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Introduction

Dans cet article, nous nous proposons
d'aborder le domaine des dosages bio-
pharmaceutiques  en pharmacocinetique,
dans le but de donner au lecteur une vue
generale de I'implication des methodes de
i:himie analytique dans ce champ d' activi-
€0

Etudes de pharmacocinetique

La pharmacocinetique,  du grec phar-
makon (remMe) et kinema (mouvement),
est I'essence meme de I'etude du devenir
des medicaments dans les organismes vi-
vants. Toutefois, le suivi d'un medica-
ment dans I'organisme est tout d' abord un
probleme d'analyse chimique englobant
les domaines de la separation, de I'identi-
fication et des dosages.

Lorsqu' un medicament est administre
chez l'animal ou chez I'nomme, il est, en
fonction de sa nature, plus ou moins trans-
porte par le systeme circulatoire, dilue
dans divers fluides biologiques, lie de
maniere reversible ou irreversible adivers
tissus, transforme et excrete. Sa transfor-
mation, le metabolisme, peut etre faible et
mener a des derives proches du medica-
ment administre, ou intense avec une de-
gradation complete de la molecule. Les
structures de ces derives, les metabolites,
doivent etre elucidees. De plus, des me-

thodes analytiques permettant le suivi de
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and drug metabolism
of efficient, fast, validated analytical methods. Through the application
robots to the sample preparation,
being made in automating both the development

studies request the development and

considerable  progress is
and the routine use of analytical

ces derniers et/ou du medicament inchan-
ge doivent etre developpees. Des quanti-
tes parfois infimes doivent alors etre do-
sees, c'est-a-dire liberees des fluides bio-
logiques ou des tissus les ayant adsorbees
ou complexees, puis separees des produits
endogenes constituant la matrice. Finale-
ment, les produits separes sont quantifies.
Les resultats permettent alors de calculer
les informations recherchees, soit les pro-
fils et les parametres pharmacocinetiques.
Ces procedures fondamentales  sont
indispensables ala connaissance du deve-
nir d'un medicament dans le corps. Ces
dernieres annees, des demandes croissan-
tes d'etudes pre-cliniques et cliniques ont
emane des autorites sanitaires de chaque
pays. Pour l'industrie pharmaceutique, il
s'agit principalement  des etudes et tra-
vaux cites dans la table 1qui s'apparen-
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tent, dans une certaine mesure, aux tra-
vaux de contr6le anti-doping et de mede-
cine legale.

Dosages biopharmaceutiques

L'essence des etudes de pharmacoci-
netique repose donc, dans une large mesu-
re, sur les series de dosages dans les flui-
des biologiques. Ces dosages sont appeles
biopharmaceutiques par opposition aux
analyses pharmaceutiques qui concernent
I"analyse des medicaments etde leurs com-

posants.
Les methodes analytiques  utilisees
doivent imperativement etre specifiques,

precises et exactes dans le domaine de
sensibilite requis. Elles doivent etre vali-
dees et repondre aux exigences GLP (Good
Laboratory Practices) et GCP (Good Cli-
nicalPractices). Un nouveau facteur, moins
familier pour le chimiste, est le facteur
economique. Aujourd'hui, I'endiguement
des couts, l'assurance de la qualite, \'utili-
sation optimale des ressources humaines,
la reponse aux attentes des autorites d'en-
registrement  sont autant d'elements qui
preoccupent les laboratoires d' anal yse bio-
pharmaceutique.  Place devant des centai-
nes d' echantillons a analyser et la necessi-

te imposee de developper un nouveau
medicament dans un minimum de temps,
un tellaboratoire  doit disposer de techni-
ques d'analyse performantes et rapides
pouvant travailler nuit etjour. Une repon-
se a ce defi est I'automatisation.  Si \' auto-
matisation de l'instrumentation  est dispo-

nible depuis plusieurs annees (passeurs
d'echantillon, integrateurs) celle de la pre-
paration des echantillons d'origine biolo-
gique n'a ete developpee que recemment.
Elle apour but d' augmenter la productivi-

Table |. Etudes gbuiratrices de dosages biopharmaceutiques
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te, en terme de nombre d'analyses par
unite de temps et en terme de diminution

