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n
Au cours de la grossesse et de la période d'allaitement, plusieurs fonctions

physiologiques varient et entraînent des modifications fonctionnelles au niveau de la

pharmacocinétique des médicaments. Certames pathologies nécessitent un traitement

continu et le métabolisme de médicaments prescrits est modifié par des mécanismes

qu'il faut connaître pour limiter les risques tant pour la mère que le fœtus. Or, inclure

des femmes enceintes ou allaitant dans les protocoles d'étude clinique est difficile pour

des raisons d'éthique évidente. Les études fonctionnelles requièrent l'utilisation d'une

méthodologie générale adaptée qui inclue des techmques d'analyses non invasives et

performantes et des designs d'études adaptés et détaillés, pour permettre la création

d'une base de données pertinente pour le corps médical. Dans ce contexte, les isotopes

stables et la spectrométrie de masse isotopique présentent un grand intérêt puisque les
isotopes stables sont non radioactifs, sans toxicité et d'excellents traceurs biologiques.

L'objectif principal de la thèse est de mettre en place une méthodologie générale
utilisant les isotopes stables pour revaluation non invasive de la fonction métabolique

hépatique au cours de la grossesse et l'étude du passage des médicaments dans le

lait maternel.

Un protocole clinique et une méthode générale de criblage par extraction en phase

solide et chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse ont

été mis au point pour les études sur le transfert des médicaments dans le lait maternel et

sur les effets pharmacologiques chez le nouveau-né. Le protocole clinique permet de

prélever les échantillons de lait de façon contrôlée et de recueillir tous les paramètres

importants pour l'interprétation pharmacocinétique. La méthode d'analyse permet de

doser de nombreuses substances utilisées pendant l'allaitement et peut facilement et

rapidement être adaptable à d'autres médicaments et à leurs métabolites. L'utilisation

conjointe de ces deux outils garantie une interprétation pharmacocmétique indépendante

du contexte de l'étude clinique.
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0 Pour l'étude de la fonction métabolique hépatique, le test respiratoire à la 13C-caféine
et les rapports métaboliques urinaires de la 13C-caféine ont été validés comme
marqueurs des variations d'activités des CYP1A2. L'utilisation de la C-caféine
dans la mesure des rapports urmaires a permis d'etre très spécifique vis à vis du
substrat, et de ne pas tenir compte de la présence systématique de métabolites de la
caféme provenant de l'alimentation. Le test respu-atoire est indicateur du métabolisme
global de la caféme par les CYP1A2 alors que les rapports métaboliques sont associés à
certames voies du métabolisme et permettent de tenir compte et éventuellement de
mesurer les activités d'autres enzymes. Pour les études longitudinales au cours de la
grossesse, ces deux tests sont des outils de chobt pour évaluer de façon sensible et non
invasive les variations d'activités des CYP1A2 M vivo et pour potentiellement détecter

et anticiper les dommages dus aux pathologies. Pour évaluer les activités d'autres
CYP450, ces deux tests peuvent être utiliser avec d'autres substrats.

En conclusion, l'anafyse isotopique et les technologies utilisant les isotopes stables
permettent d'augmenter l'efficacité des protocoles cluùques et d'accéder à des
populations protégées comme les femmes enceintes et allaitant.

Mots clés

Isotopes stables, tests respiratoires, caféine, rapports métaboliques, chromatographie en
phase liquide, spectrométrie de masse, extraction en phase solide, CYP450, lait

maternel, grossesse.
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0 Modifications in various physiological functions occur during pregnancy and lactation
period. These alterations induce variations of the pharmacokinetic parameters of drugs.
The safety mle is to avoid prescription during pregnancy. Nevertheless, several diseases
require continuous treatment, ^/[odifications of drug metabolism need to be investigated
in order to limit the risks for both the mother and the newborn. Today, it is difficult to
include pregnant or nursing women into clinical trials for evident ethical reasons.
Functional and pharmacological studies require a general and adapted methodology,
which include non-invasive methods and detailed protocols, for the production of a large
data base for clinicians and investigators. In this context, stable isotopes and isotopic
mass spectrometry are of mterest. Actually, stable isotopes are excellent biological
tracers, free of any radioactivity and toxicity.

The main goal of the thesis is to develop a general aud non-invasive methodology
usmg stable isotopes and mass spectrometry for the evaluation of hepatic drug
metabolizing enzymes during pregnancy and for the study of drugs transfer into
breast milk durmg lactation.

0

A clinical protocol and a general method of analysis by solid phase extraction and gas
chromatography-mass spectrometry were developed to study the transfer of dmgs
into breast milk. The protocol is designed to control the collection ofmiUc sample and to
gather all the various information and parameters needed to perform comprehensive
pharmacokmetic analyses. The analytical method allows the determination of various
dmgs m milk and is easily and rapidly adaptable to other drugs and theu' metabolites.
The use of these modern tools assures that the mteqîretation of experimental data is
independent fi-omthe context of the study.

For the evaluation of hepatic dmg metabolizing enzymes (CYP450), the C-cafîeine
breath test and the urinary metabolic ratios of "C-caffeine were both validated as
indicators of the variations of CYP1A2 activity. The use of labelled cafi'eine for the
measurement of metabolic ratios specifically elimmates potential interference from
caffeine's metabolites relating to diet, thus unproving the overall selectivity of the test.
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0 The breath test is related to the metabolism of caffeine by CYP1A2 whereas metabolic

ratios are related to various metabolic pathways and can be used as mdicators to assess

the activity of others en2ymes. These non-invasive tests are of relevant interest for

studying the longitudinal variations of CYP1A2 activity along pregnancy and

potentially identify and anticipate damages due to diseases. These tests can be adapted to
other substrates in order to determine other CYP450 activities.

u

In conclusion, isotopic analysis and related technologies based on the use of stable

isotopes are innovative tools that were shown to improve the efficiency of clmical

protocols, especially when protected populations such as pregnant women or nursing
mothers are included.

Key words:

Stable isotopes, breath tests, caffeine, ratios metabolic, liquid chromatography, mass

spectrometry, solid phase extraction, CYP450, breast milk, pregnancy.
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0 Au cours de la grossesse et de la période d'allaitement, de nombreuses fonctions

physiologiques, comme la fonction cardiovasculau-e, rénale, métabolique, etc., sont

modifiées chez la femme. En même temps, de nouveaux compartiments de distribution

se développent : le placenta, le liquide amniotique et le fœtus pendant la grossesse et le

lait pendant l'allaitement. La plupart de ces modifications physiologiques entraînent des

modifications fonctionnelles en particulier au niveau de la pharinacocinétique des
médicaments.

Les études pharmacocmétiques et les études.des modifications fonctionnelles pendant la

grossesse et la période post-partum sont difficiles à réaliser pour des raisons légales et

éthiques évidentes. La plupart des études pharmacocinétiques receiisées dans la

littérature concernent des cas isolés, généralement pendant le premier trimestre de

grossesse. Le manque de données cinétiques et d'informations relatives aux patientes

limite beaucoup l'interprétation des mesures et conduit à des divergences
d'interpretation. Bien que la prise de médicaments ne soit pas recommandée pendant la

grossesse et l'allaitement, certaines pathologies, gestationneUes ou autres, nécessitent

des traitements médicamenteux. Les risques encourus par la mère, le fœtus ou le

nouveau-né sont d'autant plus importants que la pharmacocinétique des médicaments

prescrits est mal connue.

Les études fonctionnelles chez la fenune enceinte et la femme allaitant, requièrent
l'utilisation d'une méthodologie générale adaptée qui inclue d'une part des techniques
d'analyses non invasives et performantes et d'autre part des schémas d'études adaptés et
détaillés, pour permettre la création d'une base de données pertmentes pour le corps
médical.

0

Ces dernières années, l'augmentation des performances analytiques, l'accès à de très

petits échantillons, la possibilité de mettre au point des méthodes non invasives de

diagnostic et d'exploration fonctionnelle ont ouvert les portes du domame biomédical à

la spectrométrie de masse isotopique. Cette technique, qui utilise les isotopes non

radioactifs, offre de nombreuses possibilités en diagnostic biomédical, pharmacologie,
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n gastro-entérologie, etc., et s'adapte très bien aux populations protégées et à risques,
comme les femmes enceintes ou allaitant. En efifet, les isotopes stables n'induisent pas
de toxicité, ni d'embryotoxicité et constituent d'excellents traceurs biologiques. Par
ailleurs, revolution des méthodes de traitement d'échantillons biologiques, la diffusion
croissante de méthodes très performantes d'analyse qualitative et quantitative de micro-
échantillons par spectrométrie de masse, permet de développer des techniques générales
de criblage, d'identification et de dosage des molécules médicamenteuses dans des
milieux complexes comme le lait maternel.

L'objectif principal de la thèse est de mettre en place une méthodologie générale pour
revaluation de la fonction hépatique du métabolisme des médicaments au cours de la
grossesse et l'étude du passage des médicaments dans le lait maternel. Pour des raisons
d'éthiques évidentes, pour le confort des patientes et pour faciliter les inclusions dans les
études clmiques, cette méthodologie doit unpérativement être non invasive et sans
risque pour la mère, le fœtus et l'enfant qui est allaité. Les méthodes analytiques
utilisées doivent être générales et extrapolables à d'autres médicaments. De même, les
tests fonctionnels hépatiques du métabolisme des médicaments doivent être

potentiellement transposables à l'étude d'autres facteurs du métabolisme, en particulier
d'autres enzymes. La stratégie générale est de permettre le recueil d'un maximum
d'informations cliniques et de données scientifiques pertmentes en utilisant des
méthodes économiques, faciles à réaliser, non contraignantes pour les patientes et
rapidement adaptables à différents cas cliniques.

0

Dans ce contexte, les isotopes stables et la spectrométrie de masse traditionnelle et
isotopique oflrent plusieurs avantages :

les molécules marquées aux isotopes stables sont d'excellents traceurs pour

l'homme, en particulier les femmes encemtes et les enfants, puisqu'ils sont non
radioactifs et sans toxicité mtrmsèque, ni embryotoxicité,
la spectrométrîe de masse est une technique très sélective et très sensible qui
permet d'identifier et de doser une large variété de composés et leurs isotopes,
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n la spectrométrie de masse isotopique est conçue pour mesurer des variations

infimes d'enrichissement isotopique entre autre à des fms de diagnostic et

d'exploration fonctionnelle.

Pour mettre en place une méthodologie générale pour évaluer le transfert des

médicaments de la mère au nouveau-né, la première étape coiisiste à établir une

bibliographic exhaustive et critique sur les facteurs qui contrôle le passage des
naédicaments dans le lait, sur les protocoles cliniques existants et sur les méthodes
analytiques actuellement utilisées. A partir de ces donnés, la seconde étape consiste

d'une part à défmir un protocole clinique de prélèvement d'échantillons de lait et de

recueil systématique des facteurs importants pour l'interprétation pharmacocinétique et

clinique des concentrations mesurées et d'autre part, à mettre au point une méthode

générale de criblage des médicaments dans le lait, applicable et adaptable au plus

grand nombre de molécules.

0

Pour l'étude des variations métabolisme chez la femme enceinte et en période post-

partum, les tests respiratoires et la mesure des rapports métaboliques urinaires d'un

substrat constituent des méthodes non invasives d'exploration fonctionnelle hépatique.

La littérature rapporte différents tests respu-atoires et différents substrats marqués aux

isotopes stables qui peuvent être utilisés pour étudier la fonction métabolique et les

activités enzymatiques des CYP450, in vivo. Parmi les substrats, la caféine est un

marqueur spécifique du CYP1A2 qui à faible dose peut être utilisée sans risque pour la

mère et le fœtus. Le premier objectif consiste donc à vaUder le test respiratoire à la
C-caféine (TRC) chez des sujets sains ayant des activités métaboliques hépatiques
caractéristiques. Pour mesurer de façon non spécifique les activités des CYP450, le test

respiratoire à la C-aminopyrme est validé conjointement et comparé au TRC.
La mesure des rapports métaboliques urinaires est une méthode plus traditionnelle de

mesure des variations d'activités des CYP450. Comparativement au TRC, la mesure des

rapports métaboliques urinaires de la caféine (RMC) of&e la possibilité d'explorer

spécifiquement certaines voies métaboliques et par conséquent de mesurer différentes

activités enzymatiques. Le deuxième objectif est donc de mesurer les RMC au cours
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0 du TRC, de comparer les informations obtenues avec les deux tests et de montrer

l'intérêt d'utiliser la caféme marquée pour la mesure des R^ÎC, car des métabolites de la
caféine (origine alimentaire ou thérapeutique) interfèrent la plupart du temps dans les

analyses.

0
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SECTION I

PASSAGE DES MÉDICAMENTS DANS LE
LAIT MATERNEL
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L'allaitement maternel constitue le meilleur mode d'alimentation du nourrisson pendant
sa première année de vie. Il confère de nombreux avantages nutritionnels,
physiologiques, immuno logiques, psychologiques et physiques à l'enfant.

La prise de médicaments, prescrits ou non chez la femme allaitant est très fi-équente,
surtout pendant les premières semaines après l'accouchement ou si elle est atteinte d'une
pathologie nécessitant une thérapie médicamenteuse continue. Les médicaments
administrés à la mère peuvent être distribués au niveau du lait. D'un point de vue
pharmacologique, le lait peut être considéré coiiime un compartiment soumis
principalement à la diffusion passive. Cette diffusion est modulée par de nombreux
paramètres liés à la mère et à la molécule active. Dans ces conditions, une éventuelle
activité pharmacologique ou toxique peut se retrouver chez le nouveau-né.

Dans la littérature, de nombreuses études portent sur le dosage de médicaments dans le
lait maternel mais ces études sont ponctuelles, concernent généralement un ou deux
médicaments et sont développées à partir de méthodes existantes pour le dosage des
médicaments dans le plasma ou d'autres milieux biologiques. C'est pourquoi elles sont
souvent mal adaptées et peu efficaces. De plus, le manque d'mformations relatives à
l'échantillon (dose, délai entre dose et tétées, etc.) et à la pharmacocinétique (cinétique
de transfert, pourcentage transféré, etc.) limite l'interprétation clinique des résultats. Il
n'existe pas de méthode analytique générale qui permet le criblage des médicaments
dans le lait.

Dans ce contexte, il est intéressant de mettre en place une méthodologie générale qui,
par la sélection de renseignements pertinents pour le prélèvement d'échantillons de lait
et par la mise au point d'une méthode de dosage, efficace, sélective et sensible
concernant les médicaments les plus utilisés pendant l'allaitement, permettrait de mieux
comprendre et d'évaluer le transfert des médicaments de la mère au nouveau-né.

0
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0 Ce projet nécessite des pré-requis :

• L'elaboration d'un protocole clinique pour la réalisation des prélèvements de lait
maternel, comprenant la collecte de tous renseignements nécessaires à
1'interpretation pharmacocinétique et clinique des concentrations des
médicaments dosés dans le lait,

La mise au point d'une méthode analytique de dosage, permettant l'identification
et la quantification des médicaments dans le lait maternel.

L'objectifprmcipal est donc de mettre en place une méthodologie générale de criblage,
dans le lait maternel, des molécules médicamenteuses et des xéno-biotiques pouvant être
prescris en fm de grossesse et pendant la période post-partum et susceptibles de passer
dans le lait puis chez le nouveau-né.

u
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0 Chapitre l : Le lait maternel

1.Physiologic de la lactation

1.1. Morphologic de la glande mammaire

0

La glande mammaire est composée d'un nombre variable de glandes tubulo-alvéolaires
ou lobes, entourées de tissus conjonctifs et adipeux, de vaisseaux sangums et
lymphatiques et de nerfs (cf. figure l). Une glande mammaire possède 15 à 25 lobes
aboutissant au niveau du mamelon. Chaque lobe comprend un canal lactifèrc qui mène à
une dilatation locale, le sinus lactifère, correspondant à un réservoir où peut s'accumuler
le lait. Le lobe se subdivise ensuite en lobules : les plus petits sont les canaux alvéolaires
recouverts par des petites évagmations, les alvéoles.
Les canaux alvéolaires et les alvéoles sont tapissés de cellules sécrétrices cuboïdes
responsables de la production du lait. Chaque cellule sécrétrice est entourée d'une unité
contractile composée de cellules myoépithéliales responsables de l'expulsion du lait
dans le canal alvéolaire.

[1-3]
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Figure 1 - Schéma de la glande mammaire : système de canaux et alvéoles d'après J Riordan et al. [4].
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0 1.2. Contrôle hormonale de la lactation

La croissance et le développement de la glande mammaire ou mammogénèse commence
dès la vie fœtale, continue pendant la puberté et n'est complète qu'après
1'accouchement. Elle iniplique de nombreuses hormones, dont les oestrogènes et la
progestérone pendant la puberté, et les hormones lutéales et placentaires ainsi que le
lactogène placentaire, la prolactine et la gonadotrophine pendant la grossesse. D'autres
hormones telles que l'msuline, l'hormone de croissance, les hormones thyroïdiennes et
le cortisol semblent également jouer un rôle.

Les trois ou quatre premiers jours après l'accouchement, la sécrétion de lait dans la
glande mammaire ou lactogénèse est déclenchée par une dimmution post-partum de la
progestérone et des oestrogènes plasmatiques, alors que la concentration de la prolactine
est élevée.

Ensuite, la sécrétion est activée par l'acte de succion de l'enfant, qui stimule les nerfs
sensoriels du mamelon (galactopoïèse) et permet la libération de la prolactine et de
l'ocytocine (cf. figure 2 et figure 3) :

La prolactine stimule la synthèse et la sécrétion du lait au niveau des espaces
alvéolaires. Le taux de prolactme augmente et dimmue proportionnellement à la
fréquence, l'mtensité et la durée de la stimulation du mamelon.

L'ocytocine stimule la contraction de cellules myoépithéliales et permet
rejection du lait. La concentration d'ocytocine augmente et diminue lors de la
stimulation du mamelon.

0
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Ecoulement de lait

Succion

Production du lait
Stimulation des
cellules secretaires.
Production de
gouttelettes de lait.

Prolactine
<- Adénohypophyse

Ejection du lait
Contraction des
cellules
myoépithéliales.

• Excrétion des
gouttelettes de lait
dans le canal lactifère.

Hypothalamus

Ocytocine
Neurohypophyse

Figure 2 - Synthèse et éjection du lait : rôle de la prolactine et de l'ocytocme.
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Figure 3 - Evolution des taux hormonaux pendant la grossesse et la lactation d'après Riordan et al. [4].

L'mvolution des parties sécrétrices se produit lorsque le sein n'est plus vidé, car
1'enfant prend une autre alimentation. Les cellules épithéliales de la glande mammaire
retrouvent un stade moins différencié et sont substituées par des cellules adipeuses.

[1,4,5]

u



n

Passage des médicaments dans le lait matCTnel
Partie l Chapitre l

38

1.3. Mécanisme de production du lait

Quatre processus, agissant de façon simultanée, sont impliqués dans la production du lait

par les cellules sécrétrices alvéolaires (cf. figure 4):
exocytose du lactose, des protéines, du calcium, du phosphate et du citrate,

• synthèse et excrétion des lipides via des globules de lipides,

sécrétion des ions de l'eau et des protéines à travers la membrane apicale,

pinocytose-exocytose des immunoglobulmes.

0

Dans certaines conditions, les jonctions entre les cellules alvéolaù-es permettent l'entrée

de sodium, de cellules et autres composés plasmatiques dans le lait à partir du fluide

extracellulaire. [5]
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Figure 4 — Les voies de synthèse et de sécrétion des constituants du lait dans l'alvéole mammaire

(I) Exocytose des protéines du lait et du lactose dans des vésicules de sécrétion issues de l'appareil de
Golgi. (II) Sécrétion des lipides du lait via des globules de lipides. (HI) SéCTétion des ions et de l'eau à
travers la membrane apicale. (IV) Pinocytose-exocytose des immunoglobulines. (V) Voie paracellulaire
pour le passage des composants du plasma et des leucocytes. (VS, vésicule de sécrétion; RER, réticulum
endoplasmique mgueux; MB, membrane basale; GLL, globule de lipides du lait). D'après Neville [6].
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2. Composition du lait maternel

0

2.1. Maturation du lait maternel

A partir du troisième mois de grossesse, une substance sécrétée apparaît dans les
alvéoles de la glande mammaire. Dès le second trimestre, le lactogène placentau-e
commence à stimuler la sécrétion d'un fluide épais, jaunâtre, le colostrum. Ce lait est
produit pendant la première semaine après la naissance et est remplacé progressive par le
lait mature au bout de deux à quatre semaines. Le colostrum diffère du lait mature par la
nature et la proportion de ses constituants (cf. tableau I).
[3,4]
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0
Constituant pour

100 mL Unité Colostrum Lait
mature

Constituant pour
100 mL Unité Colostrum Lait

mature

Energie kcal 58 70
Solides totaux g 12.8 12.0
Lactose g 5.3 7.3
Nitrogène total mg 360 171

Composées azotés mg 313 129
protéiques
Composés azotés mg 47 42
non protéiques

Protéines totales g 2.3 0.9
Caséine mg 140 187
Alpha- mg 218 161
lactalbumine
Lactoferrine mg 330 167
IgA mg 364 142

Acides aminés
Alanine mg 52
Arginine mg 126 49
Aspartate mg - 110
Cystéine mg - 25
Glutamate mg - 196
Glycine mg - 27
Histidine mg 57 31
Isoleucine mg 121 67
Leucine mg 221 110
Lysine mg 163 79
Méthionine mg 33 19
Phénylalcmine mg 105 44
Proline mg 89
Serine mg 54
Thréonine mg 148 58
Tryptophane mg 52 25
Tyrosine mg 38
Valine mg 169 90
Taurine (non liée) mg 8

Urée mg 10 30
Créatine mg 3.3
Lipides g 2.9 4.2
Acides gras
(% de lipides totaux)
l2:0laurique 1.8 5.8
14 : 0 myristique 3.8 8.6
16 .-Opalmitiqve 26.2 21.0
18:0stéarique 8.8 8.0
18 : l oléique 36.6 35.5

18:2. n-6 linoléique
18 : 3 n-3 linoléique
CM et C^ polyinsaturés

Cholestérol
Vitamines

Vitamines liposolubles

Vitamine A
Béta-carotène
Vitamine D

Vitamine E
Vilamine Kl

Vitamines hydrosolubles
Thiamine
Riboflavine
Niacine
Acîdefolique
Vitamine Be
Biotine
Acide panthoténique
Vitamine B^
Acide ascorbique

Minéraux
Calcium
Magnésium
Sodium
Potassium
Chlore
Phosphore
Soufre

Eléments traces
Chrome
Cobalt
Cuivre
Fluor
Iode

Fer
Manganèse
Nickel
Sélénium
Zinc

mg

pg
 
 

pg
 

 
w
 
 
pg
 
 
 
pg

mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg

ng
 
 
^g
pg

w
w
 
 
w

6.8

10.2
27

89
112

1280
0.23

15
25
75

12
0.1
183
200
4.4

23
3.4
48
74
91
14
22

46

12

45

540

7.2
1.0
2.9
16

47
23

0.04

315
0.21

16
35
200
5.2
28
0.6
225
26
4.0

28
3.0
15
58
40
15
14

39
l
35
7
7

40
0.1-1.5

2
2.0
166

0
Tableau I - Composition du colostrum (de l à 5 jours) et du lait mature ( >30 jours) d'après Neville et al.

[6].
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n 2.2. Composition du lait mature

Le lait est composé de plusieurs constituants (cf. tableau I):

L'eau.

Elle constitue 85 à 95 % du lait. Elle est régulée par la quantité de lactose, le
composé le plus actif au niveau osmotique dans le lait.

Les protéines.
Elles représentent 0,8 à 0,9 % des constituants du lait, soit une concentration de 9
à 12 g.L'1. Elles comprennent d'une part la caserne et d'autre part principalement
l'alpha-lactalbumine, la lactoferrine, les IgA secrétoires, la sérum albumine et le
lysozyme, qui constituent les protéines du petit lait et qui représentent 60 à 70 %
des protémes totales du lait. Le sel de calcium de caséine et les emulsions de
lipides sont responsables de la blancheur du lait.

• Les lipides.
Ils forment 2 à 3 % des constituants du lait, ce qui correspond à une
concentration de 25 à 35 g.L . Ce sont prmcipalement des triglycérides (environ
98 %). Le lait contient également des phospholipides et du cholestérol (0,5 à 0,8
%). Les lipides constituent la première source d'énergie dans le lait apportant 30
à 55 % de l'énergie.

