,24
0,80
0,36

2,75
3,08
3,40
4,7 5
7 ,50- .
o ,Ja

5 , 1 2
3,48
2,44
2,25
0,76
0.37

1 ,60

1 ,40

4 , 1  0
8 , 1 0 .
6,00
7 ,90
5 , 1  0
2,20
0,30
0 . 1 5

2 , 1 0

2 , 1 0

3,90
4,75
? qF. .

6 , 1 5
4,9

0,40
o,25

2,50
1,65
3,50

1 1 , 3 5
12,20-
10,00
9,20
7,80
6,60
4,20
0,55
0 , 1 7 5

Note: *)Concentrations maximales dans le plasma (/.r g/ml)
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8 R E
SA
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B R

I
I
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1 2 24

Fi9 .9  Courbe de  la  c ine t ique sangu ine  du  F  1594 (methode e thy la t ion)
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Tableau 3 Parametres pharmacocinetiques du F-1594

Suiet ka (h{ ) t,, (h) VD (litre) cr.  (L/hl
ASC

(trg.h.L.-r)

1 .  B R E

3.  CO
4 .  B R
5 L U

0,59
0,73
0,48
0,67
o,32

20,5

24
35
14,3

q2

1 1 1
105
1 3 9

?

3
2,7
2

65,r
62,4
62,4
73,2

102,7

Moyenne 0,558 23,56 97,6 2 ,74 73,8

-%

constante d'absorption
demi  v ie  b io log ique
volume de distribution

Cl = clairance
ASC = aire sous la courbe

CONCLUSION

Nous avons au cours ile ce travail applique la technique de fragmentographie
de masse au dosage c l re z  I 'homme de molecule rn6dicamentruse le  F 1594.

Cct te methocic  t r is  sPic i l i t lue c t  t rcs scnsib lc  ndcessi tc  unc ext ract ion ct  une
separat ion pr ia lablc  des eornposcs a analyscr .

Lc choix  dc Ia r le thode d 'cxt ract ion est  ut )  luctcur  in t t )or tant  dans cet te me-
thot l r  de doslge.  Cet te c 'x t r tc t ion doi t  e t re reproduct ib le ,  la  p lus speic i l ique
P()ss ib le r f i i r  L le  rn in i rn iscr  lcs r isques d ' in ter fcrenccs avec d 'aLr t res eonrpost ls ,  e t
si possiblc cl'Ltne re;llisltion assez facile pour permettre dcs analyses de routi-
n e .

L l  sc{parat ion t les co: r rPoscs.  autre f rc tcur  in)por tant  de cct te  technique dc do-
sagc. a iti rrialise cn ch rorn ltograph ie gilzcuse sur colonnc capillaire.

l \ l l lheurcuscrr rc i r t  cet tc  cxcel lente techniquc dc separat ion necessi te  souvent
L lnc dc i iv l t ior l  l l rd t la l ) lc  t lcs  cot t tposes soi t  pour  lL lun lenter  lc l r  vo lat i l i t l  so i t
1 ' r  ' r r  r  r . . r u i l r r  I r . r r r . , l J h i l i l r  l l r L  r | r i r 1 u c .

LIne dcr ivat ion l  t r lc  nL- lccssui rc  poi l r  pennct t rc  lc  dosage du F 1594.

Lu t losrge p l r  l r l lgn lcnt ( ' r r tph ic  dc nrassc ta i t  lppel  i  I 'u t i l isat ion d 'un dt l lon
intcnrc.  ce ( lcrDier  evant  r t rc  cxt ra i t  e t  chron)ato l faphid dans des condi t ions
nussi  proc i rcs r l r re  possib le du produi t  h  doser .
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