Historique

du temps necessaire a leur execution, tout Au 18eme siecle, Descroizilles dispo-
en conservant une precision et une exacti-  sait exclusivement de la gravimetrie et de
tude egale ou superieure aux methodes la titrimetrie comme methodes analyti-

manuelles. Elle doit permettre de liMrer le ques. Il effectua pour la premiere fois une
personnel de laboratoire pour des taches titration en utilisant un cylindre gradue de
plus gratifiantes que I'extraction routinie- sa fabrication. Mohren 1855 standardisait
re et ennuyeuse d'echantillons. De meme, ces outils en inventant les pipettes cali-

elle doit reduire les risques engendres par

la manipulation de reactifs chimiques et des methodes spectroscopiques, la chimie
de fluides biologiques. analytique prenait lentement son essor.
I 1 1 | | [
100 fmol/m1 I pmol/ml 10 pmol/m1 100 pmol/ml 1 nmol/m1 10 nmol/m1

brees et la burette [1]. Avec I'apparition

----------- SpectronH~trie  de masse (HPLC, SFC, GLC, HPCE, CZE)
--------------------- Auorescence  (HPLC, SFC, HPCE. CZE)

................ Capture

----------- Lurninescence---------------
--Spectrophotom~nie

B < N =

Fig. 1. Sensibilites approximatives des methodes analytiques pour les dosages biopharmaceutiques.
= High
NPD = Nitrogen

Les techniques
Performance
Phosphorus

coup lees au moyen de detection sont donnees entre parentheses
Capillary  Electrophoresis, ~ CZE = Capillary ~Zone Electrophoresis.
Detector).

(HPCE

Table 2. Operations courantes de preparation d'echantillons biologiques
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Les premieres investigations sur le meta-
bolisme furent effectuees sur la quinine
dans la seconde moitie du l1geme siecle.
Tswett decouvrait la chromatographie en
1903. L'annee 1932 vit Widmark publier
ses resultats sur I'etude de I'elimination de
I"alcool qui constitue la premiere etude de
pharmacocinetique  telle qu'elle est com-
prise aujourd’hui  [2I Apres la deuxieme
guerre mondiale, les fantastiques progres
realises par les techniques d' analyses mo-
dernes, assistees depuis par la technologie
du microprocesseur et par I'informatique,

ont revolutionne la chimie analytique.

Techniques analytiques

De nos jours, le chimiste dispose d'un
eventail de techniques de separation telles
que la chromatographie en phase gazeuse
(GLC), la chromatographie liquide
(HPLC), la chromatographie en phase su-
percri tique (SFC) et les techniques electro-
chromatographiques. En fonction de la
nature de l'analyte et de la sensibilite
requise, il couple ces techniques avec un
moyen de detection permettant sa quanti-
fication (jig. 1). Il dispose egalement de
techniques de biochimie analytique. Ci-
tons, par exemple, les dosages immuno-
chimiques ou enzymatiques utilisant ou
non les radioelements (radio immunoas-
say, RIA; enzyme linked immunosorbent
assay, ELISA). Ces diverses techniques
ont ete passees en revue recemment [3].

Les progres realises sont tels qu'il est
aujourd'hui  possible de suivre chez I'ani-
mal la cinetique sanguine d'un medica-
menten continuo L' analyse s'effectue alors
au moyen d'un systeme HPLC relie d une
sonde de microdialyse implantee dans une
veme.

La HPLC est aujourd’hui la methode
de choix pour l'analyse biopharmaceuti-
gue. Son succes est principalement dOd sa
capacite de traiter, en solution aqueuse,
des echantillons thermiquement instables,
a ses possibilites de separation enantiose-
lective ainsi qu'a sa compatibilite avec les

nouvelles techniques d'extraction et de
derivatisation  'on-line'.
Automatisation

Jusqu' al'introductionrecente  des tech-
niques de preparation automatisees, la pre-
paration de I'echantillon s'est effectuee
manuellement.  Elle consistait le plus sou-
vent en une suite d'operations (table 2)

effectuees dans lebut de liberer un analyte
de la matrice biologique, d'eliminer les
produits endogenes la constituant, ou en-
core d'augmenter la selectivite et la sensi-
bilite du dosage. La HPLC et I'extraction
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solide-liquide (SPE) sont les techniques
présentant le plus fort potentiel d’automa-
tisation. D’ autres techniques peuvent étre
automatisées par la robotique moderne.
Toutefois, elles ne sont pas justifiables
économiquement a la vue des récents dé-
veloppements obtenus par la combinaison
HPLC-SPE.