Les glucides.
Le glucide prmcipal du lait est le lactose (environ 68 g.L'1). Le lait contient
également des monosaccharides, des oligosaccharides acides ou neutres, et des
glucides liés aux peptides et aux protéines.

u
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Les minéraux.

Ils comprennent des éléments métalliques, des sels d'acides organiques et
inorganiques. Ils sont présents sous forme d'ions, de sels non-ionisés ou
faiblement ionisés et peuvent être liés à d'autres constituants.

• Les autres constituants.

Le lait contient des vitamines, des enzymes, des hormones, des prostaglandmes,
des sels biliaires et des facteurs de croissance.

Le lait est légèrement plus acide que le plasma. Son pH varie entre 6,9 et 7,4.
L'osmolalité du lait est proche de celle du sémm (286 mosmol.kg dans l'eau).

Le lait est constitué de différentes phases dues essentiellement à la présence de protéines
et de lipides qui forment des colloïdes (cf. tableau II)
[l]

u
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0
Phase

Description

Constituants majeurs

Quantité (%) Nom Quantité (%)

Phase aqueuse
Solution vraie

Protémes du petit lait

87.0 Ça, Mg, P04, Na, K, Cl, C02, citrate, caserne.

Protéines du petit lait : alpha lactalbumine, lactoferrine,
IgA, lysozyme, sérum albumine.

Lactose et oligosaccharide.

Composés azotés non protéiques : glucosamine, urée,
acides aminés.

Autres : vitamine B, acide ascorbique.

0.2

0.6

8.0

3 5-50 mg

Dispersion colloïdale 0.3 Casernes. 0.2-0.3

Emulsion

Globules de lipides

4.0 Triacylglycérol, esters de stérol. 4.0

Globules de lipides de
la membrane

Couche interfaciale

2.0 Protéines, phospholipides, cholestérol, enzyines,
éléments trace, vitamines liposolubles.

2 % des

lipides
totaux

Cellules Macrophages, neufa'ophiles, lymphocytes, cellules
épifhéliales.

Tableau II - Les phases du lait et ses principaux constituants d'après Jensen [7].

2.3. Variations de la composition du lait maternel

Les taux de lipides et de protéines, ainsi que le pH du lait varient essentiellement en
fonction des paramètres suivants :

u

Le stade de lactation (cf.figure5)
La concentration des protéines est maximale dans le colostrum et diminue
rapidement pendant les quinze premiers jours après l'accouchement, pour
atteindre la valeur relativement constante de 9 g.L'* dans le lait mature.
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La concentration des lipides augmente graduellement au cours du premier mois
post-partum pour attemdre environ 42 g.L .
Le pH varie de 6,75 à 7,3 pendant les dbt premiers jours de la lactation [8].

4.5 -l

4.0 -l

3.5 -l

3.0 -l

2.5 -l

2.0 -]

1.5

1.0-1

0

Protéines
(mg/mL)

l 5 10 15 20
Jours de lactation
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Lipides
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0
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Jours de lactation

Figure 5 - Profiles de concentration des protéines et des lipides du lait lors du premier mois post-partum
d'après Riodan et al. [4].

L'heure de la journée (cf. figure 6)

Le taux de protéines ne varie pas au cours de la journée. Par contre, le taux de

lipides augmente le matin pour diminuer progressivement jusqu'en soirée.
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Figure 6 - Variation moyenne du taux de lipides du lait en fonction des heures de la journée d'après
Hytten [9]. Courbe l : lait produit à partir du 21èmejour de lactation. Courbe II : lait produit avant le 21ème

jour de lactation.

0 La tétée (cf. figure 7)

Le taux de protémes augmente faiblement au cours de l'allaitement.
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0 Le taux lipides augmente de 24 g.L-l à 45 g.L-l au cours de la tétée et plus le
volume tété est grand, plus le taux de lipides est augmenté entre le début et la fm
de la prise de lait [9]. Les variations des taux de lipides sont mouis importantes
pour les tétées de nuit [3].
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Figure 7 - Variation de la quantité de lipides du lait au cours d'une tétée d'après Hytten [9].

L'alimentation de la mère.

La nature des lipides consommés par la mère a une incidence sur la composition
des acides gras du lait [7]. Une étude récente a montré que la teneur en lipides du
lait varie en fonction de la diététique maternelle [10].

3. Médicaments influençant la production de lait maternel

La production de lait est prmcipalement contrôlée par la prolactine. Les médicaments
qui influencent la sécrétion de la prolactine peuvent augmenter ou diminuer la quantité
de lait produite [11].

u
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3.1. Médicaments diminuant la quantité de lait produite

Les agents dopammergiques tels que les dérivés de l'ergot, la levodopa, l'apomorphine,
etc., activent les récepteurs des cellules sécrétrices de la prolactme et ainsi, mhibent la
liberation de cette hormone.

Plusieurs hormones (œstrogènes, progestérone, clomiphène, etc.) peuvent également
diminuer la production de prolactine [12].
La production de lait peut être diminuée par la prise d'agents comme le méthylsergide,
le valproate de sodium, les prostaglandines £2 et F2a, etc.
L'alcool, en quantité importante, inhibe la libération de l'ocytocine et diminue ainsi
rejection du lait.

3.2. IVIédicaments augmentant la quantité de lait produite

Les antagonistes dopaminergiques (les neuroleptiques de la famille des phénothiazines
et des butyrophénones, le dompéridone, la méthyldopa, la réserpine, etc.) iïAibent
1'action de la dopamine sur l'hypophyse et permettent amsi la sécrétion de la prolactine
et donc l'augmentation de la production de lait.
L'ocytocine intra-nasale et l'hormone de libération de la thyrotropm (TRH) stimulent la
liberation de la prolactine.

0
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l. Mécanisme de passage des médicaments dans le lait maternel

Le passage d'une molécule du plasma dans le lait se produit principalement par diffusion
à travers la membrane alvéolaire ou par pinocytose inverse.
Dans l'espace interstitiel mammaire, les médicaments existent sous plusieurs formes :
ionisées et non-ionisées, liées et non-liées aux protéines ou aux cellules membranaires.
La membrane épithéliale est perméable aux espèces non-ionisées et liposolubles. Par
cette voie, les médicaments peuvent être metabolises dans la cellule alvéolaire. Par
exemple, il a été montré que le sulfanilamide est metabolise en N-acetylsulfanilamide
[13]. Le transport actif par des transporteurs ou des protéines lipophiles est une voie de
passage mineure. Pour les molécules ionisées de petit poids moléculaire (<200), le
passage se fait à travers les pores de la membrane. Les médicaments peuvent également
circuler par les voies intercellulau-es.

[1J4]

Si le débit sanguin diminue très rapidement, il peut exister une diffusion mverse, du lait
vers le sang. Ainsi, il a été montré que la théophylline [15], le zipiclone [16] et le
midazolam [17] pouvaient être réabsorbés du lait dans le plasma.

0
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2. Determinants du passage des médicaments dans le lait maternel

2.1. Facteurs liés à la molécule médicamenteuse

2.1.1. La liaison protéinique

L'importance et l'affînité de la liaison de la molécule aux protémes plasmatiques et aux
protémes du lait, sont des facteurs mfluençant la concentration du médicament dans le
lait.
Seule la fraction libre d'un médicament traverse la membrane biologique pour se
retrouver dans le lait maternel : plus la molécule est liée aux protémes plasmatiques,
moins elle diffuse librement à travers la membrane alvéolau'e dans le lait.

Généralement, le pourcentage de fixation des médicaments aux protéines du lait est
quantitativement plus faible qu'aux protéines du plasma. Cela est corrélé avec le fait que
le taux de protémes du lait (9 g.L ) est beaucoup plus faible que celui du plasma (75
g.L-I) et que l'affinité des médicaments aux protéines du lait est faible par rapport aux
protéines du plasma, en particulier pour ralbumine[18]. Ainsi, la concentration du
médicament dans le lait n'est influencée que très peu par la liaison aux protémes du lait.
Cependant, si une molécule se lie facilement aux protéines du lait, celle-ci aura tendance
à s'accumuler dans le lait maternel. Fleishaker et al. ont démontré que la liaison aux
protémes du lait et du plasma affectait la détermination du rapport des concentrations
dans le lait et dans le plasma, pour le diazépam, le phénytoin et le propanolol [19].
[1,3,4]

2.1.2. Le degré d'ionisation

0

Seule la fraction non ionisée d'une molécule diffuse librement à travers la membrane
biologique dans le lait jusqu'à l'équilibre des concentrations dans les phases aqueuses du
plasma et du lait (cf. figure 8). Ainsi, les molécules faiblement ionisées sont excrétées
dans le lait en plus grande quantité que les composés fortement ionisés [3]. Les
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n concentrations des fractions non-ionisées d'antipyrine, de sulphadimidine et de
triméthoprime ont été mesurées dans le lait et le plasma et des valeurs similaires ont été
obtenues dans les deux milieux [20].

PLASMA LAIT

Protéines
Fraction
Ubre ^î

0 <: -> NI
"---..

.-' <

1
Tissus

Protéines
Fraction
Kbre it
C.NI ~ï ^1 )̂

It
lipides

Figure 8 - Distribution d'un médicament enû-e les différentes phases du plasma et du lait. l : fi-action
ionisée du médicament, NI : fi'action non ionisée du médicament d.après Atkinson et ai. [21] et Fleishaker

etal[19].

Le degré d'ionisation d'une molécule dépend du pH du milieu et de la constante de
dissociation (pKa) :

NI
Molécule acide log1— = pKa - pH

Molécule basique log—^ = pKa - pH

(NI '.fraction non ionisée de la molécule, l : fraction ionisée de la molécule)

0

Le rapport des concentrations totales (ionisés et non-ionisés) de la molécule, non liée
aux protéines du lait et du plasma, peut être estimé à partir des pH du lait et du plasma et
du pKa de la molécule médicamenteuse selon l'équation de Henderson-Haselbach [l] :

Molécule acide

Molécule basique

L 1+10 (PHla"-PKa)
( pHplasma - pKa )

L ^+-^Q(pKa-pWt"n
(pKa- pHpiasma )
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0 (L: concentration de la molécule non liée dans le lait, P: concentration de la molécule
non liée dans le plasma, pHiau .' pHdu lait, pHpiasma ." pH du plasma)

En général, le rapport L/ P a une valeur inférieure ou égale à l pour les acides faibles et
une valeur supérieure ou égale à l pour les bases faibles (figure 9). Cela a été démontré
pour la sulphadoxine, la pénicilline, le triméthoprun et l'érythromycine [20].

Les variations du pH du lait par rapport au pH du plasma entraînent des modifications du
rapport L/ P surtout pour les acides faibles et les bases faibles (cf. figure 9).

e:
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•7.00
pHduptasfna
7.35
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Figure 9 - Estimation du rapport L/ P en fonction du pH du lait pour des molécules ayant différentes
valeurs de pKa d'après Wilson et al.. [1].

2.1.3. la solubilité

u

La liposolubilité semble être la propriété physico-chimique la plus importante pour
prédire les variations de concentrations d'un médicament dans le lait.
L'épithélium alvéolau'e constitue une barrière lipidique qui est plus perméable les
premiers jours de la lactation, lors de la production du colostrum. La liposolubilité d'un
médicament non-ionisé détermine donc son passage dans le lait à travers la membrane
alvéolaire. Pour les composés hydrosolubles et les ions, le passage se fait à travers les
pores de la membrane ou les espaces intercellulaires (cf. figure 4). Même si une
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molécule est non-ionisée à 100%, si sa liposolubilité est faible, son absorption à travers
la membrane sera faible et son excrétion dans le lait sera limitée.

La liposolubilité détermine également la concentration d'un médicament dans les lipides
du lait. Des études sur du lait animal ont montré que les barbituriques liposolubles se
concentraient dans les lipides du lait tandis que les sulfonamides hydrosolubles se
retrouvaient principalement dans la phase aqueuse du lait (cf. figure 10) [20,22]. Il a été
montré que la distribution des barbituriques entre les phases aqueuse et lipidique était
corrélée à leur coefficient de partage chloroforme/eau. Dans le lait humam, la
distribution des médicaments dans les lipides a été étudiée pour le diazépam, le
disopyramide, le phénobarbitone, la phénytoïne et la warfarm [23]. Il a été montré que le
diazépam et la phénytoïne se concentraient dans les lipides du lait.
Le taux de lipides change pendant la période de lactation selon différents paramètres (cf.
partie I, chapitre l, 2.3.), ce qui entraîne des variations de concentrations des
médicaments non-liés dans le lait. Par conséquent, il est important de connaître la teneur
en lipides du lait pour estimer et mesurer la quantité de médicament dans le lait.
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Figure 10 - Relation enfa-e la liposolubilité et la concentration des médicaments dans le lait écrémé d'après
Wilsonetal. [1].
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n 2.2. Facteurs Ués à la mère

La dose, la fi-équence et la voie d'admimstration sont des paramètres qui influencent la
concentration d'un médicament dans le lait maternel. Plus la posologie d'un médicament
est élevée, plus la concentration du médicament dans le lait est élevée. Suivant la voie
d'administration, les médicaments se retrouvent plus ou moins rapidement et en plus ou
moins grande quantité dans la circulation sanguine. Les voies intraveineuse et
intramusculaire sont celles qui permettent un passage rapide des substances dans le lait,
à des concentrations élevées, tandis que la voie topique modère et ralenti ce passage.

D'autre part, pendant la grossesse et la période de lactation, plusieurs paramètres
physiologiques changent et affectent la disposition des médicaments au niveau de la
mère. Les variations les plus unportantes ont lieu pendant la grossesse et les premières
semaines suivant l'accouchement. Ensuite, la pharmacocinétique des médicaments
revient progressivement à Fêtât précédent la grossesse.

La distribution

Pendant la grossesse et la période post-partum, le volume plasmatique augmente
et donc les concentrations sanguines diminuent.
D'autre part, le taux de protéines plasmatiques diminuent et les taux d'hormones
associés à la grossesse et à la lactation augmentent (cf. figure 3), ce qui entraîne
une diminution de l'affmité des médicaments avec les protéines du plasma. La
fraction non-lié des médicaments est donc plus élevée et peut entraîner une
augmentation des concentrations dans le lait [24].
La glande mammau-e constitue un nouveau compartiment pour la distribution des
médicaments.

0

Le métabolisme

Le tissu mammaire peut métaboliser certains médicaments comme le
sulfanilamide [13].
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L'augmentation du taux d'hormones peut influencer le métabolisme des
médicaments par des phénomènes d'induction ou d'inhibition. Il a été montré
que l'estradiol et la progestérone interagissent avec les CYP450 (CYP1A1 et
CYP1A2) et inhibent par conséquent la formation des métabolites de la caféine
[25].
Certames activités hépatiques sont modifiées pendant la grossesse et
l'allaitement. Par exemple, des altérations dans les rapports métaboliques de la
carbamazépine ont été observées pendant la grossesse[26].

L 'elimination

Le lait constitue une voie additionnelle d'élimination.

L'augmentation du flux sanguin rénal entraîne une augmentation de la clairance
des médicaments à élimination rénale majoritaire. Cela a été rapporté pour
plusieurs médicaments, par exemple, la pénicilline et la digoxine [27], la
péthidme [28] ou l'acide valproïque [29].

2.3. Facteurs Ués à la glande mamniaire

Plusieurs facteurs de la glande mammaire interviennent dans le passage des
médicaments dans le lait :

• La morphologie
Des changements morphologiques au niveau de la structure du sem et des
alvéoles se produisent pendant la grossesse et pendant la lactation, jusqu'à la fm
de l'allaitement. Ces modifications mfluencent le passage des médicaments et le
métabolisme mammaire.

u
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Le flux sanguin
La lactation est associée à un flux sanguin élevé au niveau des sems et à une
augmentation du rythme cardiaque. Cela entraîne des variations de la vitesse de
presentation des médicaments à la glande mammaire.

Le métabolisme mammaire

Le tissu de la glande mammaire a la capacité de métaboliser certains
médicaments [1].

2.4. Facteurs liés à la composition et au pH du lait

La distribution d'un médicament dans les différentes phases du lait dépend
essentiellement des constituants suivants (cf. partie I, chapitre l, 2.3. et chapitre 2,2.3.):

Les protéines
(liaisons à la lactalbumme, la caséine et les autres protéines du lait)

les lipides
(dissolution à la surface ou à l'intérieur des globules de lipides)

• la phase aqueuse
(dissolution des médicaments non liés et non-ionisés suivant le pKa et le pH du
lait)

2.5. Facteurs Ués à l'enfant aUaité

u

La concentration des médicaments dans le lait est étroitement liée à la période de prise
du substrat par la mère par rapport à la période de tétée (cf. figure 11). Le moment le
plus opportun pour donner la tétée se situe juste avant la prise d'une nouvelle dose, sauf
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0 si le taux sérique a atteint un équilibre : dans ce cas, la période de tétée n'a pas
d'unportance par rapport à la prise de médicament et la concentration dans le lait n'est
que peu mfluencée par le schéma thérapeutique.

i
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Figure 11- profile ideal de la prise de médicament par rapport à l'allaitement d'après Wilson et al. [1].

3. Calcul de la dose de médicament reçu par l'enfant via le lait maternel

Le rapport des concentrations d'un médicament dans le lait et dans le plasma (£/P) est
généralement utilisé pour estimer la concentration dans le lait (Ciaii), en fonction de la
concentration dans le plasma maternel (Cpiasma)-

('( — '^olasma

0

Ciait permet ensuite de calculer la dose journalière reçue par l'enfant, en fonction du
volume de lait consommé pendant une tétée et le nombre d'allaitements par jour [30] :

Dose =Cla,tXViattXN
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La concentration plasmatique moyenne à l'équilibre, après administration de doses
répétées chez le nouveau-né, via l'allaitement est calculée suivant les paramètres
pharmacocinétiques du médicament :

3.1. Mesure du rapport L/P

La mesure du rapport L/P a un instant donné t ne permet pas d'estimer correctement les
doses reçues par l'enfant car il varie en fonction de nombreux facteurs (cf. partie I,
chapitre 2, 2.).

e•plasmatique
Dose xf

Ke xVdxt

(f : biodisponibilité, Ke : constante d'élimination, Vd : volume de distribution, t : temps
entre les tétés)

Le rapport L/P, calculé à partir des concentrations moyennes pendant une tétée, est plus
approprié car il tient compte du fait que les concentrations dans les deux milieux
évoluent différeniment en fonction du temps. Les aires sous les courbes (ASC) de
concentrations en fonction du temps permettent de calculer le rapport L/P et la
concentration moyenne Cm dans le lait (cf. figure 12) :

UP
ASClait
ASCplasma

e,m
ASClait
t

(t : intervalle de temps pour l'estimation de ASC)

0
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Figure 12 - Relation entre les concentrations d'un médicament mesuré dans le lait et le plasma, pour deux
tétées prises pendant l'mtervalle pharmacocinétique d'après Wilson et al. [1].

3.2. Estimation du rapport L/P

0

Il existe plusieurs modèles pour estuner les valeurs du rapport L/P à l'équilibre.
Le modèle d'Henderson-Haselbach, qui se base sur la partition ionique des molécules
entre le lait et le plasma (cf. partie I, chapitre 2, 2.1.2.), est un modèle très simplifié qui
ne tient pas compte de l'affinité protéinique et de la liposolubilité du médicament.
D'autres modèles [19,21] tiennent compte des liaisons aux protéines du plasma et du lait
et des paramètres pharmacocinétiques du médicament (dose, clairance, biodisponibilité).
Cependant, l'affinité des médicaments avec les protéines du lait n'est souvent pas
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0 connue. Atkinson et al. utilisent alors une estunation à partir du coefficient de partage
entre l'octanol et l'eau [21].
Les dififérents modèles s'ajustent plus ou moins bien aux mesures faites sur du lait
humain [30]. Ils sont surtout utiles lorsque les études cliniques ne sont pas réalisables.

0
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Chapitre 3 : Procédures analytiques de dosage des médicaments dans le
lait maternel

l. Prélèvements des échantillons de lait

De nombreux facteurs affectent le passage des médicaments dans le lait maternel (cf.
figure 13).

Pour que la concentration médicamenteuse ait une signification pharmacocinétique et
clinique, il est donc important de recueillir un certain nombre de renseignements lors du
prélèvement de lait maternel.

u
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Figure 13 - Détennmants de la concentration du médicament dans le lait et de l'effet pharmacologique
potentiel chez l'enfant d'apres Pons et al. [l l].

1.1. Méthodes de prélèvements

0

Il existe principalement deux méthodes pour collecter des échantillons de lait [31]. La
première consiste à prélever du lait d'un sein à la main ou mécaniquement à l'aide d'une
pompe. L'autre méthode consiste à recueillir le lait qui s'écoule du sem opposé à celui
tété par l'enfant. La première méthode est préférable à la deuxième car la composition
du lait est plus proche de celle du lait que reçoit l'enfant. Le prélèvement à la main est



0

Passage des médicaments dans le lait maternel
Partie l Chapitre 3

61

une technique facile et confortable pour la mère, tandis que l'utilisation d'une pompe
peut causer de l'œdème et l'éclatement des petits vaisseaux sanguins du mamelon [9].

1.2. Renseignenaents relatifs à l'échantillon de lait

Plusieurs renseignements relatifs à la mère, à la prise d'échantillon, au déroulement des
tétées et à l'enfant sont unportants de connaître pour pouvoir interpréter les
concentrations mesurées dans le lait (cf. tableau III).

Renseignements à collecter

Mère - Date de l'accouchement

- Nombre de semame de grossesse
-Parité
- Alimentation
- Etat pathologique et psychologique
- Presence éventuelle d'une nouvelle grossesse
- autre traitement éventuel (molécule, schéma thérapeutique)

Echantillon - Date, heure
- Mode d'expression
- Sein prélevé
- Début ou fin de tétée

Déroulement
des tétées

- heure des allaitements

- seins tétés et dans quel ordre

Enfant - poids
-score apgar
- état de santé générale
- enfant prématuré ou à tenue

Tableau III - Renseignements à collecter lors d'une prise d'échantillon de lait.

1.3. Renseignements relatifs à la molécule médicamenteuse

u
Pour interpréter en terme pharmacocmétiques, les concentrations du médicament
mesurées dans le lait, il est important de connaître le déroulement du traitement
pharmaceutique :
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Schéma thérapeutique (dose, fréquence des prises, horaires des prises)
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2. Analyse des échantillons de lait

2. l.Caractéristiques du lait humain

2.l.l.Comparaison du lait aux autres milieux biologiques

Le lait est un milieu particulièrement complexe qui contient environ autant d'éléments
différents que le plasma. Cependant, le lait est plus difficile à traiter que le plasma car sa
composition varie beaucoup suivant de nombreux facteurs, en particulier les taux de
protéines et de lipides (cf. partie I, chapitre l, 2.3.). Les taux élevés de lipides dans le lait
rendent difficiles les procédures d'extraction et les analyses chromatographiques. La
haute variabilité de la composition du lait entraîne généralement une faible
reproductibilité au niveau des résultats de la méthode d'analyse [32].
Dans ces conditions, l'analyse des médicaments dans le lait maternel nécessite le
développement de méthodes capables d'éliminer les lipides et les protéines et peu
sensibles aux variations de composition.

2.1.2.Comparaisoa du lait humain au lait animal

u

Les mammifères produisent des laits maternels de composition différente (cf. tableau
IV). La composition révèle en général les besoms post-partum du nouveau-né animal.
Les variations des taux de lipides, de protémes et les variations de pH, suivant les
espèces, rendent difficile l'extrapolation des résultats des laits animaux au lait humain.
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n {Dans les paragraphes suivants, ne sont citées que les études qui portent sur le lait
humain.)

Constituants Composition ( g/lOOg de lait )

homme vache singe chien souris rat lapin

eau 87.6 87.3 84.6 76.5 70.7 69.1 67.2
solides 12.4 12.7 15.4 23.5 29.3 30.9 32.8
protéines 1.0 3.4 1.6 7.9 9.0 11.8 13.9
caséine 0.4 2.8 1.1 5.8 7.0 8.5
lipides 3.8 3.7 4.0 12.9 13.1 14.8 18.3
carbohydrates 7.0 4.8 7.0 3.1 3.0 2.8 2.1
cendres minérales 0.2 0.7 < 0.1 1.2 1.3 1.5 1.8
pH 7.0 6.7 --- 6.6

Tableau FV - Composition du lait de diflférents mammifères d'après Rossi et al. [32].