Plusieurs critéres sont déterminants
pour P’élaboration d’une méthode auto-
matisée [4]. La précision, I’exactitude etla
sensibilité nécessaires détermineront la
technique analytique et I’instrumentation
aemployer. Lacapacité etla vitesse d’exé-
cution requises influenceront la maniére
d’effectuer les opérations individuelles de
la procédure analytique etla configuration
du systéme. Les opérations individuelles
doivent se dérouler de maniére identique
pour tous les échantillons. Cependant, lors-
que des séries d’échantillons sont a analy-
ser, ils peuvent étre traités soit séquentiel-
lement, soit par batch, ou encore de manié-
re plus performante par batches paralleles
ou par séquences concurrentes [4]. Un
systéme permettant 1’autocontrdle et la
coordination des opérations en cours est
requis. Il devrait étre 3 méme de stopper
une installation lorsqu’un probléme appa-
rait tout en permettant 3 I’opérateur un
redémarrage aisé. Ce point est particulié-
rement important lorsqu’un seul échan-
tillon de fluide biologique de volume limi-
té est disponible. La durée totale d’une
série doit &tre définie. Elle s’échelonne
généralement d’une nuit (16 h) a un week-
end (64 h). L’utilisation rationnelle du
temps disponible dépend du temps néces-
saire pour une analyse et de la capacité du
systeme (éluants, réactifs, filtres, cartou-
ches d’extraction). La stabilité des analy-
tes dans les conditions expérimentales
d’analyse doit impérativement étre déter-
minée. Le degré de flexibilité du systéme
se base sur une anticipation des besoins
futurs. D’une maniére générale, une aug-
mentation de la flexibilité se traduit par
une diminution de la vitesse d’exécution.
Les robots dotés d’un bras imitant le tra-
vail de I’homme sont trés maniables mais
lents comparés aux robots cartésiens qui
présentent, pour leur part, une flexibilité
moindre. Finalement, 1a mantére d’auto-
matiser une méthode analytique doit étre
évaluée en termes de vitesse requise, de
flexibilité ainsi que de justification écono-
mique et stratégique.

L’automatisation des méthodes analy-
tiques peut se diviser en deux domaines
principaux, |’ automatisation du traitement
des résultats et |’automatisation de ’ins-
trumentation.

Le premier domaine est responsable
du traitement des résultats et de leur trans-
fert. Il est généralement confié a 1’infor-
matique par le biais des ‘expert systems’ et
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Préparation manuelle

Placer 1.00 ml d'urine dans un tube
|

Ajouter 1 ml lamlpon borate pH 10
Ajouter 6 ml dlc chloroforme
Agiter pend'am 12 min.
Séparer la ph:asc organique

Evaporer sous azote
Ajouter 25(; wl d'éluant
Remplir les vialls de I'injecteur
Injecter 50 pl (Iia.ns le systéme
HPLC-UV

Ajouter 500 pl de solution de standard interne

Préparation automatisée

Remplir les vials d'urine
|
|
i
|
1
!
!
{
|
!
!
!
I
I
I
I
I

Injecter 100 pi dans le sysiéme
HPLC(SPE)-UV

Fig.2. Préparations manuelle et automatisée de I’ échantillon pour les dosage urinaire du cebaracetam
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Fig. 3. Chromatogrammes typiques obtenus pour une urine dopée a 10 ng/ml. A) Préparation
automatisée (OSP-2), injection de 100 W d’urine; B) Extraction liquide-liquide, injection: 50 Wl de
Uextrait organique de 1 ml d’urine repris dans 250 Wl d'éluant. Détection dans 'UV A A =210 nm.
Standard interne (ajouté dans ’urine du chromatogramme A pour une meilleure comparaison), 2 =

Cebaracetam.

des systemes LIMS (Laboratory Informa-
tion Management System).
L’automatisation de I’instrumentation
se partage en deux catégories. La premicre
est constituée par les systemes flexibles
tels que les robots de laboratoire a bras
maniable (Perkin-Elmer MasterLab, Zy-
mark Zymate, HP ORCA). La seconde,
quant a elle, regroupe les robots carté-
siens voués a une tiche particuliére tels les
systemes de ‘column switching® (Merck
OSP-2, Waters WAVS, Spark PROS-

PEKT) et les passeurs/diluteurs d’échan-
tillons se déplagant dans les plans x, y, z
(Varian MSP, Gilson ASPEC, Waters
Millilab).

Siles systemes flexibles imitant I"hom-
me permettent d’automatiser la quasi tota-
lit¢ des opérations d’une procédure de
préparation d’échantillon, ils n’en demeu-
rent pas moins lents et trés onéreux. De
plus, ils nécessitent une programmation
non justifiable en terme de coiit/bénéfice
pour des analyses de 1’ordre de quelques
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Fig. 4. Chromatogrammes des échantillons plasmatiques prélevés chez un volontaire avant adminis-
tration orale de Zy 17617B (A), et aprés 0.5 h (B), 1 h(C), LSh(D), 2 h(E), 25h(F), 3h(G) et 4
h (H). Analyse HPLC-SPE. Détection fluorescence, Aexc. = 285 et Agm. = 315 nm. Domaine de

concentration: pmol/ml.

centaines d’échantillons. Les robots carté-
siens sont quant A eux particulicrement
adaptés a la HPLC-SPE.

Le dernier né de cette classe est le
systeme On-line Sample Preparator OSP-
2 de Merck-ABS (ILMAC 1990) dont les
premiers résultats furent présentés dans le
cadre de HPLC’91 Basel [5]. Ce systéme
s’intégre sans probléme sur n’importe
quelle chaine HPL.C. Par un double syste-
me de vannes, il permet de mener une
analyse HPLC et une extraction SPE de
maniére concomitante. L’échantillon,
d’origine biologique ou non [6], est extrait
sur une cartouche d’extraction en acier
(longueur 4 mm, diamétre int. 4 mm)
tandis que I’analyse de I’échantillon pré-
cédent se déroule sur la colonne analyti-
que. Un carrousel de 72 cartouches permet
I’utilisationd’une nouvelle cartouche pour
chaque analyse. De par le nombre d’ana-
lyses pouvant étre effectué sur une méme
cartouche, le colit de cette derniére par
analyse est identique & celui occasionné
par les cartouches d’extraction en plasti-
que utilisées & basse pression par les autres
systeémes commercialisés. Comparé a ces
derniers, I’OSP-2 présente 1'avantage
d’étre plus rapide. Dans une large mesure,
il évite les problémes d’adsorption des
analytes sur les surfaces de la verrerie ou
des plastiques utilisés. Combiné au pas-
seur/diluteur d’échantillon Merck-Hitachi
AS4000, il permet I’automatisation com-
pléte d’analyses nécessitant une pré-déri-
vatisation et des dilutions.

Applications

L’application de OSP-2 de Merck aux
activités de notre laboratoire a permis
d’automatiser de nombreux dosages dans
le plasmaeturine [5][7][8]. Les volumes
de fluide biologique injectés varient de
100 wl & 1000 pl pour des concentrations
mesurées variant entre pmol/ml et nmol/
ml. Le dosage urinaire d’un nouveau noo-
tropique, le cebaracetam, illustre parexem-
plele degré de simplificationengendré par
I"utilisation d’un tel systeme (fig. 2). Les
chromatogrammes résultant des deux ty-
pes de préparation sont donnés (fig. 3). Les
chromatogrammes des €chantillons plas-
matiques d’un volontaire ayant regu une
dose unique d’un nouveau antidiarréhi-
que, le Zy 176178, sont également donnés
pour illustrer les résultats obtenus (fig. 4).

Selon notre expérience, tous les dosa-
ges biopharmaceutiques par HPLC in-
cluant une extraction liquide-liquide avec
les alcanes, les solvants chlorés, les éthers
ou I’acétate d’éthyle peuvent Etre conver-
tis en méthode HPLC-SPE enti¢rement
automatisée. Les taux de récupération de
I’étape d’extraction se situent entre 90 et
100%. Dans toutes les applications de
notre laboratoire, ces taux étaient non seu-
lement supérieurs & ceux mesurés pour
I'extraction liquide-liquide mais également
plusreproductibles. De plus,’emploi d’un
standard interne et, par conséquent, les
recherches nécessaires & son obtention,
s’est avéré superflu.

(1
(2]

(7]

(8]
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