2.2. Techniques de traitement des échantiUons de lait

La plupart des méthodes d'extraction, utilisées pour le traitement des échantillons de lait
humain, proviennent de méthodes existantes pour le traitement des échantillons de
plasma.

De nombreuses études cliniques ponctuelles, qui concernent généralement le traitement
d'une pathologie chez une ou quelques femmes allaitant, mentionnent le dosage de
médicaments dans le lait maternel. Cependant, la méthode d'extraction utilisée n'est
pratiquement jamais décrite ou fait référence directement à une méthode existante dans
le plasma [33-36].

u

Dans les études qui détaillent les procédures de traitement des échantillons de lait, les
extractions liquide/liquide (LLE) sont majoritairement utilisées. Quelques articles
rapportent des méthodes d'extraction en phase solide (SPE).
D'autres techniques sont également décrites dans la littérature: injection directe [37],
ultrafiltration ou dialyse [38], précipitation des protéines [39,40], extraction par



0

Passage des médicaments dans le lait maternel
Partie I Chapitre 3

64

reactions enzymatiques et immunologiques [41-43]. Ces techniques sont moins efficaces
que les extractions liquides ou solides et ne permettent pas d'éliminer suffisamment les
lipides contenus dans le lait.

2.2.1. Extraction Uquide/liquide

La plupart des méthodes LLE, utilisées pour le traitement des échantillons de lait, sont
des méthodes qui ont été développées pour le traitement des échantillons de plasma (cf.
tableau V). Très souvent, aucune modification n'est apportée du plasma au lait et les
rendements d'extraction dans le lait ne sont pas mentionnés. Dans ces conditions, il est
difficile de savoir si les procédures sont adaptées et efficaces.
Généralement, dans les méthodes d'extraction détaillées, des traitements
supplémentaires sont nécessaires pour élunmer les lipides contenus dans le lait : par
exemple, par acidification (pH 1-2) du lait avant l'extraction et élimmation de la couche
lipidique [44] ou par lavages successifs des différentes phases pendant l'extraction
[45,46].
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0 2.2.2. Extraction en phase solide

Dans la littérature, quelques méthodes SPE sont décrites (cf. tableau VI). Certaines sont
des procédures sommaires qui ne permettent pas d'obtenir des échantillons
suffisamment propres, de telle sorte que des éléments de la matrice interfèrent avec les
médicaments lors de l'analyse chromatographique [58]. Dans certain cas, une
précipitation des protéines (par centrifugation après acidification, alcalinisation ou ajout
d'un solvant organique) est réalisée avant la SPE pour libérer les médicaments liés et
élimmer ainsi les protémes [5,9].

Un seul article rapporte l'analyse de médicaments variés, provenant de différentes
classes pharmaco logiques, pour le criblage toxicologique dans le lait maternel [59]. La
méthode SPE, mise au pomt dans cette étude, pennet d'obtenir des rendements
d'extraction de 50 à 95 %, mais quelques éléments de la matrice interfèrent dans
1'analyse par chromatographie en phase liquide (HPLC) et détection à ultra violet (UV).
D'autre part, ces travaux se limitent à la mise au point de la méthode d'extraction et ne
présentent pas la validation analytique.

La SPE est une méthode de choix pour l'extraction des médicaments dans le lait. Elle
offre une large variété de colonnes (volume de la cartouche, nature et quantité de la
phase stationnaire) ce qui permet d'extraire presque toutes les molécules. Contrairement
à la LLE, la SPE a l'avantage d'etre rapide, d'utiliser de petits volumes d'échantillon et
de solvant et d'etre facilement automatisable.
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2.3. Techniques d'analyse des médicaments dans le lait

La méthode d'analyse la plus utilisée pour le dosage des médicaments dans le lait est
l'HPLC couplée avec plusieurs types de détecteur, en particulier le détecteur UV (cf.
tableau V et IV). L'HPLC-UV est une technique très courante, peu coûteuse et facile à
mettre en œuvre pour un ou plusieurs médicaments mais elle nécessite souvent plusieurs
étapes de traitement de l'échantillon, car la détection UV n'est pas très spécifique.

Pour réaliser le criblage des médicaments dans le lait. La chromatographie en phase
gazeuse (GC) est préférable à l'HPLC, car elle possède un pouvoir de résolution élevée
ce qui permet de séparer plusieurs composés dans un mélange complexe. La GC couplée
avec un détecteur à spectrométrie de masse (MS) offre la possibilité de doser les
médicaments avec une sélectivité et une sensibilité élevée, ce qui permet d'attemdre des
limites de détection très basses.
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PARTIE II

MISE AU POINT D'UNE METHODOLOGIE

POUR LE CRIBLAGE DES MÉDICAMENTS
DANS LE LAIT MATERNEL
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Chapitre l : Protocole clinique pour le prélèvement des échantillons de
lait

l. Introduction

L'étude du passage des médicaments dans le lait maternel nécessite la connaissance
détaillée des propriétés du lait et des facteurs qui peuvent modifier ce passage. La
pharmacologie des médicaments chez la mère, la physiologie mammaire, la composition
du lait, la demande nutritionnelle et la pharmacologie chez l'enfant, les propriétés
physico-chimiques des médicaments, sont autant des facteurs qui modulent l'excrétion
des médicaments dans le lait et qui affectent la vitesse de passage et les concentrations
dans le lait (cf. partie I, chapitre 2).

Dans la littérature, de nombreuses études rapportent la présence de médicaments dans le
lait maternel [33-36,62]. Ces études concernent souvent quelques cas clmiques et très
peu d'informations relatives à l'échantillon (dose, délai entre dose et tétées, etc.) et à la
pharmacocinétique du substrat (cinétique de transfert, pourcentage transféré, etc.) sont
mentionnées. L'mterprétation des résultats ne tient généralement pas compte des
facteurs qui peuvent affecter le passage des médicaments. Dans ces conditions, il est
difficile de comparer les concentrations obtenues chez différents sujets et de carreler les
résultats à d'autres études. L'interprétation clmique est très limitée.

Dans ce contexte, il est important de mettre en place une méthodologie générale qui
prend en compte la sélection de renseignements pertments lors du prélèvement
d'échantillons de lait pour revaluation et l'interprétation pharmacocinétique et clinique
des concentrations des médicaments mesurées dans le lait.
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2. Objectifs

L'objectif principal est de mettre en place un protocole clinique de prélèvement
d'échantillons de lait pour l'étude du passage de plusieurs molécules médicamenteuses.

Ce protocole permettra :

• revaluation du passage des médicaments dans le lait maternel en fonction des
différents paramètres de variation, à l'aide des données recueillies lors des

prélèvements,

l'élaboration d'une base de données pour des recherches fiitures sur la cinétique
des médicaments chez la femme allaitant au niveau du lait maternel et chez le

nouveau-né allaité.

3. Protocole

Le protocole est présenté en annexe l.
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Chapitre 2 : Méthode générale de criblage des médicaments dans le lait
maternel

l. Introduction

Dans la littérature, de nombreuses études portent sur le dosage des médicaments dans le
lait maternel, mais ces études sont ponctuelles et concernent généralement quelques
médicaments et leurs métabolites (cf. partie I, chapitre 3, 2.2.). Un seul article rapporte
l'analyse de différents principes actifs, provenant de plusieurs classes pharmacologiques,
pour le criblage toxicologique dans le lait maternel [59]. Cette dernière étude est
préliminaire et se limite à la mise au point d'une méthode d'extraction dans le lait. La
validation analytique du dosage par HLPC-UV n'est pas détaillée.

D'autre part, la plupart des méthodes de dosage dans le lait proviennent de méthodes
existantes pour le dosage des médicaments dans le plasma ou d'autres milieux
biologiques. Souvent aucune modification n'est apportée par rapport à la méthode
existante et les paramètres analytiques (rendements, Iméarité, précision, etc.) ne sont pas
détaillés. Dans ce contexte, il est difficile de savoir si ces méthodes sont adaptées et
efficaces car le lait est plus riche en lipides et acides gras que le plasma.

Dans ce contexte, il est intéressant de mettre au point une méthode générale de dosage
des médicaments les plus utilisés pendant l'allaitement, applicable aussi bien au criblage
toxicologique dans le lait maternel qu'à la détection spécifique d'un médicament prescrit
pour une pathologie pendant l'allaitement.
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0 2. Objectifs

L'objectifest de développer une méthode générale de criblage, dans le lait maternel, des
molécules médicamenteuses et des xénobiotiques pouvant être prescris ou non pendant
la période d'allaitement.

Cette étude doit :

inclure des molécules médicamenteuses ayant des propriétés chimiques variées,
qui représentent les différentes classes pharmacologiques utilisées pendant
l'allaitement,

être applicable et transposable à d'autres médicaments des ces mêmes classes
pharmaco logiques,
être adaptée pour l'analyse routmière toxico logique et pharmacologique clinique.

3. Chobt méthodologiques

3.1. Molécules tests

18 molécules médicamenteuses ont été choisies selon les critères suivants (cf. tableau
VII):

prescription possible chez la femme allaitant,
• passage dans le lait maternel puis chez le nouveau-né, observé antérieurement,

appartenance à différentes classes pharmacologiques,
structures et propriétés physico-chimiques différentes,

molécules analysables en GC-MS.

0
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n Molécules Classes pharmacologiques References

Caféine

Chlorphéniramine
Chlorpromazine
Cocaine

Codéine

Diazépam
Doxylamine
Fluoxétine

Méthadone

Méthorphan
Nifédipine
Norméthadone

Péthidine

Sélégiline
Thioridazine

Triazolam

Triméprazine
Trimipramine

analgésique
antihistaminique HI
neuroleptique
anesthésique local
antitussif narcotique
hypnotique
antihistaminique HI
inhibiteur de la recapture de la sérotonine
analgésique morphinique
antitussif

antiangoreux

analgésique morphmique

analgésique morphinique

antiparkinsonien

neuroleptique
hypnotique

antipruritique

antidépresseur

[63] [64]

[65] [66]
[67]
[68]
[47] [46]
[69]
[49] [70]
[71] [72]
[69]
[56]
[71] [72]
[73][74]
[69]
[75]
[76,77]
[78]
[79]

Tableau VH - Molécules choisies pour la mise au pomt de la méthode de dosage des médicaments
dans le lait. Les références correspondent aux études concernant ces médicaments dans le lait

maternel humain.

Les monographies de chaque médicament, comprenant la stmcture chunique, les
propriétés physico-chimiques, ainsi que le spectre de masse obtenu dans les conditions
de la méthode d'analyse sont présentés en annexe (cf. annexe 2).

u

Cette sélection permet d'inclure des molécules variées d'un point de vue analytique et
d'un point de vue physiologique. La sélection comprend des acides (diazépam, pka=3,3)
et bases (chlorpromazme, pka=8,2) (méthorphan, pka=8,3), ayant des groupements
fonctionnels caractéristiques différents (aminé, hydroxyle, phényle, etc.), des structures
chimiques variées, des solubilités différentes, etc., ceci dans le but de développer une
méthode d'analyse générale, applicable au plus grand nombre de molécules possible et
transposable aux médicaments d'une même famille pharmaceutique et aux métabolites.
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n 3.2. Méthode d'extraction

Dans la littérature, l'extraction liquide/liquide est largement utilisée pour la
determination des médicaments dans le lait (cf. partie I, chapitre 3, 2.2.1.). Cependant,
1'extraction en phase solide présente de nombreux avantages et tend à être de plus en
plus utilisée [80-83] :

technique rapide et sunple,

pas de formation d'émulsion (par rapport à la LLE),

technique flexible, par Ie large chobc de phases stationnaires, et de solvants
d'élution miscibles et non miscibles avec l'eau et par la possibilité d'éluer
thermiquement les composés volatils et semi-volatils,
technique nécessitant de faibles quantités d'échantillons et de solvants
organiques.

Ainsi, la SPE a été choisi comme méthode d'extraction pour le criblage des
médicaments. Sa facilité d'utilisation la rend particulièrement adaptée pour
l'automatisation des analyses.

Dans le lait, les médicaments sont distribués dans différentes phases (cf. partie I,
chapitre l, 2.2) et peuvent être liés aux protémes du lait. Pour doser la totalité de
médicament contenue dans le lait, la méthode d'extraction doit permettre de :

utiliser une faible quantité de lait (^ ImL),
• libérer les médicaments de leurs liaisons aux protéines du lait,

libérer les médicaments contenus dans les micelles de lipides,

éliminer les lipides et les protémes.

u
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3.3. Méthode d'anatyse

La GC-MS a été choisie pour l'analyse qualitative et quantitative des médicaments dans
le lait, car c'est une techmque sélective, spécifique et sensible. La GC est
particulièrement adaptée à l'analyse de mélanges complexes car elle a un pouvoir de
separation chromatographique élevée. L'utilisation de la MS permet une détection
spécifique puisque chaque composé à un schéma de fragmentation qui lui est propre. De
plus, la MS est une technique sensible qui permet d'atteindre des limites de détection
très basses.

La GC-MS est largement utilisée en médecme légale [84] et c'est une des techniques les
plus adaptées au criblage de médicaments dans les milieux biologiques [85,86].

4. Résultats

La validation de la méthode de dosage des médicaments dans le lait est présentée dans la
publication :

Screening of drugs in human breast milk by Solid-Phase Extraction and Gas

Chromatography - Mass Spectrometry

Marie-Sophie Caubet, Jean-Louis Brazier

Journal of Analytical Toxicology (soumise)

4.1. Résumé de la publication

0

Une méthode générale, simple a été développée pour l'analyse de médicaments variés
dans le lait maternel. Dix huit composés, provenant de classes pharmacologiques
différentes, ont été extraits de 500 [iL de lait par extraction en phase solide sur
cartouches Cl 8 et analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée à la
spectrométrie de masse. La plupart des rendements d'extraction obtenus étaient
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n supérieur à 80 %. Les fonctions de calibration étaient linéaires pour une gamme de
concentrations comprises entre 0.1 et 50 ng.p.L . Dans la littérature, une seule méthode
rapporte le criblage de plusieurs médicaments dans le lait maternel. Par conséquent, la
présente méthode est particulièrement intéressante pour évaluer les risques de passage
des médicaments chez le nouveau-né, pendant la lactation. La méthode peut-êtire
appliquée au dosage d'une grande variété de principes actifs, prescrits et non prescrits,
utilises pendant l'allaitement.

4.2. PubUcation

0
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Screening of drugs in human breast milk by Solid-Phase Extraction and Gas
Chromatography - Mass Spectrometry.

Journal of Analytical Toxicology (soumise)

Marie-Sophie Caubet MSc, Jean-Louis Brazier PhD

Chau'e Pharmacie,

Centre de Recherche de l'Hôpital Sainte-Justine,
CP 6128, succursale Centre-Ville

Montreal (QC) H3C3J7
Tél.: (514) 345 4931 ext. 3983
Fax:(514)3454988

ABSTRACT

A simple general method was developed to determine various dmgs in human breast
milk. Eighteen drugs were selected as representative fi-om different pharmacological
groups and extracted fi-om 500(J.l of milk by a solid phase extraction procedure on a
polymeric sorbent-C18-based cartridge. Extracts were analysed by gas chromatography
coupled with mass spectrometry. Most of the recoveries were greater than 80 %.
Calibration functions were linear m the calibration range of 0.1-50 ^ig.ml . In the
literature, only one method has been previously reported for the screening of several
dmgs m human breast milk. Therefore, the present method is particularly relevant for the
analysis of breast milk of women receiving drugs and can be adapted for a large variety
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of chemicals, drugs of abuse, as well as other pharmacotherapeutic agents. It can help to
evaluate the potential toxicological risk for the neonate associated with breast-feeding.

INTRODUCTION

0

In the recent years, the advantages of human milk for the optimum growth and
development of the infant have become more widely recognized. As a result, there has
been an increase of the incidence and the duration of breast-feedmg (1). Prescription
and non-prescription medications are common durmg the lactation, particularly when the
mother is affected by pathologies like diabetes, hypertension, asthma or epilepsy (2). As
the number of women choosing to breast-feed theu' infant increases, the potential
exposure of their child to a variety of drugs thought breast milk also mcreases (2, 3).
Most often, the guidelmes for prescription and contraindication are limited by the
absence of data for many dmgs and the questionable reliability of the available data.
Above all, the determination of the degree of transfer of drugs from the blood stream to
breast miUc requires the availability of analytical methods for identifying and quantifymg
these drugs in both plasma and breast milk.
Literature gathers only few analytical methods for human breast milk screening as
compared to other biological fluids, like plasma. A lot of studies for drugs excretion into
milk have been reported in clinical journals, but the analytical methods are generally not
described (4, 5). Most of the tune, authors refer to existing methods developed for
plasma but do not report any of the analytical parameters of the milk analysis, such as
recovery, linearity, variability, etc. (6, 7). However, milk is a complex and variable
matrbî, which cannot be handled like other biological samples. Moreover, methods
reported in the literature generally focus on the determination of only one specific drug
or very few dmgs of the same pharmacological class.
Most of the reported methods consist in liquid-liquid extraction procedure and high-
performance liquid chromatography (HPLC) analysis (9-12). Few articles mention the
use of solid phase extraction (SPE). SPE has been described for the dosage of
methohexital, mepiridine and diazepam (13) and nefazodone (14) m breast milk, usmg
procedures similar to those developed for plasma. Pica Y. et al (15) extracted
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0 organochlorme pesticides fi'om human milk on C-18 glass column, using however large
volume of milk sample (5 ml). Phenytoin (16) and zonisamide (17) have been monitored
into breast milk after SPE on C-18 cartridges. Olanzepine was also deteriiuned into
breast milk by SPE on ion-exchange cartridges (18). Some SPE procedures were very
simple but could not afford a correct clean-up of the samples in order to avoid matrbc
peaks interferences on the chromatogram (16, 19).
Only one article reported the screening fi-om breast milk of several dmgs fi-om different
pharmacological classes, by SPE and HPLC analysis (19). In this study, difficulties were
encountered for cleaning the niatrbc properly and a high variability was observed m the
results. Moreover, the use ofHPLC and ultra-violet detection resulted in poor selectivity
and sensitivity, makmg this method not suitable for a useful screening from breast milk.
Furthermore, no drugs of abuse were included m this study.
The aim of the present work was to develop a general analytical method for the
screening of various drugs in breast milk for routine toxicological assays as well as
specific determination of drugs in pharmacological studies. Eighteen dmgs, which can
be prescript or used fi-eely during breast-feeding, were selected as models for the study.
These drugs were chosen classes with different physical and chemical properties and
from various pharmacological, in order to provide a method easily transferable for other
drugs. Analyses were carried out using SPE and gas chromatography coupled mass
spectrometry (GC-MS).

EXPERIMENTAL

0

Chemicals

Methanol and hexane were purchased fi'om V.W.R. Scientific (Montreal, Quebec,
Canada). Water HPLC reagent was fi-om Moqum scientific Inc. (Lachenaie, Quebec,
Canada). Hydrochloric acid and isoproylamine were from Sigma-Aldrich Ltd. (Oakville,
Ontario, Canada).

Anhydrous caffeine, chlorpheniramine maleate, chlorpromazine HC1, cocaine HC1,
codeine phosphate, diazepam, doxylamine Succinate salt, fluoxetine HCl, methadone
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HC1, methorphan HBr, nifedipme, normethadone HCL, pethidine HC1, selegiline
hydrochloride, thioridazine, triazolam, truneprazine tartrate and trimipramine maleate
acid were a gift of the Clinical Department of Biochemistry of the Samte-Justine
Hospital (Montreal, Quebec, Canada).

Solvents and chemicals were all of analytical grade.

Calibration and reagent solutions
A stock solution containing 500 pg/mL of caffeine, chlorpheniramme, chlorpromazme,
cocaine, codeine, diazepam, doxylamine, fluoxetine, methadone, methorphan,
nifedipine, normethadone, pethidme, selegiline, thioridazine, triazolam, trimeprazine and
trunipramine was prepared in methanol. This mbttiu-e was added to blank milk to give
the fmal concentrations of 0.1, 1, 2, 5, 10, 20 and 50 fig.mL . Human blank milk
samples were obtained from the Obstetric-Gynaecology Department of the Hospital
Samte-Justine (Montreal, Quebec, Canada), from nursing mother, who had taken no
medication and had abstained consummg any caffeine and xanthines-contaming
products.

The stock solution and specimens were kept firom light and stored at -20°C for one
month without deterioration.

u

Instrumentation and chromatographic conditions
GC-MS was used for the analysis of drugs. The mstrumentation consisted of a HP-6890
Series gas chromatograph and a HP-5973 Series mass selective detector, from Hewlett-
Packard (Kirkland, Quebec, Canada).
The gas chromatograph was equipped with an HP-5MS fused silica capillary GC column
(30 m x 0.25 mm I.D., 0.25 |j,m film thickness; 5% phenyl-methyl-siloxane) from
Hewlett-packard (Kirkland, Quebec, Canada). Helium was used as carrier gas at
ImL/min. Samples were injected m the splitless mode (mlet temperature, 260°C) using a
purge delay of 0.8 min. The GC temperature was programmed at 90°C for l min, then
rapped at 4°C/min to 290°C and held for 7 min. The GC-MS interface was mamtained at
280°C.
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n The mass spectrometer was operated under electron impact ionization conditions, in the
positive ion mode, with the following source parameters: electron energy 70 eV, ion
source temperature 230°C. A solvent delay of 7 min was used for the recording. Mass
scanning fi-om m/z 50 to in/z 550 was used for drugs identification (SCAN).
Quantification was achieved using a selected ion monitoring technique (SIM). The ions
monitored are gathered in table I. The Dwell times were set at 100 ms per ion.

Sample preparation

l mL of HCl 0.02 M was added to 500 p.L of human breast milk. After vortex-mixing
for 1 min, the mixture was agitated m a ultrasonic bath for 30 min in order to break the
micelles of fat. The mixture was then centrifuged (3000 rpm) for 5 min. The supernatant
was loaded onto a SPE column Oasis C 18 fi-om Waters Coqwration (Milford,
Massachusetts, USA), which had been previously conditioned with l mL of methanol
and 1 mL of water. The column was washed with l mL of water and dried under

vacuum for 5 min, then washed with l mL ofhexane and dried under vacuum for 5 min.

l mL ofmethanol contaming 1% of isopropylamine was used for the elution. The eluate
was collected and dried in a Rapidvap™ evaporator fi-om Labconco (Kansas City,
Missouri, USA) at 45°C under vacuum, at 95% of the vortex speed. Finally, the sample
was reconstituted into 500 p.L ofmethanol and centrifuged (13000 rpm) for 4 min. l pL
of supernatant was injected into the GC column.

0

Analytical parameters

Calibration functions were determined by a least-squares linear regression analysis,
weighted inversely to the variance of the signal, using peak areas and standard
concentrations (20).

The efficiency of the extraction procedure was evaluated for each compound at two
concentrations, by comparmg a milk sample pooled with the reagent's solution before
and after the extraction.

The intra-day and inter-day variabilities were calculated at three different concentrations
from 4 replicates of the same pooled sample and 4 replicates of the pooled sample
preparation, respectively.
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The limit of detection (LOD) was calculated as a three-fold signal to noise ratio at the
baseline. The limit of quantification (LOQ) was set at the lowest concentration of the
calibration range.

RESULTS AND DISCUSSION

0

The drugs selected in this study included drugs of non medical use (caffeine, cocame)
and drugs of medical use diu-ing lactation, belonging to various pharmacological classes:
analgesics (methadone, normethadone, pethidine); Hl-antihistaminics
(chlorpheniramine, doxylamine); neuroleptics (chlorpromazme, thioridazine); cough
agents (codeine, metorphan); hypnotics (diazepam, triazolam); anti-Parkinson agent
(selegilme); antidepressive (trimipramine), serotonine blocking agent (fluoxetine);
calcium channel blacker (nifedipine); anti-pruritus (trimeprazine). These drugs were
chosen because of their different physical and chemical properties in order to develop a
general method potentially applicable to a large variety of other drugs.
Human milk contains high amount of fat, which required specific attention when
extracting drugs from mitk. Once miUc specimens are fi'ozen and thawed, the solution is
heterogeneous, containing micelles of fat. Acidification and sonication have been
investigated and approved for breakmg the micelles and releasmg drugs into the skim
milk phase. Different concentrations of HC1 and different tunes of sonication have been
tested. The best results were obtained with HC10.02 M and 30 min ofsonication.

Once the milk loaded on the cartridge, a washing step with hexane was used to remove
residual lipids.

A total ion current chromatogram, in SCAN mode, of a pooled blank milk sample
extracted according to the procedure described above is shown in figure 1
(chromatogram B). The 19 drugs were separated within approximately 60 min and
resolution factors between peaks were higher than 4. All the peaks were identified in the
chromatogram as the analyzed drugs. When comparing chromatogram B to the one
obtamed fi-om an extracted blank milk sample (figure l, chromatogram A), none of the
studied drugs interfered with residual peaks fi-om blank milk. Peaks at 28.0 min, 32.1
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0

0

min and 32.6 min were identified as palmitic acid, oleic acid and stearic acid

respectively, but theu- intensity was negligible compared to the intensity of drug's peaks
(they cannot be seen in figure l, chromatogram B and C). Consequently, the extraction
method is shown to allow the elimination of most the fat acids and other contaminants

fi"om milk.

Recoveries (Table II) ranged fi-om 65% to 100%, except for thioridazine (21%). Most of
them were higher than 80%. Recoveries for diazepam and chlorpromazine were greater
than those obtained with the method developed by Moors et al. (19): 73% and 50%,

respectively. These results demonstrate that, the present extraction procedure is efficient
for a large variety of drugs, with different physical and chemical properties and could
also be used for the determination of drugs different from those chosen in this study. The
same SPE method was also used for the analysis of amitriptyline and nortriptyline m
milk of nursing mother treated with antidepressant (21). High recoveries were obtamed
for amitriptyline (92 %) and nortriptyline (89 %). Therefore, the proposed method is
suitable for the screening of various drugs in human milk. However, some compounds,
such as thioridazine, may require some changes or maybe another method of extraction

in order to improve recovery.

The LOD are gathered in table II. The calibration range was limited to 5-50 j^g.mL for
fluoxetme, because LOD was about 2000 pg. For triazolam and thioridazme , LOD was

about 200 pg and the calibration range was then limited to 1-50 |^g.mL-l.
Since the studied range of concentration was large (500 fold) and the relative standard

deviation was roughly constant over this range, the errors in the least-square linear
regression calculation were larger as the concentration increased. Consequently, a
weighted regression was applied to calibration plots, in order to give each point a

weighting inversely proportional to the corresponding variance. The values of the
correlation coefficients (R2) of the weighted calibration functions were mostly greater
than 0.99. Therefore, the response of the detector showed a good linearity for

quantification ofdmgs m the studied range of concentrations. The correlation coefificient
was 0.971 for fluoxetine probably because of the low stability of this drug when

analysed by GC-MS. As shown in figurel, the elution peak offluoxetine was large and
unsymmetrical, even though the rentention time was only 28.5 mm. Fluoxetine may
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requu'ed a derivatization, for example with PFTA to improve the elution in the GC
column and to increase the limit of detection (22).
For all the drugs, most of the intra-day and inter-day coefficients of variation were
below 5% for the concentrations of 0.1, 5, 20 (ig.mL . Coefficients of variation for
fluoxetine exceed 5 % probably because of the same reasons mentioned above.

CONCLUSION

This paper provides an analytical method, which can be useful for the screening of
various drugs into breast milk for toxicological assays as well as pharmacological
studies. The SPE procedure described above is simple and efficiency and could be easily
automated for routine analysis. The greater selectivity and sensitivity of GC-MS
compared to HPLC generally used for breast milk analysis, allows the determination of
traces of drugs into breast-milk.
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0 Table I

Selected ions monitored for mass spectrometry analysis according to retention time of
the drugs.

(Tr: retention time, ion 1 : quantification, ion 2: qualification)

Compound
Tr

(min)
Monitormg
Period (min)

Ion l
m/z

Ion 2
m/z

Selegiline 14.8 7-20 96 91
Pethidine 24.1 20-25.5 247 172
Caffeine 26.1 25.5-30 194 109
Fluoxetine 27 25.5-30 162 104
Doxylamine 28.5 25.5-30 180 167

Chlorpheniramme 30.6 30-32.5 203 167
Nonnethadone 32.9 32.5-35 58 224
Methorphan 33.6 32.5-35 271 150
Methadone 33.9 32.5-35 72 294
Cocame 35.2 35-36.5 182 303

Trimipramine 35.5 35-36.5 249 294
Trimeprazine 37.3 36.5-38.5 298 198
Codeme 39.0 38.5-40 299 162
Diazepam 40.2 40-45 256 283

Chlorpromazme 41.2 40-45 318 272
Nifedipme 43.0 40-45 329 284
Triazolam 51.2 45-58 313 238
Thioridazme 52.5 45-58 98 370

u
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LOD, recovery, mtra-day and mter-day variabilities.

89

Coefficient of variation %

Compound LOD
pg

Recovery
%'0

Within day Between day
0.1 5 20 0.1 5 20

|Lig.ml-l p.g.ml'1 p.g.ml |u,g.ml p.g.ml ^g.ml
Selegiline 30 65 ± 7 0.8 2.7 1.7 2.8 2.5 3.5
Pethidine 50 91 ±2 1.8 3.1 1.5 2.9 4.1 4.1
Caffeine 16 94 ±4 2.5 1.7 1.9 4.5 2.7 3.7
Fluoxetine 1942 70 ±8 - 3.9 5.3 - 7.0 8.2
Doxylamine 20 84 ±9 3.4 2.3 3.9 4.4 5.3 3.9

Chlorphemramine 36 92 ±5 1.8 1.7 1.7 2.8 3.7 3.9
Normethadone 27 92 ±9 2.3 2.2 1.9 4.0 3.9 4.2
Methorphan 63 86 ±4 3.4 2.9 1.8 3.4 2.8 3.8
Methadone 17 90 ±7 1.8 1.3 1.9 1.7 2.3 2.7
Cocame 58 100 ±3 1.1 1.6 1.1 3.1 3.6 4.0

Trimipramine 48 87 ±4 2.9 3.1 2.2 3.0 2.1 3.2
Truneprazine 63 87 ±7 3.5 3.4 2.1 3.5 3.7 4.1
Codeine 90 81 ± 7 4.3 2.8 4.4 4.3 3.8 3.8
Diazepam 63 88 ±9 1.9 2.4 1.7 4.7 4.4 5.3

CUorpromazme 97 75 ±6 1.7 2.3 1.9 3.7 4.9 4.8
Nifedipine 92 92 ±10 2.2 2.0 2.4 2.2 1.9 2.6
Triazolam 180 89 ±4 - 1.7 1.4 2.1 1.7 2.4
Thioridazme 170 21 ±7 - 3.2 2.2 3.6 3.2 3.9

0
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0 FIGURE LEGEND

Figure 1: A: Total ion current chromatogram (SCAN) of a blank milk sample. B: Total
ion current chromatogram (SCAN) of a milk sample spiked with the standard solution
containmg drugs. C: Total ion current chromatogram (SIM) of a milk sample spiked
with the standard solution contaming drugs. For Peaks identification refer to table I.

0
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l. Introduction

La possibilité de développer une maladie psychiatrique est potentiellement élevée
pendant la grossesse et la période d'allaitement [87]. En effet, des troubles
psychiatriques post-partum affectent environ 80 % des femmes et 20% des femmes
développent une dépression post-partum, qui nécessite souvent l'utilisation
d'antidépresseurs ou de tranquillisants [11]. L'amitriptyline est un antidépresseur
efficace qui est utilisé pendant la grossesse et la période d'allaitement. L'excrétion dans
le lait de l'amitriptyline et de son métabolite actif, la nortriptylme, a été observée dans
plusieurs études, mais les risques potentiels pour le nouveau-né sont encore mal connus
[11,88,89].

Plusieurs méthodes utilisant l'extraction liquide/liquide ou en phase solide et l'HPLC ou
la chromatographie en phase gazeuse (GC) ont été développées pour doser
l'amitriptylme et ses métabolites dans le plasma. Cependant, seules deux méthode de
dosage dans le lait maternel ont été rapportées dans la littérature. Pittard et al. [90] et
Bader et al. [88] ont dosé l'amitriptyline dans le lait en utilisant les méthodes existantes
pour le plasma, sans vérifier cependant la validité des paramètres analytiques pour le
lait. Seuls, Brixen-Rasmussen et al. [91] ont adapté la méthode mise au point par
j0rgensen [92] pour le plasma aux échantillons de lait. Ils ont utilisé des extractions
liquides successives et par conséquent la méthode était contraignante et les limites de
détection élevées (10 et 30 ng.mL pour l'amitriptylme et la nortriptyline
respectivement).

0
Dans ce contexte, il est intéressant de vérifier la validité de la méthode générale de
criblage des médicaments (cf. partie II, chapitre 2) pour le dosage de l'amitriptyline et la
nortriptyline dans le lait maternel humain.
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0 2. Objectifs

L'objectif prmcipal est d'utiliser la méthode d'extraction générale de criblage des
inédicaments dans le lait pour le cas particulier du dosage de l'amitriptyline et la
nortriptyline. L'HPLC-DAD (Détecteur à barrettes de Diodes) est choisie comme
méthode d'analyse car c'est une méthode rapide et facile à développer pour le dosage de
l ou quelques composés. En efifet, dans le cas présent, la haut pouvoir de résolution de la
GC et la spécificité de la MS ne sont pas nécessaire.

L'objectifest donc de :
• vérifier la validité de la SPE pour l'amitriptyline et la nortriptyline,
• doser ces 2 médicaments par HPLC-DAD.

Dans la méthode générale, un autre antidépresseur tricyclique, la trimipramine, a été
étudié. L'objectif secondaiïe est donc de vérifier que la méthode de criblage des
médicaments peut facilement être utilisée pour des médicaments appartenant à la même
famille que les molécules testées.

3. Résultats

La validation de la méthode de dosage de l'amitriptyline et la nortriptyline dans le lait
est présentée dans la publication :

Solid-phase extraction -with HPLC-DAD selective detection of amitriptyline and
nortriptyline in human breast milk.

Marie Sophie Caubet, Arnaud Millaret, WalidElbast, Jean-Louis Brazier
Journal of liquid Chromatography and Related Technologies 24(8): 1181-1187 (2001).

0
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3.1. Résumé de la publication

Une méthode simple, rapide et efficace a été développée pour analyser l'amitriptyline et
la nortriptyline dans le lait humam, par chromatographie en phase liquide (HPLC) et
détection à barrette de diodes (DAD). Les composés ont été extraits de 250 [iL de lait

par extraction en phase solide sur cartouche C18. La séparation chromatographique à

polarité des phases inversées a été réalisée sur une colonne Eclipse XDB-C18 (30 mm x

4.6 mm, 3.5 (J.m de taille de particules), avec les phases mobiles acétonitrile et acétate
d'ammonium 0.1 M (33/67, v/v). Le standard interne était l'imipramine. Les fonctions
de calibration étaient Iméaires pour une gamme comprise entre 60 et 300 ng.mL . Les
limites de détection étaient 1.9 ng.mL pour les deux composés. Les rendements
d'extraction étaient 92% pour l'amitriptyline et 89% pour la nortriptyline. Dans la
littérature, aucune méthode ne rapporte le dosage de ces médicaments de lait humain.
Par conséquent, la présente méthode offre un outil de choix pour évaluer le passage de
ces drogues dans le lait maternel et les risques pour le nouveau-né.

3.2. Publication

0
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SOLID-PHASE EXTRACTION WITH
HPLC-DAD SELECTIVE DETECTION 0F
AMITmPTYLINEAND NORTmPTYLINE

IN HUMAN BREAST MILK

M. S. Caubet,*A. Millaret,W. EIbast, and J. L. Brazier

Chaire Pharmaceutique Famille Louis Boivin,
Médicaments, Grossesse et Allaitement, Centre de

Recherche de l'Hôpital Sainte-Justine, Université de
Montreal, Faculté de Pharmacie, C. P. 6128, Succursale

Centre-Ville. Montreal (Quebec) H3C 1J7, Canada
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ABSTRACT

A simple, rapid, highly selective and sensitive method was
developed to determine concentrations of amitriptyline and nor-
triptyline in human breast milk, using high performance liquid
chromatography (HPLC) with a diode-array detector (DAD).
Drugs were effectively extracted from 250 (iL of milk by a solid
phase extraction procedure on a polymeric sorbent-C 18-based
cartridge. The separation was carried out on a Eclipse XDB-C18
reversed phase column (30 mm x 4.6 mm, 3.5 |^m particle size)
using the mobile phase composed of acetonitrile and ammonium
acetate 0.1M (33/67, v/v). Imipramine was used as internal stan-
dard. Calibration functions were linear in the calibration range of
60-300 ng.mL"'. The lower limit of detection was 1.9 ng.mL for
both compounds. The recoveries were 92% for amitriptyline and
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89% for nortriptyline. Since no method have been reported in the
literature for the dosage of these two drugs in breast milk, this
method could be useful, particularly, when evaluating the poten-
tial risk for the neonate during the lactation period.

INTRODUCTION

The postpartum period is a time of great physical and emotional changes.
The incidence of psychiatric illness is potentially higher in this period and may
require an antidepressant therapy. Amitriptyline is an effective tricyclic antide-
pressant used for treatment of depressive disorders during pregnancy and lacta-
tion period. Amitriptyline undergoes an extensive metabolism to form mainly
nortriptyline, which is the active metabolite responsible for the clinical antide-
pressant activity. The excretion of amitriptyline and nortriptyline into breast
milk is still controversial in the literature, and the potential risk for the neonate
remains unclear."

The determination of the degree of transfer of drugs from the blood stream
into the breast milk requires the availability of analytical methods for quantifying
these drugs in both plasma and breast milk. The primary difference between
breast milk samples and other body fluids usually analysed is that breast milk
contains higher amounts of fatty acids and related lipids (3.8% on average). The
lipid materials can reduce extraction efficiency and cause analytical interference,
especially when using gas liquid chromatography.2 Breast milk also contains high
levels of proteins (1% on average)5 and tricyclic antidepressants are known to
have high affinity to both plasma and milk proteins (amitriptyline is 95% bound
to plasma proteins). Consequently, extraction of tricyclic antidepressants from
milk requires an efficient method able to break the micelles of fatty acids and
eliminate lipids.

Various methods, using either liquid phase or solid phase extraction and
gas-liquid chromatography or HPLC, has been reported in the literature for deter-
mination of amitriptyline and its metabolites in plasma,'" however, no methods
describing the determination of these drugs in human milk are yet available.
Pittard et ai." and Bader et ai.9 have applied to milk samples the commonly used
gas liquid chromatography methods developed by Jergensen or Biggs et al. for
plasma samples, without any change. However, the quality parameters of the
measurements from milk were not discussed. In 1980, Brixen-Rasmussen et al.'2
adapted the method from Jorgensen to milk samples, but multiple solvent extrac-
tiens were necessary, reducing the extraction efficiencies and subsequently the
limits of detection to 10 ng.mL and 30 ng.mL'' for amitriptyline and nortripty-
line, respectively. Until now, no other attempt of extraction has been mentioned
in the literature.
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In this paper, a new method using a solid-phase extraction and a reversed
phase liquid chromatography with a diode array detector (RP-HPLC-DAD), for
the determination of amitriptyline and nortriptyline in human breast milk is
reported.

EXPERIMENTAL

Chemicals

Amitriptyline-HCl, nortriptyline-HCl, and imipramine-HCl were obtained
from Sigma-Aldrich Ltd. (Oakville, Ontario, Canada).

Acetonitrile, methanol, isoproylamine, and hexane were purchased from
VW.R. Scientific Ltee (Montreal, Quebec, Canada). HPLC water reagent was
from Moquin scientific Inc. (Lachenaie, Quebec, Canada). Ammonium acetate
and hydrochloric acid were from Sigma-Aldrich Ltd. (Oakville, Ontario, Canada).

Solvents and chemicals were all of analytical grade.

Calibration and Reagent Solutions

A standard solution containing 1.5 |ig.mL'' ofamitriptyline and nortripty-
line was prepared in methanol. The working internal standard (IS) solution con-
tained l p.g.mL'1 of imipramide in methanol.

For the milk assays, a series of dilution was prepared in order to obtain the
following concentrations ofamitriptyline and nortriptyline: 60,120,180,and 300
ng.mL''.

Standard solutions were kept away from light and stored at 4°C for several
months, without deterioration. Milk samples were stored at 4°C for a few days.

Instrumentation and Chromatographic Conditions

HPLC-DAD analyses ofamitriptyline and nortriptyline were performed on
a HP-1100 system, from Hewlett-packard (Kirkland, Quebec, Canada). The
chromatographic system consisted of a vacuum degasser on line with a binary
pump linked to a thermostatted column compartment via an autosampler. The
detection was carried out using a diode array UV detector (200 - 400 mn). Drugs
were separated on a Eclipse XDB-C18 reversed phase column (30 mm X 4.6
mm, 3.5 |im particle size) from Hewlett-packard (Kirkland, Quebec, Canada).

The mobile phase was a mixture of acetonitrile and acetate ammonium
0.1M (33/67, v/v). A fresh mobile phase was prepared every 3 days. Before use,
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the mobile phase was filtered through a 0.45 |^m membrane from Gelma
Sciences (Ann Arbor, Michigan, USA). The flow was set at 1.5 mL.min . The
column compartment was kept at a controlled temperature of38°C ± 0.5°C. The
pressure was monitored at 80 bars. Amitriptyline and nortriptyline were detected
at 238 nm and imipramine was detected at 250 nm.

Sample Preparation: Solid Phase Extraction (SPE)

One mL ofHCI 0.02 M and 25 ng of imipramine (IS) were added to 250
[iL of human breast milk. After vortex-mixing for l min, the mixture was soni-
cated in a ultrasonic bath for 45 min. The sample was then loaded onto a SPE
column. Oasis Cl 8 from Waters Corporation (Milford, Massachusetts, USA),
which had previously been conditioned with 1 mL ofmethanol, 1 mL of 0.02 N
HC1 and 1 mL of water. The column was washed with l mL of water and dried
under vacuum for 5 min. Then, it was washed with 2 X l mL of hexane and
dried under vacuum for 5 min. One mL ofmethanol containing 1% ofisopropy-
lamine was used for the elution. The eluent was collected and dried in a
Rapidvap"" evaporator (Labconco, Kansas City. Missouri, USA) at 45°C under
vacuum, with 95% vortex speed. Finally, the sample was reconstituted into 1
mL of methanol and a l (iL aliquot was injected into the HPLC system for
analysis.

Analytical Parameters

The within-day precision was calculated from repeated analysis (n=5) dur-
ing one working day and the between-day precision was calculated from repeated
analysis on 5 successive working days. The efficiency of the extraction proce-
dure was evaluated by comparing peak area ratios to internal standard, obtained
with and without extraction.

Calibration curves were constructed by plotting peak area ratios (com-
pound/internal standard) versus standard concentrations, and the best relationship
was determined by a least-squares linear regression analysis.

The accuracy was tested using a Student's T-test, comparing the mean con-
centration C^ of a milk standard sample injected five times (n=5) calculated from
the equation of the linear regression, with the theoretical target concentration C,
of this sample. Accuracy was verified with a risk of 5% when T=(C^-CJ/(SD/2)
< T^(a=5%,n-l), where SD is the standard deviation of C^.

The limit of detection (LOD) was evaluated at a signal-to-noise ratio of 3.
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RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows a typical chromatographic profile of the analysis of
amitriptyline and nortriptyline extracted from a human breast milk sample.
Chromatographic conditions were optimised to obtain baseline separation of the
two drugs and the internal standard. Retention times of amitriptyline,
imipramine (IS), and nortriptyline were 1.32 min, 1.77 min, and 2.41 min,
respectively. Resolution factors between peaks were calculated and found to be
superior to 1.5.

SPE has been chosen for milk sample extraction and cleanup due to its sim-
plicity and rapidity, as well as low solvent requirements, compared to liquid-liq-
uid extraction. Furthermore, for practical and ethical reasons, it is often difficult
to obtain large volumes of breast milk. SPE allows working on small volumes of
sample. The extraction procedure described above required only 250 |iL of milk.
Before loading the sample onto the extraction cartridge, the milk was acidified
with diluted HC1 in order to ionise drugs, without degradation. The milk sample
was sonicated in an ultrasonic bath in order to break the micelles of fatty acids
and to break bonds between drugs and proteins. When the sample is loaded onto
the SPE column, fatty acids and proteins are retained by the sorbent. Therefore,
the column was washed with hexane to elute these contaminants. Then, the drugs
were elated by proton exchange with methanol containing 1% ofisopropylamine.

The recoveries and the precision of the method are listed in Table 1. High
mean recoveries were obtained for amitriptyline (92%) and nortriptyline (89%).
Results indicate that extraction recoveries are independent of the concentrations

mAU 1

3
6

4
2

2

0

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 min

Figure L Chromatogram of blank milk spiked with standard solution at 120 ng.mL ,
registered at 238 nm. Peaks: l=amitriptyline, 2=imipramine (IS), 3=nortriptyline.
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Table 1. Recoveries, Within- and Between-Day Precision (n=5)

Concentration
(ng.ml-')

Recovery
(%)

CoefFicient of Variation (%)

Within-Day Between-Day

Amitriptyîine
60

120
180
300
Nortriptyline
60

120
180
300

91 ±
92 ±
90 ±
93 ±

86 ±
91 ±
88 ±
92 ±

3
6
8
9

10
6
9
9

0.9
1.1
0.5
0.3

1.3
1.6
0.4
0.3

5.7
2.5
5.1
6.5

5.8
1.8
3.7
5.2

ofamitriptyline (SD 7%) and nortriptyline (SD 8%). Within-day precision values
were below 1.6%. Between-day coefficients of variation were higher than
within-day coefficients, ranging from 1.8% to 6.5%. The modifications of milk
composition during the storage under refrigeration at 4°C may contribute to these
variations. Nevertheless, the precision is sufficient enough for the determina-
tion ofamitriptyline and nortriptyline in breast milk.

The calibration functions were y = 0.0316 ^ - 0.0737 (Rz=0.9992) and y =
0.0304 x - 0.0773 (R2=0.9996) for amitriptyline and nortriptyline, respectively.
Therefore, the response of the detector showed a good linearity for quantification
of both drugs in the studied range of concentrations (60-300 ng.mL ). The limit
of detection for amitriptyline and nortriptyline was of 1.9 ng.mL . These values

Table 2. Accuracy Using a T-Statistic"

C=90
(ng.ml-')

C,=240
(ng-ml-)

Compound e. T €„ T

Amitriptyline
Nortriptyline

89 ±2
89 ± l

1.3
2.3

243 ±3
242 ±3

1.8
1.1

*T=(C^-C,)/(SD/2); €„ and SD: mean and standard deviation of concentrations measured
from the equation of the linear regression (n=5); C: concentration of the standard sample.
T^(0.95, 3)=2.8.
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li
are of the same order than those reported in the literature for plasma sample,
analysed by liquid-liquid extraction and HPLC-DAD (5-10 ng.mL"',1'1 2 ng.mL"'.'

Accuracy was tested with two concentrations within the calibration range.
Table 2 displays the values of C^ and T for two standard milk samples containing
amitriptyline and nortriptyline at 90 ^g.mL and 240 fig. mL. The accuracy of
the method is validated.

In conclusion, the solid-phase extraction procedure described here provides
a simple and efficient preparation method for the determination of amitriptyline
and nortriptyline in human breast milk. Since no method has been reported in the
literature as being as simple, rapid, efficient, and sensitive as our SPE with
HPLC-DAD procedure, the method described above could be useful for measur-
ing the transfer ofamitriptyline and nortriptyline in the breast milk and the poten-
tial risk of adverse effect or toxicity for the neonate.
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0 Le lait maternel est reconnu comme étant la meilleure source d'alimentation pour le

nouveau-né, et l'allaitement maternel est recommandé lors qu'il n'y a pas de contre-

indication. Amsi, de plus en plus de femmes choisissent d'allaiter leur enfant.
Pendant la grossesse et les premières semâmes suivant l'accouchement, l'utilisation de
médicaments, prescrits ou non, est relativement fi-équente. Certaines pathologies, comme

le diabète, l'hypertension, l'asthme, l'épilepsie ou la dépression, sont courantes pendant
cette période et nécessitent la prescription d'un ou plusieurs médicaments. Or, la plus
part de ces médicaments passent dans le lait et se retrouvent chez le nouveau-né. Il y a
alors le risque d'une éventuelle activité pharmacologique chez l'enfant.
Actuellement, les déterminants du passage des médicaments dans le lait sont encore mal
connus et peu d'informations sont disponibles dans la littérature quant aux quantités de
substrats retrouvées dans le lait et quant aux risques liés à l'enfant. Pour de nombreux
médicaments, les données concernant le passage dans le lait sont très soinmau-es et

proviennent généralement d'observations clmiques éparses. Le manque d'uniformité
dans les études réalisées sur le lait, ainsi que l'absence de certains paramètres essentiels,
rendent difficile les comparaisons entre les différents cas rapportés et l'interprétation des

données pour une évaluation générale.

La méthodologie présentée ci-dessous (cf. figure 14) constitue un outil structuré pour

réaliser des études sur le passage des médicaments dans le lait maternel et sur les effets

pharmacologiques chez le nouveau-né.
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Effets phannaceutiques et toxicologiques

Base de données pour l'utilisation des
médicaments pendant l'allaitement

Figure 14 - Méthodologie pour la détermination du passage des médicaments dans le lait maternel.

0

Cette méthodologie comprend un protocole clmique qui permet de recueillir
systématiquement les renseignements pertinents pour l'mterprétation des mesures
analytiques et une méthode de dosage générale qui offre la possibilité de qualifier et
quantifier de nombreux médicaments utilisés pendant l'allaitement. La méthode de
dosage ne se limite pas aux molécules choisies pour la mise au point mais peut
facilement être utilisée ou adaptée à d'autres médicaments et à leurs métabolites.
L'utilisation conjomte de ces deux outils garantie une interprétation indépendante des
conditions de f étude clinique et permet la généralisation des résultats recueillis, pour
former une base de données pertinente et utilisable pour le corps médical.
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Cette méthodologie répond à un besom important qui apparaît dans les études citées
dans la littérature. Par exemple, dans le cas de l'étude du passage de la nifédipine dans le
lait maternel réalisée par Manninen A.K. et al. [56], de nombreux paramètres relatifs aux
prélèvements d'échantillons de lait sont manquants : mode d'expression du lait, sein
prélevé, moment du prélèvement par rapport à la tétée, nombre de semaines de
grossesse, etc. Ainsi, les concentrations mesurées dans le lait sont très variables d'un
échantillon à l'autre (de l à 10.3 ng.mL ) et ne peuvent être œrrélées aux doses reçues
par l'enfant. Dans une autre étude, Borgatta L. et al. [57] évaluent le passage du
diazépam dans le lait maternel. Beaucoup de paramètres, concernant les prélèvements de
lait effectués et la méthode de dosage utilisée, ne sont pas décrits. Les échantillons de
lait correspondent à un prélèvement par jour recueillis dans de conditions différentes.
Ainsi, l'mterprétation des résultats est très limitée et les auteurs ne peuvent calculer la
dose reçue par l'enfant.

Pour les études à venir, l'utilisation de cette méthodologie structurée permettra de
s'assurer de la qualité des mesures et de la pertinence des résultats. Elle facilitera
f interpretation clinique des effets chez le nouveau-né et les comparaisons entre les
différentes études. Les résultats obtenus dans les projets pourront êti'e rassemblés en une
base de données générale mdiquant les doses et les effets toxico logiques pour l'enfant.
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Au cours de la grossesse normale ou pathologique, l'activité hépatique de la femme
varie, en particulier les réactions du métabolisme des médicaments dépendantes des
CYP450.

Certaines pathologies comme l'épilepsie, l'hypertension, le SIDA, etc., nécessitent un
traitement continu pendant la grossesse. D'autres pathologies liées à la grossesse,
comme l'hypertension gestationnelle, la cholestase obstétricale et le diabète obstétrical
ou l'hyperemesis gravidarum, nécessitent également l'utilisation de médicaments
pendant cette période. Les anticonvulsivants, les antihypertenseurs, les antiviraux ou
autres substrats qui peuvent être prescris, voient ainsi leur métabolisme modifié par des
mécanismes qu'il faut connaître pour limiter les risques tant pour la mère que le fœtus.

Les modifications associées au métabolisme sont conventionnellement évaluées par la
détennination statique de paramètres biochimiques comme la mesure des taux
plasmatiques de bilirubme, SGOT, albumine plasmatique, etc. Cependant, ces tests ne
révèlent que l'étendue des dommages causés à l'hépatocyte, sans en prévenir
1'apparition.

C'est pourquoi, l'utilisation de tests dynamiques mesurant les activités métaboliques est
plus appropriée pour détecter et quantifier les modifications hépatiques. Ces tests
permettent, d'une part, de prévoir le comportement des substrats pouvant être pris
pendant la grossesse, via leur métabolisme, et d'autre part, de metti-e en évidence et
d'anticiper les dommages dus aux pathologies. Parmi ces tests, les mesures des rapports
métaboliques d'une molécule cible dans les milieux biologiques et les tests respiratoires,
constituent deux outils d'exploration fonctionnelle in vivo qui peuvent être facilement
utilises chez les femmes enceintes, puisqu'ils sont non invasifs. Suivant le choix du
traceur, il est possible de mesurer des activités métaboliques spécifiques ou non
spécifiques des CYP450.

0

Actuellement, la plus part des études sur les variations d'activités métaboliques
hépatiques chez la femme enceinte, utilisent la comparaison des paramètres
pharmacocinétiques entre les femmes enceintes et non enceintes, essentiellement
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pendant le dernier trimestre de grossesse et les premières semaines d'allaitement. Dans

ces conditions, il est particulièrement intéressant de valider des tests non mvasifs

d'exploration fonctionnelle métabolique in vivo pour revaluation et le suivi longitudinal

des modifications du métabolisme hépatique au cours de la grossesse et la période post-

partum.

La caféine est im substrat spécifique du CYP1A2 qui à faible dose peut être utilisée sans

risque pour la mère et le fœtus. Le but de la présente étude est de valider l'utilisation de

la caféine à travers le test respu-atoire à la C-caféine (TRC) et la mesure des rapports
métaboliques urinau-es de la caféine pour mesurer les variations d'activité du CYP1A2

au cours de la grossesse et la période post-partum.

Ce projet comprend :

• La validation du TRC comme marqueur spécifique de l'activité du CYP1A2,

chez des sujets sains ayant des activités métaboliques hépatiques mduites ou

inhibés,

• La mise au point d'une méthode analytique de dosage, permettant la

quantification de la caféine et de ses métabolites dans les urines pour le calcul

des rapports métaboliques urmaires de la caféine,

La validation des rapports métaboliques urinaires de la caféine comme

marqueurs spécifiques de l'activité du CYP1A2, chez des sujets sains ayant des

activités métaboliques hépatiques induites ou inhibées.

0
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l. Analyse isotopique

1.1. Description

L'analyse isotopique utilise l'abondance relative des différents isotopes des divers
éléments comme source d'information des origines et des transformations de la matière.
La spectrométrie de masse isotopique et les méthodes modernes de spectrométrie de
masse en flux continu permettent de mesurer des variations infimes de composition
isotopique d'isotopes stables du carbone, de l'azote, de l'oxygène, de l'hydrogène et du
soufi-e.

Les domaines d'application de la spectrométrie de masse isotopique sont très nombreux.
La géochimie, la pétrochimie, l'analyse environnementale et les sciences de la terre,
utilise ces techniques entre autre pour la datation, le traçage, l'authentifîcation d'origme
et de propriété [1,2]. Plus récemment, l'augmentation des performances analytiques et la
possibilité de mettre au pomt des méthodes non invasives utilisant les isotopes stables,
ont ouvert les portes de la spectrométrie de masse isotopique au domaine biomédical, à
des fins de diagnostic et d'exploration fonctionnelle [3,4].
[5]

1.2. Avantages des isotopes stables

0

A l'état naturel, sur la terre, les isotopes stables sont présents dans la matière dans des
proportions connues (cf. tableau I). Les échantillons qui sont utilisés en analyse
chimique et biochimique possèdent donc des teneurs 'naturelles' en isotopes stables. Ils
peuvent être aussi enrichis.
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0 Elément

'H
2H
12C
13C
14N
15N
16,

17,

18,

'0
ro
io

Masse Atomique

1.000783
2.01410
12.00000
13.00335
14.00307

15.00011
15.99491
16.99914
17.99916

Abondance relative

99.985
0.015
98.89
1.11
99.63
0.37
99.759
0.037
0.204

Tableau I - Abondance relative des principaux éléments retrouvés dans les composés organiques.

Le marquage d'une molécule se fait de façon spécifique et quantitative :

des réactions chimiques spécifiques permettent le marquage d'un ou plusieurs
sites précis de la molécule.
le taux d'incorporation d'isotope tend généralement vers 100%. Il est connu
avec précision.

Contrairement aux isotopes radioactifs, les isotopes stables sont sans danger pour les
individus et pour l'environnement. Les molécules marquées par ces isotopes stables
constituent donc d'excellents traceurs et marqueurs biologiques qui peuvent être utilisés
dans des protocoles cliniques concernant des populations à risques.

u

Le marquage isotopique n'induit pas de toxicité, ni d'embryotoxicité intrinsèque, pour la
plupart des isotopes stables [6-8]. Cependant, dans le cas du deuterium, il existe des
effets isotopiques qui modifient l'activité biologique du substrat, en raison de la
différence de masse importante entre H et H [9,10]. En effet, la longueur et la force de
la liaison de C-D sont supérieures à celles de la liaison C-H, ce qui entraîne des
modifications cinétiques dans les réactions chimiques au niveau des groupements
fonctionnels marqués. D'autre part, 2H étant plus petit que H, la liposolubilité du
substrat marqué est plus faible que celle du substrat non-marqué.
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n Pour les isotopes plus lourds ( C, ^ST, etc.), les effets isotopiques dans les processus
en2ymatiques, cellulaires ou physiologiques, sont négligeables, car la différence de
masse entre l'élément et son isotope est relativement faible [l l].
[12]

1.3. Techniques en analyse isotopique

L'analyse des isotopes stables peut-être réalisée par la Spectrométrie de Masse

traditionnelle (MS) ou la Spectrométrie de Masse Isotopique (IRMS) (cf. figure l et

tableau II).

0

GC-IRMS

GC-MS

Analyse MS <- separation GC

Echantmon
LC-MS

Analyse MS <— separation LC

separation GC -^ analyse ffiMS
"co.

GC-C-IRMS

Combustion
separation GC -> Ç180 lHi -> analyse IRMS

13C02 15N2

solide EA-IRMS

separation GC
combustion -^ C180 2Hz "CO; -^ analyse IRMS

15N234S02

Figure 1 - Schéma des diflférentes techniques pour l'analyse des isotopes stables. GC : Chromatographie

en phase gazeuse, LC : Chromatographie en phase Liquide, C : Combustion, EA : Analyse Elémentaire,
MS : Spectrométrie de Masse, IRMS : Spectrométrie de Masse Isotopique d'après Douthitt [13].

L'IRMS permet de mesurer, de façon très précise et très exacte, des variations
d'abondance isotopique naturelle des isotopes du C, 0, H, N, S et moins fréquemment

du Cl, Si et Se. Le spectromètre de masse isotopique est conçu pour analyser des espèces
moléculaires gazeuses simples comme le CÛ2, N2, SÛ2, CO, etc. Le couplage de l'IRMS
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n avec des techniques chromatographiques permet d'analyser des échantillons liquides et
gazeux (GC-IRMS) ou solides après combustion (GC-C-IRMS).
[13]

Analyte

Flow into

source

Ion source

Analyser

Detector

Measiired

Precision %o

IRMS

CÛ2, N,, CO, Hz
0.3 mL He.mrn"1

El

Sector

3-8 faraday cups

13c/l2c
15N/14N
180/160

D/H

0.2-3 %o

GC-MS

pure compound

l mL He.min

EVCI

Quadrupole or ion trap

1 electron multiplier

M+l/M

M+l/M

M+2/M

M+l/M

1000-50 %o

Tableau II - Comparaison de la GC-MS et de l'IRMS d'apres Douthitt [13].

1.4. Analyse isotopique appliquée au domaine biomédical

Les isotopes stables sont de plus en plus utilisés dans le domaine biomédical

principalement parce qu'ils sont non radioactifs et donc sans danger dans les protocoles

cliniques concernant les populations à risques ou les populations protégées, comme les
femmes enceintes, les nouveau-nés, les enfants.

Les molécules marquées au 13C, 15N, 180 constituent d'excellents traceurs biologiques
dont les effets isotopiques sont négligeables. Ces traceurs sont utilisés dans de nombreux

domaines pharmaceutiques [11]:

0
étude des interactions protéine-ligand,

bilan de masse,
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identification et caractérisation de métabolites,

étude d'absorption des médicaments et de bioéquivalence,
étude de distribution des médicaments,

étude des mécanismes de bio-transformation et d'élmiination (études
pharmacocinétiques et du métabolisme des tissus),
étude des interactions médicamenteuses.

2. Tests respiratoires

Les tests respiratoires constituent un outil de diagnostic non invasif pour la médecine
clmique. Ils ont été développés pour simplifier les tests traditionnels d'exploration
fonctionnelle qui souvent nécessitent une intubation ou le prélèvement d'échantillons de
tissu, de sang, de fèces, etc. [14]. A l'origine, les tests rcspiratoires utilisaient le C.
Aujourd'hui, le C a été renaplacé par le C pour des raisons évidentes d'absence de
toxicité et de facilité d'utilisation. Les tests respu-atoires permettent de mesurer de façon
spécifique ou non spécifique l'activité métabolique de certains organes.

2.1. Description

Le concept des tests respiratoires est basé sur l'admmistration d'un substrat marqué
généralement au C. Ce substrat subit un métabolisme qui conduit à la formation de
CÛ2 marqué, élimmé ensuite dans les gaz expirés. L'enrichissement du gaz expiré en
CÛ2 est mesuré par GC-IRMS. Des informations sur l'mtégrité ou l'activité du
système biologique considéré sont obtenues à partir des corrélations entre les cinétiques
d'élimmation du CÛ2 et la capacité fonctionnelle du système. Le substrat agit donc
comme un marqueur du système biologique étudié.

0
Par exemple, il est possible de décrire la déméthylation d'un substrat N-métbylé par les
CYP450, à partir de l'analyse du €02 produit dans le métabolisme (cf. figure 2). Le
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substrat subit une déméthylation oxydative par les CYP450 pour former les métabolites

et le 13C-formaldéhyde, qui par la suite est transfonné en 13C-formate. L'oxydation de
13C-fonnate, principalement suivant la voie du folate, méthionine dépendante, conduit à
la formation de CÛ2 qui est élimmé en partie par exhalation.

02+NADDH.H+

NADP.H^O

R-N-'CH,
^

Expired
J_

H4Folate J'CO,

H,0,
oatalaao]

Y:
lOff^-DH

H;0

cytochrome P450

|V^.R-NH
H'ÇHO

.NAD+
lo

t^st~iyctrc»a^rkos^

NADH.H+

lOH'CO-H^Fotate ^.
10FFH4Synthetase

Krebs cycle

^M

H'COOH

*co.'2

.H,0,

c°
•co,

Figure 2 - Production de "COz après déméthylation d'un substrat marqué au 13C (R-N- CH3) par le
CYP450 d'après Browne [11].

2.2. Spectrométrie de masse isotopique en flux continu

0
L'enrichissement en COz du gaz expiré lors du test respiratoire est mesuré par IRMS
en flux continu (cf. figure 3).
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Figure 3 - Schéma du spectromètre de masse isotopique en flux continu équipé d'un Chromatographe en
phase gazeuse et un détecteur à conductivité thermique pour la séparation des gaz et une interface à double

entrée dynamique d'après Browne [l l].

Les échantillons de gaz sont d'abord déshydratés, par passage sur une membrane, pour
éviter la formation de COzH^ dans le spectromètre de masse. Les différents gaz contenus
dans l'échantillon (COz, N2, Oz, etc.) sont séparés par GC. Seul le 002 entre dans
l'IRMS par le biais d'une valve située à l'entrée de l'appareil.
L'IRMS est ajusté pour analyser les isotopomères majoritaires du COî :

ni/z 44 (l2C1602)
m/z45(13C1602,12C160170)
m/z 46 (12C160180,13CL60170,12C1702)

0

Dans le spectromètre de masse, les différents faisceaux d'ions traversent un champ
magnétique constant et sont accélérés avec un voltage approprié dans une cage de
faraday. Une double entrée à la source du spectromètre pennet l'analyse simultanée de
l'échantillon et d'un gaz de référence dont la teneur en CÛ2 est connue [15]. La mesure
des trois faisceaux d'ions aux masses m/z 44, 45 et 46 permet le calcul de
l'enrichissement (S) isotopique en C de l'échantillon, par rapport au gaz de référence
suivant l'équation :
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:13<5"C (%o) =
13^/123 C/lz C échantillon

13 C/12C reference
-l l x 1000

La référence internationale utilisée est le Pee Dee Belemnitella (PDB), un fossile dont le

rapport 13C/12C est 0.011237. Par rapport au PDB, les composés naturels ont une valeur
de 8 %o négative. Au laboratoire, l'IRMS est calibré avec du CÛ2 de référence dont

l'enrichissement en C est connu et étalonné par rapport à celui du PDB.
Dans l'équation décrite ci-dessus, le rapport C/ C est calculé à partir des abondances
des ions m/z 44, 45 et 46 en utilisant les équations de Craig de façon à tenir compte de la
présencedel70etl80[16]:

Ô13C = 1.0676 x 045 - 0.0338 x Ô180
S180 = 1.0010 x S46-Q.QQÎ\ x ôl3C

Exemple de calcul :

;/3/ sl8,Soit un gaz de référence dont ô"C = -38.82 et Ô100 = -28.62, par rapport au
PBD.

Les équations de Craig permettent de calculer 845référence/pDB et ô46reférence/pDB
pour ce gaz :

ô45référence/PDB
(<5/JC+0.0338x^0)

1.0676
; -37.27

S46référence/PDB
(ôl80+O.Q02ïxô!30)

1.0010
-28.67

0
Supposons que pour un échantillon doimé, les abondances des ions m/z 45 et 46

par rapport au gaz de référence choisi ci-dessus soient : ô45échantttion/reférence = 10

et Ô46échanti1lon/référence = -2.
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L'équation suivante permet de calculer ôéchantUion/pDB '•

Ôéchantillon/PDB = (Séchantillon/référence X ôréférence/PDB) X 1000 + Ôréférence/PDB +

'renée

Ainsi :

Ô45échmtiUon/PDB = -27.64

ë46échantilton/PDB = -30.61

Les abondances en C et 0 de l'échantillon par rapport au PDB sont
calculées selon les équations de Craig :

ôl3C = 1.0676 x 645 - 0.0338 x Ô46 = -28.48
ôl80 ^ 1.0010 x S46-Q.W2\ x 645 = -30.59

Les calculs d'abondances isotopiques sont généralement efifectués par le logiciel
d'utilisation de l'IRMS. Le spectromètre de masse isotopique permet de mesurer des

variations d'enrichissement de façon très précise (± 0.2 § %o) sur des échantillons

contenant aussi peu que 10 nanomoles de €02 [17].

2.3. Utilisations des tests respiratoires

u

Les tests respiratou'es sont une alternative particulièrement mtéressante aux tests
traditionnels d'exploration fonctionnelle, puisqu'ils sont non invasifs (ingestion orale du
substrat, pas de prélèvements d'échantillons de sang, d'urme ou de tissu). Ils sont
utilises préférentiellement chez les patients à risques, comme les nouveau-nés, les
enfants ou les femmes encemtes.
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De nombreux tests respu-atou-es, utilisant des substrats marqués au 13C, ont été
développés pour évaluer différentes fonctions biologiques et diagnostiquer certaines
mfectioiis (cf. tableau III). Ils permettent entre autre revaluation de :

Infection par 1'helicobacter pylori
l3C-urée

Fonction métabolique hépatique (CYP450, induction et inhibition)
13C-aminopyrine, t3C-caféine, 13C-méthacétîne, acide C-cétoîsocaproïque,
C- érythromycine

Vidange gastrique

l3C-bicarbonate, acide I3C-octanoïque, l3C-xylose

Fonction exocrine du pancréas
C-triglycérides mixtes, C-tioléïne

0
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0 Substrate Funcdon tested Reference

C-aminopyrine
C-methacetin
"C-cafFeine

C-phenacetin
13C-erythromycm
C diazepam
C-galactose
C-ketoisocaproic acid
"C-urea
1 C-bicarbonate
C-mixedtriglycerides
C-ù-ioctanoic acid

"C-triolein
"C-glycocholic acid
"C-xylose
C-glucose
C-sucrose

2H13C-lactose
"C15N-ureide lactose

13C-leucine
2H2180

hepatic - CYP450
hepatic - CYP450
hepatic - CYP1A2
hepatic - CYP1A2 & CYP2E1
hepatic - CYP3A
hepatic - CYP2C19
hepatic

hepatic / cholostatic
helicobacter infection

gastric emptying

intestinal lipase activity

maldigestion, metabolism, gastric emptying

maldigestion, metabolism
bile acid malabsorption, bacterial overgrowth

Small bowel bacterial overgrowth

absorption, metabolism

absorption, metabolism, sucrose intolerance

maldigestioa, lactose intolerance
Oro-coecal transit

protein metabolism
Energy expenditure

[18]
[19]
[20,21]
[22]
[23]
[24]
[25]
[26]
[27,28]
[29,30]
[31]
[32,33]
[34]
[35]
[36]
[37]
[38]
[37]
[39]
[40,41]
[42,43]

Tableau III - Les différents tests respiratoires au C d'apres Rating et al. [44].

D'autres éléments marqués comme H, 0 et N sont utilisés dans les tests respiratoires
(cf. tableau III). L'eau doublement marquée conduit à l'estimation de la dépense
énergétique sur des temps très courts. Le lactose 13C-15N-uréide permet de mesurer le
temps de transit oro-coecal. Ce dernier test met en jeu la détermination de
l'enrichissement en 13C02 et de l'azote N urinaire par GC-C-IRMS.

0
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l. Introduction

Le foie est le principal organe impliqué daiis le métabolisme des substances endogènes

et exogènes. La diversité et la complexité du foie rendent difficile les évaluations

fonctionnelles d'intégrité et d'activité. De nombreux mécanismes de bio-transformation

dans le foie impliquent les CYP450. L'activité de ces CYP450 peut être altérée par des

pathologies hépatiques, des polymorpMsmes génétiques ou des interactions

médicamenteuses qui entraînent des phénomènes d'induction et d'inhibition.

Les tests respiratoires permettent d'accéder à l'activité de ces systèmes mono-oxygénase

et d'explorer la fonction métabolique hépatique. Les changements d'activité

enzymatiques dus aux inductions ou aux mhibitions sont mesurés par ces tests par le

biais de modifications dans le métabolisme du traceur marqué.

2. CYP450

Les CYP450 constituent une importante super-famille d'hémoprotéines à fonction de

mono-oxygénase dont plus de 500 enzymes différentes ont été identifiées et

caractérisées. Les CYP450 se retrouvent majoritairement dans le foie et sont

responsables de la détoxication des médicaments et des composés naturels mais aussi,

pour certams, de leur activation (cf. tableau IV). Les familles d'enzymes, CYP1 à CYP4,

mterviennent dans le métabolisme des xénobiotiques (cf. tableau V).

u
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n
CYP450

1A1

1A2

2A6
2A7

2B6

2B7
2C8
2C9
2C17

2C18

Tissus

Nombreux

Foie
Foie
Foie
Foie

Poumon

Foie, intestin

Foie, intestin

Foie

Foie

CYP450

2C19

2D6
2E1
2F1
SAS
3A4
3A5
3A7
4B1

Tissus

Foie

Foie, intestin, rem, cerveau
Foie, intestm, leucocytes
Poumon

Foie

Foie, tractus gastro-intestinal
Foie, plaœnta
Foie (fœtal)
Poumon

Tableau IV - Localisation tissulake chez l'homme des CYP450 unpliqués dans le métabolisme des
xénobiotiques d'après Gonzalez et al. [45].

Enzymes
CYP450

1A2
1B1
2A6
2B6

2C
2D6

2E1

2F1

2J2
3A4

4A
4F

Taux d'enzymes
(% du total)

variabilité

-13
<1

~4

~<1

-18

Jusqu'à 2.5

Jusqu'à 7

Jusqu'à 28

~ 40 fois

-30-400 fois
~ 50 fois

de 25 à 100 fois selon l'enzyme
> 1000 fois

•20 fois

0

Tableau V - Enzymes des CYP450 impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques dans le foie. En
gras : enzymes impliquées dans le métabolisme de nombreux médicaments. En souligné : enzymes

impliquées dans le métabolisme des médicaments les plus courants, avec des effets toxiques possibles
d'après Rendic et al. [46].
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Parmi ces sous-familles, les CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1 et CYP3A4 participent au

métabolisme d'un grand nombre de substrats [46]:

CYP1A2

caféine, phénacétine, acétominophène, (R)-War farine

CYP2D6

Codéine, dextrométhorphan, débrisoquine, spartéine

CYP2E1

Acétominophène, halothane, dapsone, chlorzoxazone

CYP3A4

Carbamazépine, cortisol, diazépam, érythromycine, midazolam, mfédipine,

oméprazole

2.1. Activité des CYP450

Les CYP450 catalysent une très grande variété de réactions (cf. figure 4),

essentiellement des réactions spécifiques d'oxydation comme l'hydroxylation du

carbone, l'oxygénation d'un hétéro-atome, la libération d'un hétéro-atome ou

l'oxydation d'un système insaturé.

Toutes les réactions ont en commun l'msertion d'un groupement hydroxyle sur le

substrat pour former un intermédiaire hydroxylé, qui peut ensuite subir une déalkylation,

une déamination, une déhalogénation, etc. [47]. Cette hydroxylation s'mscrit dans le

cycle catalytique des CYP450, qui met en jeux le NADPH en présence d'oxygène (cf.

figure 5).

0
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0
R-CH3-^ R-CH^OH

Hydroxylation aliphathique

»•
-0

R ^R-^VOH
\—/

Hydroxylation aromatique

R-NH-CH3 -»tR-NH-CH20H]-»R-NH2+HCHO
N-déalkylation

R-0-CH3 -+[R-0-CH20H]-»R-OH+HCHO
0-déalkylation

R-S-CHg -»(R-S-CH,OH]->R-SH+HCHO
S-déalkylation

R - ÇH - €N3
NH'2

OH

R-C-CH3
NH'2

0
.R-C-CH3+NH3

N-déaminadon oxidative

^F OH T °
R^-S-RS H» RI-C-RS -+R,-S-R2+H"

Formadon de sulfoxide

(CH3)3N Hr[(CH3>3N - OHJ ^(CH^N^ - 0- + H+
N-oxidadon

OH
Rl-NH-R2->R,-N-R2

N-hydroxylation

R,-ÇH-X
"2

OH 1
RI-Ç-X

RS
->R,-Ç«0+HX

R'2
Déhalogénadon oxidative

?3 .. e-
R, -C -X ^»'1

R,'2

"3
R,-C.+X"^

R2

H+. "3
R, - ÇH + HX

"2
Déhalogénation réductrice

Figure 4 - Exemples de réactions catalysées par les CYP450 d'après Schuler et al. [48].

0

NADP4; CytP450(fe3+)
RH complexe

NADP

RH^ FIavoprotéine
réduite

CytP450(fe3+)FIavoprotéine
oxidée

e-

\^-^- ROH

TRH
RH

CvtP450 CytP450(fe2+)co CytP4SO(fe3+)
ROM

co

0,

e-

RH

CKtP450(fe2+)
0,

QiO

2H+

Figure 5 - Cycle catalytique des CYP450.
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2.2. Induction des CYP450

La superfamille des CYP450 comprend des enzymes exprimées de manière constitutive,
et d'autres au contraire, qui ne sont exprimées qu'en réponse à un stimulus du à un
inducteur hormonal ou chimique. L'induction fait appel à plusieurs mécanismes [49]:

activation de la transcription du gène codant pour l'enzyme,
stabilisation de l'ARNni, ce qui entraîne une augmentation de la traduction,
stabilisation de la protéine.

Une grande variété d'agents chimiques peut induire le métabolisme des xénobiotiques.
Les inducteurs se classent en cinq catégories [50]:

• Les hydrocarbures polycycliques (aromatiques), dont le 3-méthylcholantrène, le
benzo(a)pyrène et ses dérivés, et la 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine

(TCDD) mduisent les CYP1A1 et CYP1A2 suivant un processus transcriptionnel

[49].

Les barbituriques, particulièrement le phénobarbital, induisent les cytochromes

des sous-familles 2A, 2B et 2C par activation transcriptionnelle. D'autres

produits tels que les pesticides organochlorés, les biphényls polychlorés, les

oxydes du transtilbène, etc. possèdent des propriétés inductrices similaires au

phénobarbital [51].

• L'éthanol et de nombreuses molécules de faible poids moléculaire (pyrazole,

acétone, izoniazide, pyridine, benzène, etc.) ont la capacité d'induire le CYP1E1,

suivant un processus de stabilisation de l'ARNm [52].

0

Le CYP3A est induit par les glucocorticoïdes comme la dexaméthasone et
prégnénolone lôa-carbonitrile [53]. C'est le résultat d'une activation de la
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transcription de l'ARNm. Les glucocorticoïdes induisent plus faiblement les
CYP2B.

Le clofibrate a la propriété d'induke les CYP4A, selon un mécanisme

transcriptionnel [54]. D'autres produits comme les herbicides chlorés et les

phtalates induisent aussi les CYP4A.

2.3. Inhibition des CYP450

Les différentes étapes du cycle catalytique des CYP450 sont des cibles potentielles pour
les inhibiteurs. Il existe trois sortes d'inhibition [55,56]:

l 'inhibition réversible

Les inhibiteurs réversibles entrent en compétition avec le substrat. Ils se lient au
CYP450 au niveau du domaine hydrophobe, au niveau de l'atome de fer ou sur

des sites spécifiques par des liaisons hydrogènes ou des interactions ioniques. La

7,8-benzoflavone pour les CYP1A1 et CYP1A2, le sulfaphénazole pour le

CYP2C9 et la quinidine pour le CYP2D6 font partie de cette catégorie

d'inhibiteurs.

l'inhibition irreversible par complexation d'un métabolite intermédiaire

Certaines molécules peuvent être converties par les CYP450 en composés
fortement inhibiteurs. Ces métabolites mtermédiaires maintiennent les CYP450

dans un état catalytique non fonctionnel et stable. Les alkylamines, les

hydrazines et les dérivés méthylènedioxybenzènes sont des inhibiteurs de cette

catégorie.

0

l'inhibition par inactivation auto-catalytique

L'inactivation auto-catalytique conduit à une modification irréversible des

CYP450. L'enzyme est atkylée par un intermédiaire radicalaire qui provient de la
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transformation de l'inhibiteur par le CYP450 lui-même. C'est le cas des oléfmes,

des acétylènes, des dihydropyridines pour les CYP450 et du chloramphénicol
pour les CYP2B1, CYP2C6, et CYPC11.

3. Phénotypage des CYP450

Plusieurs tests biochimiques, en particulier la mesure des paramètres biochimiques

sanguins (aminotransférases, bilirubine, etc.) et la mesure du débit sanguin hépatique,

sont utilisés pour détecter des pathologies hépatiques [57]. L'analyse génétique

moléculaire (génotypage) des gènes codant pour les CYP450 est réalisée pour classifier

les sujets en métaboliseurs faibles, modérés et forts [57]. Ces tests permettent d'évaluer

respectivement l'intégrité globale des cellules du foie et de détecter un polymorphisme

génétique au niveau des enzymes du métabolisme des médicaments, mais ils ne reflètent

pas la capacité métabolique enzymatique in vivo, à un moment donné, dans des
conditions données. Seul le phenotypage permet de déterminer un niveau de

fonctiormement des enzymes du métabolisme des médicaments à un moment donné. Les

tests qui étudient la cmétique métabolique de substrats des CYP450, comme les tests

respu-atoires et les tests mesurant les rapports métaboliques sangums ou urmaires,

donnent accès directement à l'activité in vivo de ces enzymes et permettent de prévoir le

métabolisme d'autres substances médicamenteuses vis à vis de ces mêmes enzymes. Les

tests respiratoires sont capables de mettre en évidence des inductions ou des mhibitions
des CYP450.

Par exemple, l'administration de 3-méthylcholantrène, qui est un puissant inducteur du

CYP1A2, modifie de façon significative les résultats du test respiratoire à la C caféine
(cf. figure 6).

0
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Figure 6 - Cinétique du "COz expiré par le rat après admmistration de l,3,7-13C3-cafèine, avant et après
une injection de 3-méthylcholantrène d'après Browne et al. [l l].

De la même façon, le test respiratoire à l'ammopyrine est modifié significativement par
1'administration de tétrachlorométhane (CCLi), qui est un inhibiteur irréversible des
CYP450 (cf. figure 7). Les enzymes retrouvent un niveau d'activité basai au bout de 7
jours seulement car le processus de réactivation met enjeux le processus de synthèse de
nouvelles enzymes.

Parmi les substrats utilisés comme marqueur de l'activité des CYP450, certains sont non
spécifiques et d'autre spécifiques des cytochromes comme le CYP1A2, CYP3A,
CYP2E1 (cf. tableau III) [58].

u
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Figure 7 - Effet de l'administration de CCL) sur le test respu^toire à l'aminopyrme. Des tests

successifs ont été réalisés avant (0) et l, 3, 7 jours après l'administration de CCLi (n=;10). Les valeurs
d'aire sous la courbe 5%o = f(t) entre 5 et 30 min ont baissé de 92% au jour l, 78% au jour 3 et sont

retourné à la valeur initiale (0) au jour 7 d'après Mion et al.[59].

3.1. Tests respiratoires non sélectifs

3.1.1. Amiaopyrine

u

Le métabolisme de l'aminopyrine comprend deux N-déméthylations qui impliquent

plusieurs enzymes des CYP450, en particulier le CYP1A2 et les CYP3A3/4 [60,61]. La
quantité de "COz exhalée lors du test respiratoire à la 13C-aminopyrme (TRA) fournit
une évaluation mdirecte de la vitesse de N-déméthylation hépatique, et par conséquent
de l'activité des CYP450 [62]. Les résultats du TRA ont été carrelés à la quantité de
CYP450 chez le rat [63] et à la masse fonctionnelle hépatique chez l'humain [18].

Amsi, le TRA est utilisé pour mesurer l'activité des CYP450 in vivo et diagnostique des

disfonctionnement hépatiques.
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Il permet de contrôler le développement de cirrhose et les variations de la masse
fonctionnelle hépatique [64,65] et également d'évaluer les risques des patients atteints
de pathologie du foie [66].

3.1.2. Phénacétine

Le test respiratoire à la 13C-phénacétine (TRP) a été développé comme une alternative au
TRA, pour mesurer l'activité des CYP450 et évaluer les dommages dus aux maladies
hépatiques [22,67]. Le métabolisme de la phénacétine comprend une déalkylation par les
CYP450 comme l'aminopyrine. Cependant le métabolisme et la clairance de ces deux
substrats sont dilïércnts. Des études réalisées chez le rat et l'humain ont démontré que le
TRP est aussi sensible que l'ABT mais que ces deux test sont faiblement carrelés,
probablement parce qu'ils mesurent des paramètres hépatiques différents [68].

3.1.3. Méthacétine

Le métabolisme de la méthacétine consiste en une 0-déalkylation rapide par les

enzymes des microsomes hépatiques pour fonner l'acétaminophène. Comme le TRA, le
test respiratoire à la C-méthacétine (TRM) permet de mesurer l'activité globale des
CYP450 [69] et d'évaluer les dommages causés par des disfonctionnements hépatiques
chroniques ou des cirrhoses [70,71].

3.2. Tests sélectifs

3.2.1. Eiythromycine

u
Les CYP3A sont les enzymes les plus abondantes des CYP450 (30% en moyenne de
l'activité des CYP450 du foie) et elles participent au métabolisme d'un très grand
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nombre de médicaments. Le test respiratoire à l'érythromycine (TRE) mesure l'activité

in vivo des CYP3A3/4 qui sont responsables de la TV-déméthylation du substrat [72,73].
Il a été démontré que le TRE est sélectif vis a vis de ces cytochromes [74,75].
Contrairement à d'autres tests respiratoires, l'érythromycine est administrée par
injection intraveineuse. Dans la littérature, seule la C-érythromycme est utilisée, car le
substrat marqué au 13C est très coûteux. Il est très souhaitable que dans 1'avenu' le coût
de la 13C-érythromycme soit rendu plus accessible car le TRE est le seul test respiratoire
spécifique des CYP3A3/4.

3.2.2. Caféine

La caféine est largement utilisée pour phénotyper les enzymes responsables du
métabolisme des médicaments, en particulier le CYP1A2 [57]. En effet, le métabolisme
de la caféine est catalysé essentiellement par le CYP1A2 [76]. Le test respiratoire à la
C-caféine (TRC) permet de mesurer l'activité in-vivo de ce cytochrome [77].
L'activité du CYP1A2 est également évaluer par la mesure des rapports métaboliques
urinaires de la caféine ou la mesure de la concentration de la caféine dans la salive et le

plasma [78,79].

0
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n Chapitre 3 : Métabolisme des médicaments pendant la grossesse et la

période post-partum

l. Modiïïcations de la pharmaco cinétique des médicaments pendant la grossesse

De nombreuses fonctions physiologiques sont modifiées de façon unportante pendant la

grossesse et la période post-partunx Ces changements affectent les paramètres

pharmacocinétiques des médicaments et modifient potentiellement leurs concentrations
aux niveau des sites actifs (cf. tableau VI). C'est pourquoi, toute prescription pendant

cette période doit être évitée. Si la prise de médicament est nécessaire, la formulation, le

mode d'administration et la posologie doivent être ajustés.

0

variables Paramèfres cmétiques aflfectés

Vomissement, nausée

Mobilité gasti-o-intestinale

pH gastro-intestinal

Débit sanguin gastro-mtestinal

Poids corporel et composition

Débit sangum dans les différents organes

Protéines plasmatiques et tissulaires

Fonction rénale

Fonction hépatique

Fonction respiratoire

Débit sanguin dans les organes responsables
de l'élimination

Biodisponibilité

Vitesse d'absorption

Volume de distribution apparent
Liaison aux protéines

Clairance plasmatique apparente
Vitesse d'élimination

Demi-vie

Pente terminale de la courbe des concentrations plasmatiques

en fonction du temps dans le processus d'élimination

Paramètres de l'équation de Ivtichaelis-Menten (Vmax et Km)

dans les processus saturables

Tableau VI - Principales variables associées à la grossesse modifiant les paramètres phannacocinétiques
des médicaments d'après Krauer et al. [80].
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1.1. Absorption des médicaments

Pendant la grossesse, plusieurs changements modifient l'absorption des médicaments

[80]:

Fonction gastrique

Dans l'estomac, la sécrétion d'acide est réduite et la sécrétion de mucus est

augmentée [81]. La vidange gastrique est retardée de 30 à 50%, en particulier

lors de la prise de repas très liquide ou lors d'un effort physique [82]. Cela peut

entraîner une accumulation des médicaments dans l'estomac pour atteindre des
concentrations toxiques.

Fonction intestinale

Le temps de transit intestinal est prolongé parfois considérablement [83], alors

que le rythme cardiaque est augmenté d'environ 30%. Cela peut accélérer

1'absorption des médicaments au niveau de la paroi mtestinale.

Fonction pulmonaire

L'hyper ventilation et les changements hémodynamiques, liés à l'augmentation

du rythme cardiaque pendant la grossesse, influencent l'absorption des

médicaments au niveau des voies respiratoires.

Peau et muqueuses

L'augmentation du débit sanguin et de la vascularisation entraînent une

augmentation de l'absorption des médicaments au niveau de la peau et des

muqueuses.

0

Muscle et espace épidural

Le débit sanguin et la vascularité dans les muscles striés ne sont pas modifiés

pendant la grossesse. Cependant, la pression dans la veine fémorale augmente

alors que le débit sanguin diminue dans les membres inférieurs. Cela peut
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affecter l'absoqîtion et le transport des médicaments administrés par injection
mtramusculaire.

L'absorption de médicaments injectés dans l'espace épidural est augmentée chez
les femmes enceintes, en raison d'une augmentation de la vascularisation.
Husemeyer R.P. et al. [84] ont montré que les concentrations plasmatiques de
péthidme, après une injection épidurale, étaient plus élevées chez la femme
enceinte (cf. figure 8).
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Figure 8 - Concentrations plasmatiques de péthidine (moyenne ± SD) après une injection de 100 mg de

péthidine chez la femmes enceinte et non enceinte d'après Husemeyer et al.[84].

1.2. Distribution des médicaments

La distribution des médicaments est liée à la composition corporelle. Pendant la

grossesse, le volume de distribution augmente de façon très importante et très variable

(cf. figure 9), ce qui entrame une diminution des concentrations plasmatiques des
médicaments.
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Figure 9 - Les composantes de l'augmentation du volume de distribution pendant la grossesse d,après
Krauer et al. [80].

La distribution des médicaments est modifiée en fonction de plusieurs paramètres [80]:

Volume sanguin et plasmatique

La grossesse est associée à une augmentation du volume plasmatique d'au moins
50%, en fonction essentiellement de la taille du fœtus (cf. tableau VII). Le

volume de globule rouge dans le sang augmente d'environ 18% ce qui entraîne
une diminution de la concentration de l'hémoglobine. L'augmentation du volume

plasmatique conduit à une diminution des concentrations des médicaments dans
le sang.

Non-pregnant 20 weeks 30 weeks 40 weeks

Plasma volume (mL) 2600

Red cell volume (mL) 1400

Total blood volume (mL) 4000

3150
1540

4600

3700
1550
5250

3850
1650
5500

Tableau VG - Variations du volume sanguin pendant la grossesse d'après Hytten et al. [85].

0

Quantité d'eau corporelle

Pendant la grossesse, il y a une augmentation importante du volume total d'eau

dans le corps, lié au développement de nouveaux tissus et à l'expansion majeure
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0 du volume des fluides extracellulau-es (cf. tableau VIII). Cette augmentation du
volume d'eau entraîne une dilution des médicaments.

10
Weeks of pregnancy
20 30 40

Foetus 4 264 1185 2414
Placenta 18 153 366 540
Amniotic fluid 30 346 742 792

Blood-fi-ee uterus . 116 264 495 800

Mammary gland 34 135 270 304
Blood 90 538 1156 1083
Extracellular and exta'avascular fluid

no oedema or leg oedema 0 30 80 1680
generaUzed oedema 0 500 1526 4897

Tableau VIII—Composantes de l'augmentation de la masse d'eau (g) pendant la grossesse d'après Hytten
et al. [86].

Poids corporel

La grossesse est associée à une prise de poids moyenne d'envu-on 12 kg

essentiellement pendant les deux premiers trimestres [87]. Une augmentation de

poids supérieure à cette moyenne conduit à une accumulation de gras dans les
tissus. Pendant le troisième trimestre, les taux d'acides gras libres et de glycérol

augmentent dans le sang [88].

Cette augmentation générale du taux de lipides peut conduire à l'accumulation

des médicaments liposolubles.

0

Changements hémodynamiques

Le débit cardiaque augmente pendant la grossesse d'environ 1.5 L.min . Cette
augmentation est liée à la croissance utérine et mammau-e et conduit à une

augmentation générale de la vascularisation [86]. Par ailleurs, la pression
artérielle dunmue.

La dynamique cardiovasculau-e varie en fonction de nombreux paramètres,

comme les contractions utérines, la posture, l'exercice, etc. Ces variations
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affectent la pharmacocinétique des médicaments. Par exemple, il a été montré

que la vitesse d'élimination de plusieurs médicaments à élimmation rénale

majoritaire est augmentée en position allongée [89,90]. De même, la clau-ance

des médicaments à élimination hépatique majoritaire avec un rendement

d'extraction élevé varie en fonction de la posture, puisque la clairance est

dépendante du débit sanguin hépatique [91,92].

1.3. Liaison des médicaments aux protéines plasmatiques

La plupart des médicaments sont liés aux protéines plasmatiques, essentiellement à

l'albumine et à l'al-glycoprotéine acide, et seule la fraction non liée traverse les

membranes biologiques et contribue ainsi à l'activité pharmacologique.

Pendant la grossesse, la concentration plasmatique d'albumine dimmue et le volume

plasmatique augmente de telle façon que la masse totale d'albumine en circulation dans

le sang varie en fonction du stade de gestation (cf. figure 10).

Albumin
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10 20 30
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40

Figure 10 - Concentration plasmatique et quantité totale circulante d'albumine pendant la grossesse
d'après Hytten et al. [87].

0 Pour les médicaments fortement liés aux protémes, la diminution du taux d'albumme

pendant la grossesse entraîne une dimmution la capacité de liaison des médicaments. En
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n effet, plusieurs auteurs ont montré une augmentation des concentrations non liées du
diazépam, de la phénytoïne et de l'acide salicylique, du sulfisoxazone et de la
déxaméthasone, conjomtement à une diminution de la concentration en albumine,
pendant la grossesse et la période post-partum [93,94].
D'autres facteurs comme l'augmentation des taux d'hormones, d'acides gras et de
lipides dans le sang ainsi que les modifications de concentrations sanguines de
nombreuses autres substances endogènes entraînent des phénomènes de compétitions
et/ou d'mhibition au niveau des sites de liaison [95].
Ainsi, poiir plusieurs médicaments, les modifications au niveau de la liaison aux
protéines plasmatiques peuvent conduire à une augmentation de l'activité
pharmaco logique. Cependant, les récents travaux de Benêt LZ et al. [96] montrent que
cela ne concerne que les médicaments à forte clearance hépatique administrés par voie
intravemeuse et les médicaments à forte clearance non hépatique, administrés par voie
orale ou intravemeuse, et que pour la plupart des médicaments, les variations des taux
protémiques n'entraiment pas de modification d'activité pharmacologique. Par ailleurs,
le degré d'afRnité aux protéines plasmatiques est généralement moins élevé dans le
fœtus que dans la mère [97]. Ainsi, les concentrations des médicaments non liés peuvent
alors attemdre des concentrations toxiques pour le fœtus.

1.4. Métabolisme des médicaments

0

La grossesse est associée à des changements au niveau du métabolisme général;
cependant ces changements ne sont pas toujours apparents pour le métabolisme des
médicaments. Ainsi, Peiker et al. [98] n'ont pas observé de différence dans le
métabolisme du phénobarbital chez la femme encemte alors que Tomson et al. [99] ont
montré que les concentrations plasmatiques de la carbamazépine et de la phénytome
diminuent pendant le dernier trimestre de grossesse. Il a été montré également que la
clairance de l'acide valproïque est multipliée au moins par trois pendant le dernier
trunestre de grossesse par rapport aux autres trimestres [100].
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Les variations du métabolisme pendant la grossesse impliquent différents éléments :

Foie

Peu d'informations sont connues quant aux changements qui apparaissent au

niveau du métabolisme hépatique pendant la grossesse. La clau-ance hépatique
des médicaments est essentiellement modifiée par les changements d'affmité des

liaisons des médicaments aux protéines plasmatiques et par l'augmentation des

taux de stéroïdes. L'augmentation du taux de progestérone stimule l'activité

hépatique des microsomes et augmente ainsi la clairance intrinsèque de certams
médicaments comme l'amobarbital. A l'mverse, la progestérone et l'estradiol

sont des inhibiteurs compétitifs des enzymes du foie et ils peuvent réduire la

vitesse d'élimmation des médicaments tels que l'éthylmorphine ou

l'hexabarbitone [101].

Unité fœto-placentale

L'unité fœto-placentale contribue non seulement à l'augmentation du volume de
distribution mais aussi au métabolisme des médicaments.

Le placenta contient un système enzymatique capable de catalyser les réactions

classiques de métabolisme (oxydation, réduction, hydrolyse, etc.) comme par

exemple l'hydroxylation du benzo(a)pyrène chez les fumeuses enceintes

[102]. Dès le premier trimestre de grossesse, le placenta possède plusieurs gènes
d'ARNm des CYP450 : CYP1A1, 1A2, 2C, 2D6, 2E1, 2F1, 3A4, 3A5, 3A7 et

4B1 et certains de ces gènes sont exprimés : CYP1A, 2E1 et 3A [103].

Le foetus est capable de réaliser plusieurs fonctions métaboliques et de nombreux

médicaments sont metabolises dès la sixième semame de gestation [104]. Parmi

les enzymes oxydatives du foie fœtal, le CYP3A7 représente 50% de la quantité

totale des CYP450. Après la naissance, l'expression de cette enzyme diminue

considérablement. D'autres cytochromes, comme le CYP1A1, CYP2C8,

CYP2D6, CYP3A4, etc., sont également présents dans le foie fœtal [105].

0
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La contribution du métabolisme fœto-placental à la pharmacocinétique des
médicaments en période de gestation est probablement mineure car le fœtus est
petit et l'abondance des CYP450 dans le placenta est faible. Par contre, des cas
d'intoxication sévères ont été carrelés à des disfonctionnements métaboliques au
niveau de l'unité fœto-placentaire.

1.5. Elimination des médicaments

L'élimination des médicaments est modifiée pendant la grossesse :

Fonction rénale

Le débit sanguin rénal et la vitesse de filtration glomérulaire augmentent
considérablement pendant la grossesse, d'environ 50% et 80% respectivement
[106]. Il en résulte une augmentation de la clairance des médicaments à
elimination rénale majoritaù-e comme la pénicilline, la digoxine, etc. [107-109].
Pour les femmes qui doivent rester alitées, la position couchée favorise une
dunmution du débit sanguin rénal et de la filtration glomérulaire et par
conséquent une duninution de la clairance des médicaments [89].

Fonction hépatique

La clau-ance hépatique des médicaments est essentiellement modifiée par les
changements d'affinité des liaisons des médicaments aux protéines plasmatiques
et par l'augmentation des taux de stéroïdes (cf. partie I, chapitre 3, 1.4.)

0

Fonction pulmonaire

L'élimination par voie pulmonaire intervient pour les médicaments pris par
inhalation. L'hyper ventilation liée à l'augmentation du rythme cardiaque
pendant la grossesse peut accélérer l'élimmation des médicaments mhalés.
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2. Mesure de la fonction hépatique pendant la grossesse

Au cours de la grossesse, la fonction métabolique hépatique est modifiée (cf. partie I,

chapitres, 1.4). Les pathologies chroniques post-gestationnelles (épilepsie, hypertension,

SIDA, etc.) nécessitent un traitement contmu pendant la grossesse. D'autres pathologies,

comme l'hypertension gestationnelle, le cholestase et le diabète obstétrical ou

l'hyperemesis gravidarum, nécessitent également l'utilisation de médicaments pendant

cette période. Dans ces conditions, il est unportant de mesurer les activités métaboliques

hépatiques par des tests dynamiques pour d'une part, prévoir le comportement des

substrats pouvant être pris pendant la grossesse, via leur métabolisme, et d'autre part,

mettre en évidence et d'anticiper les dommages dus aux pathologies.

2.1. Tests conventionnels

L'évaluation conventionnelle de la fonction hépatique est basée sur la mesure de

plusieurs paramètres clmiques [110]:

0

historique du patient,

examen physique,

• taux d'enzymes (aminotransferases, glutamyltransferases, alkalme phosphatase),

bilirubine, albumine plasmatique, temps prothrombine, excrétion de

sulfobromophatléme (BSP), capacité d'élimination du galactose

• hémodynamique,

imagerie médicale,

biopsie.

Ces différents tests peuvent donner une évaluation appréciable pour les pathologies

hépatiques avancées. Cependant, dans le cas de disfonctionnements hépatiques mmeurs
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ou modérés, ces tests ne sont pas toujours efficaces et ne permettent pas de prévoir
l'aggravation de la pathologie [111]. En général, ces tests sont peu carrelés au degré
d'alteration du métabolisme des médicaments [l 12].

2.2. Sondes métaboliques

Une autre approche consiste à mesurer différents paramètres pharmacocinétiques d'une
molécule (traceur) qui est métabolisée majoritau-ement par le foie. Cela permet de

quantifier l'activité des CYP450 du foie, de façon spécifique ou non spécifique et par
extrapolation de déterminer les dommages fonctionnels hépatiques et leur progression
[58].
Différents tests, comme la mesure des clairances plasmatiques, la mesure des rapports
métaboliques dans le plasma, les urines, la salive et autres milieux et les tests
respiratoires, sont utilisés pour calculer des activités métaboliques hépatiques (cf.
tableau VIX).

Pour les femmes enceintes, certains substrats tels que l'aminopyrine ou le trunéthiadone
ne sont pas recommandés car ils présentent des risques toxicologiques pour le fœtus
[80]. Par contre, les tests utilisant la caféme, l'érythromycme, la lidocame, etc. peuvent
être utilisés sans risques pour étudier les modifications d'activité hépatique dans le cas
de grossesses normales ou mesurer les dommages causés à l'hépatocyte dans le cas de
grossesses pathologiques.

0
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n
Substrat Tests cliniques Enzymes impliquées Références

Tests fonctionnels non sélectifs

Aminopyrine Test respiratoire
Antipyrine Clairance plasmatique, urinaire et salivau'e
Triméfhiadone Clairance plasmatique, rapports métaboliques

plasmatiques

Tests fonctionnels sélectifs

Caféine Claù-ance plasmatique et salivaire, test respiratoire,
rapports métaboliques urinaires

Chlorzoxazone Concentrations plasmatiques, rapports métaboliques
plasmatiques

Dextromethorphan Rapports métaboliques plasmatiques
Erythromycm Test respu-atoire
Lidocaïne Concentration plasmatique du métabolite
Midazolam Clairance plasmatique, rapports métaboliques

plasmatiques

CYP1A2,2C9,3A4
CYP1A2,2B6, 2C, 3A
CYP2C9,2E1, 3A4

CYP1A2

CYP2E1

CYP2D6, CYP3A
CYP3A3/4
CYP3A4
CYP3A3/4

[18,65]
[113,114]
[115,116]

[21,117,118]
[78,79]
[119,120]

[121,122]
[23,74,75]
[123,124]
[125,126]

Tableau VDC - Tests fonctionnels in vivo de l'activité hépatique des CYP450 pour les patients avec des
maladies hépatiques d'après Tanaka et al. [58].

Les tests respiratoires constituent un outil de mesure particulièrement adapté aux

femmes enceintes puisque ces tests sont non invasifs et très faciles à réaliser (cf. partie l
chapitre 2, 2.). Ils présentent plusieurs avantages :

• durée d'échantillonnage courte (3 heures maximum),
pas d'échantillormage invasif(sang),

• possibilité de manger et boire pendant le test,

possibilité de se déplacer pendant le test mais éviter l'exercice et l'effort,

possibilité de faire le test à la maison (suivant le substrat).

0
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PARTIE II

UTILISATION DE LA CAFEINE COMME

MARQUEUR DE LA FONCTION
MÉTABOLIQUE HÉPATIQUE

u
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Chapitre l : Validation des tests respiratoires à la "C-caféine et 13C-
aminopynne

l. Introduction

Au cours de la grossesse normale ou pathologique, l'activité hépatique de la femme
varie, en particulier les réactions du métabolisme des médicaments dépendantes des
CYP450. Les modifications d'activités des enzymes du métabolisme peuvent mduire
non seulement des variations dans la pharmacocinétique des médicaments, mais
également des risques générés par des métabolites toxiques ou tératogènes.

Pour le CYP1A2, les variations des taux hormonaux pendant la grossesse entraînent des
variations d'activité de ce cytoch-ome [76]. Il a été montré ainsi que la clairance de la
caféine diminue pendant la grossesse et retourne à sa valeur pré-gestationnelle pendant
la période post-partum simultanément au rétablissement des taux d'homiones [127,128].

Actuellement, aucune étude n'a été rapportée pour la mesure de l'activité du CYP1A2
par le TRC, pendant la grossesse. Or, le TRC est un test spécifique du CYP1A2,
particulièrement adapté aux femmes enceintes, puisqu'il est non invasifet que la caféine
est un substrat à très faibles risques pour la mère et le fœtus [129]. L'utilisation du TRC
peut permettre, d'une part, de prévoir le comportement des substrats du CYP1A2
pouvant être pris pendant la grossesse, via leur métabolisme, et d'autre part, de mettre en
evidence et d'anticiper les dommages dus aux pathologies.

2. Objectifs

u
L'objectif principal est de valider TRC comme marqueur de l'activité métabolique
hépatique du CYP1A2, pour pouvoir l'utiliser dans le suivi des variations hépatiques
chez la femme enceinte.
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La validation du TRC est effectuée chez 5 groupes de sujets sams :

hommes fumeurs,

hommes non-fiimeurs,

femmes non-fiimeuses ne prenant de contraceptif oral (CO),
femmes non-fùmeuses prenant des CO,
femmes fumeuses prenant des CO.

159

•

Dans le cadre d'un projet plus général sur les tests respiratoires, le TRA est validé
.conjointement au TRC, chez ces mêmes groupes de sujets, comme marqueur non
spécifique de l'activité métabolique des CYP450.
(Comme l'aminopyrme présente des risques toxicologiques pour le fœtus, le TRA ne
peut pas être utilisé pendant la grossesse [80].)

3. Résultats

La validation du TRC et du TRA est présentée dans la publication :

C-Aminopyrine and 13C-caffeine breath tests: influence of gender cigarette smoking
and oral contraceptives intake.

Marie-Sophie Caubet, Annick Laplante, Jean Caillé, Jean-Louis Brazier

Isotopes in Health and Environmental Studies 38(2) :71-77 (2002).

Etant donné que de nombreuses publications sont déjà parues sur la validation du TRC

(cf. partie I, chapitre 2, 3.2.2), la présente publication oriente la discussion plus
spécifiquement sur le TRA. Cependant, tous les résultats concernant le TRC sont mclus
dans le manuscrit.

0
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3.1. Résumé de la publication

Le TRA mesure l'activité globale des CYP450 in vivo et est un indicateur sensible des
disfonctionnements métaboliques hépatiques. La présente étude a pour but de déterminer
si les résultats du TRA sont influencés par le sexe du sujet, la consommation de cigarette
et la prise de CO. 110 sujets sains, comprenant des hommes et des femmes, des sujets
fumeurs et non-fumeurs et des femmes prenant ou non des CO ont été soumis à un TRC
pour phénotyper le CYP1A2 et à un TRA. Les résultats du TRA ont montré des
variations inter-individuelles importantes liées aux variations du contenu hépatique des
CYP450. Le TRA a permis de mettre en évidence des inductions et des mhibitions
significatives carrelées à la consommation de cigarettes et de CO. L'effet combmé de la
prise de CO et de la consommation de cigarettes a conduit à une activité métabolique
globale comparable à celle des femmes non fumeuses, ne prenant pas de CO. Par
conséquent, l'impact des facteurs étudiés sur les résultats du TRA doit être considéré et
pris en compte par les cliniciens et les investigateurs.

3.2. Résumé des résultats concernant le TRC

0

Le TRC a été validé chez les mêmes groupes de sujets que le TRA (cf. partie II, chapitre
l, 2.). Ces groupes ont été choisis pour mettre en évidence des phénomènes d'inductions
et d'mhibitions du CYP1A2.

Les résultats du TRC ont montré des variations inter-mdividuelles importantes à
l'intérieur de chaque groupe de sujets. Ces variations sont en accord avec la diversité du
contenu enzymatique hépatique individuel (cf. partie I, chapitre 2, 2.). Le TRC a permis
de différencier de façon significative les activités enzymatiques des hommes fiimeurs et
non-fùmeurs, des femmes non fumeuses prenant et ne prenant de CO et des femmes
prenant des CO, fumeuses et non fumeuses. Par conséquent, le TRC peut être utilisé
comme un indicateur de l'activité métabolique du CYP1A2, puisqu'il permet de mettre
en évidence l'induction ou l'inhibition de cette enzyme.

3.3. Publication
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Isotopes Environ. Health Stud., 2002, Vol. 38(2), pp. 71-77 'Taylor&Frands
l healthsciences

[13C]AMINOPYMNE AND [13C]CAFFEINE BREATH
TEST: INFLUENCE OF GENDER, CIGARETTE

SMOKING AND ORAL CONTRACEPTIVES INTAKE
M. S. CAUBET', A. LAPLANTE2, J. CAILLÉ2 and J. L. BRAZIER1

1 Université de Montréal, Faculté de Pharmacie, Montréal (Quebec); ÎDianatec Iso Inc., Montréal
(Québec) H4R 2EG, Canada

(Received 22 June 2001; In final form 7 November 2001)

The [13C]aminopyrine breath test (["CJABT) measures the global activity of cytochrome P450 in vivo and is a
sensitive indicator of liver metabolic dysfunction. The present study aims to detemiine whether gender and
cigarette smoking influence the results of [ CJABT as well as to confinn the effect of oral contraceptive steroids
(OCS) intake on this metabolic test. Hundred and ten healthy subjects, including men and women, smoker and
non-smoker, women taking OCS or not, were phenotyped for CYP1A2 using the [13C]caffeme breath test and
underwent a [ C]ABT. Both tests showed large mter-individual variations in accordance with that of CYP450
liver content. [ CJABT was sensitive enough to point out a significant induction or inhibition related to cigarette
smoking habits or OCS. The combined effect of smoking and OCS resulted in an overall unchanged metabolic
activity. Consequently, the impact of the studied conditions on the ["CJABT parameters must be considered by
clinicians or clinical investigators.

Keywords: [13C]Aminopyrine; breath test; ["CJcaffeine; Carbon 13; CYP450; induction; inhibition

INTRODUCTION

Various in vivo methods are used to assess the liver state and its capacity to metabolize
substrates. Among them are breath tests using molecules labelled with stable isotopes as
metabolic probes for various enzyme systems [1-3].

The [13C]aminopyrine breath test ([13C]ABT) is used world wide for measuring the
activity of cytochrome P450 (CYP450) in vivo and assessing a degree of disorder of the
liver [4-6]. The contribution of the CYP450 enzymes to the metabolic pathways of amino-
pyrine is not yet well known but seems close to the antipyrine's metabolism. The later in-
valves CYP1A2, and CYP2C9, CYP2E1 to a lesser extent and also CYP2C19, CYP2D6
and CYP3A [7]. The metabolism ofaminopyrine shows two sequential oxidative N-demeuiy-
lations, which involve different CYP450, especially CYP1A2 and CYP3A3/4 [8]. No corre-
lation between [13C]aminopyrine breath test ([13C]ABT) results and CYP1A2 or CYP3A4
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activities have been demonstrated but [ C]ABT has been correlated to the amounts of
CYP450 [9] and the functional hepatic mass [10]. Like antipyrine, aminopyrine clearance
is a global measure ofCYP450 oxidative capacity because of the multiplicity of the en2ymes
involved in the formation of their metabolites with a slight to moderate weight toward
CYP1A2 [11].

Nevertheless, the influence of potential inhibitors or inducers of the aminopyrine
metabolism has still not been evaluated on the [13C]ABT results, except for oral contracep-
tive steroids (OCS). In 1978, Herz et al. [12] studied the efFect of OCS on the rate of
demethylation of [ CJaminopyrine using the [14C]ABT. Later, Opekun et al. [13] demon-
strated that the intake of low-dose OCS could affect the score of the ABT but no assays
have mentioned the impact of other factors such as the gender or smoking habits. In this con-
text, it is highly relevant to study factors that could affect the results and the clinical
interpretation of the [13C]ABT.

The aim of this study was to analyse the influence of gender, cigarette smoking and OCS
intake on the [13C]ABT, in healthy subjects.

Furthermore, cafiFeine is mamly metabolised by CYP1A2 [14] and has been applied as a
substrate for phenotyping CYP1A2 in the liver [15-17]. The non-invasive [13C]cafiFeine
breath test ([13C]CBT) is able to point out the influence of inhibitors or inducers on the
CYP1A2 activity, via caffeine metabolism [18,19].

Since CYP1A2 participates to aininopyrme metabolism, [13C]CBTwas performed together
to [13C]ABT in order to check the CYP1A2 activity of the selected subjects. The use of these
two tests was compared for phenotyping specific and non-specific CYP450 enzyme
activities.

METHODS

Chemicals

[l,3,7-trimethyl-13C3]cafFeine (99% 13C) and [AyV-dunethyl-13C2]aminopyrine (99% 13C)
were obtained from Isotec Inc., Ohio, USA. Helium and SFC grade CO^ were purchased
from Prodau- Canada, Quebec, Canada.

Subjects and Drug Administration

The protocol was approved by the Research and Ethical Committee of Algorithme Phaima
Inc. (Montreal, Canada), in accordance with the ethical guidelines of the 1975 Declaration
of Helsinki. An mformed written consent was obtained from each subject. The trial was

0

Groups

TABLE I Subjects included in the Trial.

Subjects Number of subjects Weight (kg) Mean ±SD

A Men non-smokers
B Men smokers
C Women non-smokers taking no

oral contraceptives steroids
D Women non-smokers taking

oral contracepdves steroids
E Women smokers taking oral

contraceptives steroids

24
22
24

20

20

75±8
74±8
62±9

60±6

62 ±10
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carried out in 5 groups of healthy adult subjects, aged from 18 to 40 CTab. I). These groups
were chosen as characteristic groups to evaluate the basal level of general drug metabolizing
enzyme acdvity (A and C), the efifect of induction of CYP1A2 (B), the effect of inhibition of
CYP1A2 (D), the effect of combined exposition to inducers and inhibitois ofCYP!A2 (E)
and the mfluence of sex (A and C). All subjects had normal total bilirubin, aspartate
aminotransferase, alanine aminotransferase, gamma-glutamyl transferase and alkalme
phosphatase. Women were not pregnant.

Pre-requisites required 7 days without medication, 48 h without alcohol and a ten-hour fast
before the tests. After this period ofwashout, the subjects underwent a [13C]CBT and 2 days
after a [13C]ABT. For both tests, subjects ingested an oral dose of fhe labelled metabolic
probe as an aqueous solution (50 ml). According to body weight ranging fi-om 45-60 kg,
60-75 kg and 75-90 kg [l,3,7-methyl-13C]caffeme doses were 155 mg, 200 mg and
245 mg respectively and [4-dimethyl- Cjammopyrine doses were 105 mg, 135 mg and
165 mg respectively. These doses were chosen to sunplify the usual doses per kg of the
body weight, with a view to eventually develop a simple commercial test. Breath samples
were collected in duplicate, 5min before beginning the test, every 15min for the first
90min and then every 30min during the last 90min.

Measurements

Breath samples were collected in duplicate into glass tubes (Vacutainer®). Isotope ratio mea-
surements were carried out using a AP 2003 gas chromatography - isotope ratio mass spec-
trometer (GC-IRMS), from Analytical Precision (Northwich, Cheshire, UK). The mass
spectrometer was calibrated for 13C and l80 with an onlme internally calibrated COz refer-
ence gas.

The results were expressed as A%o=(5%o(,) — ^%o(,=o)i where 5%o(,s=o) is the isotope
abundance prior to the administration of the labelled probe and ô %o^ is the isotope abun-
dance measured at "(" tune during the test, with respect to the Pee Dee Belemnitella, the
mtemational C reference.

The area under the A%o =j[t) curve (AUG) was calculated according to the trapezoidal
rule. As the doses of labelled caffeine and aminopyrine were administered accordmg to
the body weight, isotope abundances were expressed using the data without normalization
according to the body weight.

Statistical Analysis

The results are presented as the mean AUG ± standard deviation (SD) for each groups ofsub-
jects, for both the [l3C]CBT and [ 3C]ABT. Student's ( test was used for comparison between
groups. Similar results were obtained when using AUC between 0 and 60min, 0 and 90min,
0 and 120min and 0 and 180min. Therefore, only calculations and comparisons performed
with AUG between 0 and 180min (AUG i go) are reported.

0

RESULTS

[13C]CBT
The inter-individual variations of the AUCigo for the [13C]CBT, expressed as the coefficients
of variation of the AUCigo, ranged between 33% and 58%, for the 5 different groups.
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FIGURE 1 Mean AUCigo ± standard deviation (SD) for ["C]CBT and ["CJABT. A: men non-smokers, B: men
smokers, C; women non-smokers taking no oral contraceptives. D: women non-smokers takmg oral contraceptives,
E: women smokers taking oral contraceptives, NS: not significant.

As shown in Figure 1 lefthand, the smoking habit in men significantly increased the
AUCigo (p < 0.01 for A and B). The intake of OCS in women decreased significantly
the AUCigo (p < 0.0001 for C and D). Moreover, smoking habit increased significantly the
AUCigo in women taking OCS (p < 0.001 for D and E). Nevertheless, the AUCigo calculated
from the [ C]CBT were not significantly different in men and women.

[13C]ABT

The results obtained from the [13C]ABT showed large mter-individual variations too. The
values of the coefficients of variation of the AUCigo values ranged between 15% and
31%, for the 5 different groups. Figure 2 shows the mean A%o=7(time) curve for the
[13C]ABT, for men non-smokers. It can be observed that the 13C abundance increases during
the first 60 min of the test and then decreases progressively. The abundance of the expired
COz (A%o) shows large SD among subjects.

0

20 n

16-1

12-]

i

4-1

0
0 50 100

time(nun)
150 200

FIGURE 2 Mean A%o =y(time) for group A, during the ["C]ABT.
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When comparing [13C]ABT from [l3C]CBT results in Figure l, [13C]ABT also showed an
increase, but not significant, of AUCigo for men smokers and a significant decrease of
AUCiso for women taking OCS (p < 0.0001 for C and D). Smoking habit increased signifi-
cantly AUCigo for women taking OCS for either [13C]ABT or ["CJCBT. However, unlike
[ CJCBT, the parameters calculated from the [ C]ABT show a significant gender difference
(p < 0.05 for A and C)

The values of the biochemical parameters measured for the hepatic function (bilirubm,
aminotransferase, etc.) showed no significant difference between the 5 groups of subjects,
except between men (A) and women (C), and no correlation with the [ CJCBT or
[13C]ABT results.

DISCUSSION

The high inter-individual variations for both tests were m accordance with what is known on
the individual variability of the CYP450 and CYP1A2 content m the human liver (about 40%
for CYP1A2) [20].

[13C]CBT results confirmed the CYP1A2 enzyme induction and uihibition related respec-
tively to cigarette smoking habits and OCS intake. Actually, previous studies using either
[ CJCBT or urinary metabolic ratios of cafiFeine demonstrated that CYP1A2 activity is
induced by the polycyclic aromatic hydrocarbons contamed in cigarette smoke and inhibited
by oral steroids contracepdves [18, 19,21-23]. As mentioned in literature [24], [13C]CBT
was not able to differentiate men from women.

The comparisons between the groups of subjects showed that gender, smoking and OCS
had an influence on the [ C]ABT results. The significant inhibitory effect ofOCS confinns
the results obtained from Herz et al. [12] and Opekun et al. [13]. Differences between smo-
kers and non-smokers observed with [13C]ABTwere due to the participation ofCYP!A2 to
the metabolism of ammopyrine. However, the contribution of this en2yme is not important
enough to show a significant mduction.

The present studies allowed to evaluate the mfluence of smoking habit in women taking
OCS on the enzymatic liver activities. [13C]CBT and [13C]ABT showed that the inductive
effect of smoking combmed with the inhibitory efifbct of OCS results in an overall metabolic
activity which is not different from that of women non-smokers not taking OCS.

In contrast to [13C]CBT, [13C]ABT results show significant differences when comparing
men and women. This can be explamed by the fact that aminopyrine metabolism is less spe-
cific for CYP1A2 than caffeine metabolism and involves various other liver enzymes.
Hormonal fluctuations within the mensta^ial cycle may be a primary cause of gender difFer-
ences. Smce aminopyrine can be used as a probe to assess non-selective P450 liver function
[3,10], the [ C]ABT is appropriate to point out differences in the enzymatic liver activities
between men and women.

The comparison between the values of biochemical parameters and the [ C]ABT score
confirms that there is no relationship between the conventional static biochemical tests,
which are routine exammations of the liver condition, and the dynamic test used for checkmg
dmg metabolizing enzyme activity [25]. Therefore, static biochemical liver function tests must
not be used as indicators of potential modifications ofdmg metabolizing enzymes. The non-
specific [13C]ABT and/or other specific breath tests ([13C]CBT or ["CJerythromicin
breath test [26]) are more relevant to measure, in a non-invasive way, changes in global or
specific metabolic activities.

0
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The present studies shows that, in addition to medical applications designed to assess liver
diseases (diagnosis or prognosis), [ C]ABT could be used for other application where a
global assessment of drug metabolizing activities is required. As example, clinical trials,
especially biopharmaceutical trials (bioavailability and bioequivalence studies), require selec-
tion of healthy subjects with biocheinical and pharmacokinetic characterisdcs as homoge-
neous as possible, in order to minimise the inter-individual variations of the measured
pharmacokinetic parameters. In that context, the [ CJABT could be useful to give mforma-
tion on the liver detoxification and metabolism capacities.

Today, the cost of molecules labelled with stable isotopes and their analysis decreases reg-
ularly. The feasibility (oral ingestion) and non-invasive procedure should participate to the
development of tests using labelled molecules combined with breath tests. Depending on
the purpose of their application it is useful to make a choice between non-specific tests
such as [13C]ABT or [13C]methacetm or [13C]phenylalanme breath test [27] and specific
tests as [l3C]CBT or [13C]erythromycin breath test.

Therefore, it is important for clinicians and investigators to recognise factors and medica-
tions that can influence test results and what kind of information they are able to afiford.
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Chapitre 2 : Dosage de la C-caféine et de ses métabolites dans les
urines

l. Introduction

Parmi les tests dynamiques d'exploration fonctioimelle hépatique autre que les tests
respiratoires, la mesure des rapports métaboliques d'un substrat dans le plasma, les
urmes ou autres milieux, peut permettre la détermination des activités métaboliques
hépatiques et par extrapolation revaluation des dommages fonctionnels du foie et leur

progression.
La mesure des rapports métaboliques de la caféine (RMC) dans les urines est un test qui
peut permettre revaluation des variations d'activité du CYP1A2 (cf. partie I, chapitre 3,
2.2.). Les RMC peuvent être utiliser conjointement au TRC pour étudier de façon non
invasive les variations longitudinales du métabolisme des médicaments chez les femmes

encemtes et en période post-partum.

2. Objectifs

L'objectif principal est de valider l'utilisation des rapports métaboliques urinau-es de la
13C-caféine (13C-RMC) comme marqueurs des variations d'activité du CYP1A2, pour
permettre revaluation in vivo des modifications de ces enzymes pendant la grossesse. La
mesure des C-RMC est effectuée au cours du TRC, chez les mêmes groupes de
patients sains (cf. partie II chapitre l, 2.).
L'objectif secondaire est donc de comparer les résultats obtenus avec les 13C-RMC et le
TRC.

0
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La détermination des RMC nécessite l'utilisation d'une méthode analytique performante

pour mesurer les concentrations urinaires de la caféine et de ses métabolites :

mise au point et validation de l'extraction en phase solide et du dosage par

chromatographie liquide à haute performance et détection à barrette de diode

(HPLC-DAD) de la caféine et de ses métabolites dans les urines,

étude de l'apport de la détection par spectrométrie de masse (MS) au dosage de
la caféine et des ses métabolites dans les urines.

3. Validation et résultats

Les résultats des tests utilisant les C-RMC a fait l'objet de 2 publications qui incluent
la validation des méthodes de dosage par HPLC-DAD et par HPLC-MS:

Analysis of urinary caffeine metabolites by HPLC-DAD: the use of metabolic ratios to

CKsess CYP1A2 enzyme activity.

Marie-Sophie Caubet, Walid Elbast, Marie-Claude Dubuc, Jean-Louis Brazier

Journal of Pharmaceutical and Biomédical Analysis 27(1-2): 261-270 (2001).

Analysis of urinary caffeine metabolites by liquid chromatography - mass

spectrometry: The use metabolic ratios to explore CYP1A2 activity.

Marie-Sophie Caubet, Blandine Comte, Jean-Louis Brazier

Journal of Pharmaceutical and Biomédical Analysis (soumise)

3.1. Résumé des publications

0

Analysis of urinary caffeine metabolites by HPLC-DAD: the use of metabolic ratios to

assess CYP1A2 enzyme activity.
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Une nouvelle méthode d'analyse par HPLC-DAD, rapide et sélective, a été développée
pour la détermination de la caféine et de ses métabolites dans les urines. Les composés
ont été isolés par extraction en phase solide, séparé par HPLC sur coloime XBD-C18 et
détectés par DAD à 270 et 290 mn. Les rendements d'extraction obtenus étaient compris
entre 83 et 99%. La Iméarité et la précision de la méthode étaient comprises dans les
lunites d'acceptabilité. Cette méthode a permis de mesurer les rapports métaboliques
urinaires de 20 sujets ayant des activités du CYP1A2 caractéristiques, liées à l'habitude
de fumer et à la prise de contraceptifs oraux. Les rapports métaboliques ont permis de
mettre en évidence des inductions et des inhibitions du CYP1A2.

Analysis of urinary caffeine metabolites by liquid chromatography - mass
spectrometry: The use metabolic ratios to explore CYP1A2 activity.

La chromato graphie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse avec une
source électronspray à pression atmosphérique a été utilisée pour l'analyse de la caféine
et 14 de ses métabolites. Les rapports métaboliques urinaires de la caféme ont été
determines après admmistration d'un bol oral de caféine marquée chez 20 sujets sains.
Ces sujets avaient des activités caractéristiques du CYP1A2 différentes, relatives à
l'habitude de fumer et à la prise de contraceptifs oraux. L'utilisation de la caféine
marquée pour le calcul des rapports niétaboliques a permis d'éliminer la contribution des
métabolites endogènes de la caféine, qui sont toujours présents même après une diète
spécifique. La sélectivité et la haute sensibilité de la spectrométrie de masse ont permis
de limiter la collecte d'urme sur une période de 3 heures. Les comparaisons entre les
groupes des sujets caractéristiques ont démontré que les rapports métaboliques de la
caféine étaient des marqueurs sensibles des variations d'activité du CYP1A2.

0
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Abstract

An improved extraction procedure and a new RP-HPLC method were developed for selective and rapid analysis
of caffeine and 14 of its metabolites in urine. Analytes were isolated by solid-phase extraction and separated on an
Eclipse XDB-C18 column. Recoveries ranged between 83 and 99%. Precision, linearity and accuracy of the
chromatographic method were found to be within required limits. Using this procedure, caffeine metabolic ratios were
determined in 20 subjects with characteristic CYP1A2 activities, relatively to smoking habit and contraceptives intake.
The method might be useful to point out induction and inhibition ofCYP!A2 activity. © 2002 Elsevier Science B.V.
All rights reserved.

Keywords: Caffeine; Caffeine metabolites ratios; Phenotyping; CYP1A2

0

l. Introduction

Given the involvement ofCYP!A2 (isoform of
the CYP1A cytochrome P450 subfamily) in drug
metabolism and its potentially important role in
the induction of chemical carcinogenesis, there
has been a real interest in the identification of
substrates which can be used as in vivo probes for
assessing the activity of this enzyme in humans.
Caffeine, 1,3,7-trimethylxanthine (137X), is used
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+1-514-345-4988.
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world-wide in many kind of beverages as well as a
drug and has been applied as a metabolic probe
for determining CYP1A2 activity. This enzyme is
involved in the liver biotransformation of many
drugs and xenobiotics [1-3].

As shown in Fig. 1, CYP1A2 catalyses the N-1,
N-3 and N-7 demethylations of caffeine (137X) to
form theobromine (37X), paraxanthine (17X) and
theophylline (13X), respectively, accounting for
about 80, 11 and 4% of caffeine metabolism [4].
Each of these xanthines undergoes a N-
monodimethylation reaction to give the corre-
spending monomethylxanthine, 1-methylxanthine
(IX), 3-methylxanthine (3X) and 7-methylxan-
thine (7X). Caffeine and xanthines are hydroxy-
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Fig. 1. Caffeine metabolism pathways in human liver. Bold arrows point out main pathways and dotted arrows mark minor
pathways, which do not contribute to any of the ratios used to mark CYP1A2 or NAT2 activity. Symbols beside arrows indicate
enzymes: NAT2, W-acetyltransferase; XO, xanthine oxidase. 137X is caffeine or 1,3,7-trimethylxanthine; 13X is theophylline or
1,3-dimethylxanthine; 17X is paraxanthine or l ,7-dimethylxanthine; 37X is theobromine or 3,7-dimethylxanthine; IX is 1-methylx-
anthine; 3X is 3-methylxanthine; 7X is 7-methylxanthine; 137U is 1,3,7-trimethyluric acid; 13U is l ,3-dimethyluric acid; 17U is
1,7-dimethyluric acid; 37U is 3,7-dimethyluric acid; 1U is 1-methyluric acid; 3U is 3-methyluric acid; 7U is 7-methyluric acid;
AFMU, 5-acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil; AAMU, 5-acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil.
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lated into their corresponding uric acids, 1,3,7-
trimethyluric acid (137U), 1,3-dimethyluric acid
(13U); 1,7-dimethyluric acid (17U); 3,7-dimethy-
luric acid (37U); 1-methyluric acid (1U); 3-methy-
luric acid (3U) and is 7-methyluric acid (7U).
Other non-microsomal enzymes participate in caf-
feine metabolism [5]. The polymorphic Ar-acetyl-
transferase, NAT2, catalyses the C8-N9 bond
scission and the acetylation of paraxanthine to
produce 5-acetylamino-6-formylamino-3-methylu-
racil (AFMU) which is then spontaneously trans-
formed into 5-acetylamino-6-amino-3-methylura-
cil (AAMU) in urine. Xanthine oxidase (XO) is
responsible for the conversion of IX into 1U.

Several chromatographic methods, especially
HPLC methods, have been reported for determin-
ing caffeine and its metabolites in human biologi-
cal fluids. Some of these methods focused on the
determination of caffeine and several methylxan-
thines [6-8] while others separated and identified
few xanthines and uric acids [9,10]. Furthermore,
these methods used a liquid-phase extraction.
Solid-phase extraction (SPE) is progressively sub-
stituting for liquid-liquid extraction, because it is
more easy and solvent saving. However, literature
reports assays that do not extract more than six
or seven metabolites, generally of the xanthines
group [6,11,12].

A new method using a solid-phase extraction
from urine and able to analyse and quantify caf-
feine and 14 of its metabolites by reversed phase
liquid chromatography-diode array detector (RP-
HPLC-DAD) is reported. The method has been
applied to the measurement of caffeine and its
metabolites in urine samples taken from 20
healthy subjects, men and women, smokers (S)
and non-smokers (NS), and women taking or not
taking oral contraceptives (OC).

Molar ratios of the different caffeine metabo-
lites have been calculated to assess the characteris-
tic CYP1A2 activity of these groups of subjects.
Among the various metabolic ratios reported in
the literature, the following ratios were chosen as
being not influenced by renal clearance and not
affected by the contribution of the other enzymes
involved in the caffeine metabolism, (17X + 17U)/
137X; (13X+17X+37X)/137X; (3X+13U+
13X)/137X and (7X+37U + 37X)/137X [3,9].

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Caffeine, its xanthiae and uric acid derivatives
and P-hydroxyethyltheophylline (PHT) were ob-
tained from Sigma-Aldrich Ltd (Oakville, Ont.,
Canada). Methanol, tetrahydrofuran (THF) and
acetonitrile were purchased from V.W.R. Scien-
tific Ltee (Montreal, Que., Canada). Glacial acetic
acid and water HPLC reagent were from Moquin
scientific Inc (Lachenaie, Que., Canada). Sodium
hydroxide, hydrochloric acid, sodium acetate and
sodium chloride were from Sigma-Aldrich Ltd
(Oakville, Ont., Canada).

Solvents and chemicals were all of analytical
grade.

2.2. Calibration and reagent solutions

Individual stock solutions containing 1 mg
ml- ' of methylxanthines and uric acids were pre-
pared in water/methanol (70:30, v/v). Metabolites
needed addition of l N sodium hydroxide for
complete dissolution, except for 13X, 17X, 137X
and 137U. As 1U and casually 3U have been
found to be unstable in basic or acidic solvent, in
particular at room temperature, basic solutions
were buffered at pH 7 with l N hydrochloric acid.
A standard solution containing 100 pg ml- ' of all
the metabolites was prepared. This standard mix-
tare was diluted to 1, 10, 20 and 40 |xg ml- ' with
blank urine. Since it was really difficult to obtain
urine free of all xanthines and uric acids, quanti-
tative urine controls (Fisher Scientific, Montreal,
Canada) were used for blank urine samples.

P-hydroxyethyltheophylline was chosen as in-
ternal standard because it is an analogue of
theophylline which has chemical properties similar
to those of caffeine metabolites. A stock solution
containing 0.2 mg 1-1 of p-hydroxyethyltheo-
phylline was prepared in water/methanol (70:30,
v/v). The concentration of the internal standard
was set at 20 ^g ml-I in the blank urine. Solu-
tions were kept stable when stored at 4 °C for
several months.
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2.3. Instrumentation and chromatographic
conditions

An HPLC-DAD system, series 1100, from
Hewlett-packard (Kirkland, Que., Canada) was
used. The chromatographic system consisted of a
vacuum degasser on line with a binary pump
linked to a thermostatted column compartment
via an autosampler. The detection was carried out
using a diode array UV detector (200-400 nm).
Metabolites were separated on an Eclipse XDB-
C 18 reversed phase column (250 x 4.6 mm, 5 \im
particle size) coupled with a Eclipse XDB-C18
guard column (12.5 x 4.6 mm, 5 p.m particle size),
from Hewlett-packard (Kirkland, Que., Canada).
The mobile phase A was a mixture of water/acetic
acid/THF (996.5:1:2.5, v/v/v) (pH 3.3) and the
mobile phase B was acetonitrile [6]. Both of them
were fiiltered through a 0.45 |j,m membrane from
Gelma Sciences (Ann Arbor, MI, USA). The elu-
tion program was chosen as follows, B was set at
3.5% for 11 min, then increase linearly to 12%
from 11 to 18 min and then held at 12% for 7
min; with a post run of 10 min in order to
equilibrate the column between injections. The
flow rate was set at 1 ml min~'. The column
compartment was kept at a controlled tempera-
ture of 23 ± 0.5 °C. The pressure was 1 1 000 kPa.
Compounds were detected at their maximum ab-
sorbance wavelength, 270 nm for xanthines and
the internal standard and 290 nm for uric acids.

2.4. Sample preparation: solid phase extraction
(SPE)

Before treatment, urine samples were filtered
through a 0.45 |im nylon membrane from Mil-
lipore (Neapan, Ont., Canada). 500 ^1 of urine
was spiked with 50 yl of internal standard (100 ^g
ml-') and then acidified with 50 |^1 of l N HCl.
The solution was loaded onto a SPE column
Oasis Cl 8 from Waters Corporation (Milford,
MA, USA) which had been previously condi-
tioned with 2 x 1 ml ofmethanol, 2 x 1 ml of 0.02
N HC1 and 2x 1 ml of water. The column was
dried under vacuum for 10 min and then washed
with 0.1 M sodium acetate in methanol/acetoni-

trile (80:20, v/v) adjusted to pH 7.5 with glacial
acetic acid. The eluate was collected and dried in
a Rapidvap™ evaporator from Labconco (K-an-
sas City, MO, USA) at 45 °C under vacuum, at
95% of the maximum vortex speed. Finally, the
sample was reconstituted into 500 p.1 of water/
methanol (70:30, v/v) and a 5 (il aliquot was
injected into the HPLC system for analysis.

2.5. Analytical parameters

2.5.1. Precision and recovery
Within run precision was calculated from re-

peated analysis (n = 4) during one working day
Day to day precision was calculated from re-

peated analysis of quality control samples on four
successive working days. The efficiency of the
extraction procedure was evaluated by comparing
peak area ratios to internal standard, with and
without extraction.

2.5.2. Linearity
Calibration curves were constructed by plotting

peak area ratios (compound/internal standard)
versus standard concentrations and the best rela-
tionship was determined by a least-squares linear
regression analysis.

2.5.3. Limit of detection and quantification
The limits of detection (LOD) were calculated

as a three-fold signal to noise ratio at the baseline.
The limit of quantification (LOQ) was set as the
lowest concentration of the calibration function.

2.5.4. Accuracy
The accuracy was tested using a Student's t-

test, comparing the mean value Fn, (n = 4) of the
peak area ratio of a urine standard of known
concentration, injected four times (n = 4), with the
peak area Y^ measured from the equation of the
linear regression. Accuracy was verified with a
threshold of tolerance of 5% when t=(Y^~ Y^)/
(S.D./2) < (,abie(ot = 5%, n - l), where S.D. is the
standard deviation of Y^.

Accuracy was checked with concentrations of 1
and 40 p,g ml-l.
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2.6. Subject and drug administration

A clinical trial was carried out in five groups of
four healthy adults, aged between 18 and 40
years, men NS (group A); men S (group B);
women NS taking no OC (group C); women NS
taking OC (group D) and women S taking OC
(group E). These subjects were part of 125 healthy
volunteers who participated in a CYP1A2 pheno-
typing study with metabolic probes labeled with
13C. Characteristic groups were chosen to evaluate
the induction of the CYP1A2 (group B), the
inhibition of the CYP1A2 (group D) and the
simultaneous exposition to both an inducer and
an inhibitor of this enzyme (group E).

The pre-requisites were a 7 day period without
any medication, 48 h without alcohol and char-
broiled meat and a 10 h fast before the trial. All
subjects ingested an oral dose of labeled 13C caf-
feine in aqueous solution, depending of the body
weight. Doses were either 155, 200 or 245 mg for
body weights ranging between 45 and 60 kg, 60
and 75 kg and 75 and 90 kg, respectively. These
doses, corresponding to 3 mg about per kg of the

body weight, were chosen according the doses
previously used in the literature for caffeine
breath test [13].

A urine sample, Ug, was collected just before
the beginning of the test. All the urines were
collected from the 13C caffeine administration up
to the end of the test, divided in two samples, U,
and U^ for, respectively, the time period between
0 and 3 h and the time period between 3 and 6 h.

Samples were stored at - 20 °C until analysis.

2.7. Data analysis

The concentrations of caffeine and metabolites
were measured in the three urine samples for the
20 subjects. The following molar ratios were cal-
culated in U, and U, and used as an index for
CYP1A2 activity, (7X+37U+37X)/137X,
(17X+17U)/137X, (3X+13U+13X)/137X and
(13X+17X+37X)/137X, for measuring, respec-
tively, the N-1-demethylation, N-3-demethylation
N-7-demethylation and the first three N-demethy-
lations of caffeine. Mean ratios were compared
between groups using a Student's (-test.
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Fig. 2. Chromatogram for blank urine spiked with standard solution at 10 tig ml-l at 270 nm. For compounds abbreviations refer
to Table 1. Retention times are 4.51, 6.00, 6.76, 7.42, 8.04, 8.48, 9.67, 13.63, 14.12, 18.46, 18.99, 19.31, 20.73, 21.02, 23.08 min for
3U,7U,7X,1U,3X, 37U, IX, 13U, 37X, 17U, 17X, 13X, 137U, PHT, 137X, respectively.
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Table 1
Recovery and within-day and between-day precision (n = 4)

Compound Recovery Coefficient of variation (%)
(%)

Within day Between day

l|igml-I 10 tig
ml-'

20 W
ml-'

40 tig
m!-'

l \ig ml-' 10 [ig
ml-'

20 tig
ml-'

40 |ig ml-l

137X
13X
17X
37X
IX
3X
7X
137U
13U
17U
37U
1U
3U
7U
PHT

97 ± l
99 ±3
99±2
97±1
98 ±2
96 ±3
90 ±6
95 ±2
96±1
95 ±0
96 ±2
86+5
33±7
83 ±7
98+1

0.1
1.3
1.8
0.7
1.8
0.4
0.2
0.2
1.1
0.5
0.4
1.0

0.4

0.3
0.4
0.3
0.6
0.2
0.2
1.2
0.2
0.2
0.2
1.8
1.6

0.5

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.0
0.1
0.4

0.0

0.2
0.4
0.4
0.4
0.2
0.1
0.2
0.2
0.0
0.3
0.2
0.1

0.1

3.1
4.8
4.9
2.6
0.9
2.9
2.5
3.1
1.2
0.7
4.7
4.0

0.7

1.2
4.5
5.0
0.6
5.0
4.5
4.9
1.8
1.7
1.8
1.7
2.6

1.9

0.3
0.3
0.2
0.1
1.2
0.3
0.1
1.7
1.7
1.6
1.6
1.0

1.6

0.2
0.1
0.2
0.7
0.4
0.7
1.7
0.2
0.2
0.1
1.3
0.2

2.7

0

3. Results and discussion

3.1. Method validation

In Fig. 2 is shown a chromatogram of extracted
blank urine sample spiked caffeine and its
metabolites, according to the method described
above. Peak's resolution factors were superior to
1.5. No interference in blank urine control and no
matrix effect were observed.

3.1.1. Precision and recovery
Coefficients of variation and the recoveries are

listed in Table 1. For all metabolites, within day
reproducibility values were below 1.8% for the
concentrations of 1 and 10 |ig ml-l and below
0.4% for the concentrations of 20 and 40 |^g ml-1.
Day-to-day coefficients of variation never ex-
ceeded 5%. Recovery for methylxanthines were
higher than 90% and those for uric acids ranged
between 83 and 96%, except for 3U (33%). 3U
was not taken into account in the rest of the study
because it is a minor metabolite of caffeine, which
does not contribute significantly to any of the
ratios used to check CYP1A2 activity.

The advantages of the SPE compared with liq-
uid-liquid extraction has been described exten-
sively [14,15]. SPE is simple, safety, solvent saving
and low cost. Furthermore, our SPE method per-
mitted to obtain recoveries similar to those re-
ported when liquid extraction is used [8,10]. The
method improved the determination of caffeine
and its metabolites in terms of number of metabo-
lites and efficiencies, as compared with the previ-
ously published SPE procedures. Recoveries using
the current method were the same or greater than
those archived previously by Z.Y. Zhang et al.
[11] and I.N. Papadoyannis et al. [6].

3.1.2. Linearity
The values of the correlation coefficients (R2)

of the calibration functions were mostly higher
than 0.999. Therefore, the response of the detector
showed a good linearity for quantification of caf-
feine and its derivatives in the studied range of
concentrations.

The LOD was evaluated at 3 ng for IX, 37X,
37U and 13U and 2 ng for caffeine and the other
metabolites. LOQ was set at 5 ng.
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3.1.3. Accuracy
Accuracy was calculated for two concentrations

within the calibration range (1-40 jig ml-l). T
was inferior to ;tabie (0.95, 3) =3.18, except for
37X at l ^g ml-' and 37U and l U at 40 ^g
ml-l, thus the accuracy of the method can be
considered as acœptable.

In conclusion, the results show that this new
method allows to separate and quantify rapidly
(23 min) the metabolites of caffeine, with high
precision and accuracy, and that the parameters
of quality of the method are similar to those
reported in the literature [9,10,16]. Moreover, The
solid-phase extraction procedure described here
provides an easier and solvent saving sample

preparation that with traditional liquid-liquid
procedure. This SPE method is also the first
method reported able to extract almost all caf-
feine metabolites with high recoveries ( > 90%).

3.2. Human samples analysis

3.2.1. Urinary profile
Fig. 3 shows the chromatographic urinary

profile of a U, sample and the various concentra-
tions measured from U, and U;, for one of the
subjects included in the trial. It can be observed
that caffeine and nearly all its metabolites were
present in urine, 3 h after the ingestion of labeled
caffeine (U,). Conœntrations were generally lower
in U; than in Ui.
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Fig. 3. Chromatogram for urine U, at 270 nm and concentrations in urine U, and U,, for a women non-smoker taking no oral
contraceptive steroids. U, and U, are the urines collected between 0 and 3 h and 3 and 6 h following the caffeine administration,
respectively. For compounds abbreviations refer to Fig. 1.
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A B e D E
ratio Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

24

(13X+17X+37X)/137X 2.8 2.0 3.2 1.4 3.4 1.3 2.0 1.6 2.5 1.9
(17X+17U)/137X 4.5 2.9 7.6 5.7 2.7 1.9 2.4 2.0 3.6 1.6

(3X+13U+13X)/137X 2.0 1.0 2.6 1.8 2.3 0.7 1.0 1.9 5.8 7.4
(7X+37U+37X)/137X 5.0 7.9 3.0 2.7 5.0 3.5 1.9 3.2 9.0 11.1

20 -

16

.§ 12 —s

r8

J] L ^4

AIB 1C E AlBICIDIEAIBICIDIE B C IDIEA0 - -l
(13X+17X+37X)/l37X (17X+17U)/137X (3X+13U+13X)/137X (7X+37U+37X)/137X

Fig. 4. Caffeine metabolite ratios used for marking CYP1A2 activity, calculated in U, for the groups of subjects A, B, C, D and
E. U], urine collected between 0 and 3 h following the caffeine administration. A, four men non-smokers. B, four men smokers. C,
four women non-smokers taking no oral contraceptive. D, four women non-smokers taking oral contraceptives. E, women smokers
taking oral contraceptives.

0

3.2.2. Metabolic ratios
Figs. 4 and 5 gather the mean and the S.D. of

various metabolic ratios in U, and U;, respec-
lively, for the five groups of subjects. Statistics
differentiated significantly group C and group D
for the ratio (17X + 17U)/137X calculated in U,,
but failed to differentiate the five groups for the
other ratios. Nevertheless, the values of metabolic
ratios and their relative variations among groups
show trends to induction and inhibition relative to
smoking habits or OC intake.

The comparison of the ratios between group A
and B showed that the values obtained from men
NS were lower, but insignificantly, than those
from men S, except for the ratio (7X + 37U +
37X)/137X where it was the reverse. This observa-
tion is in accordance with an induction on the
expression of the CYP1A2, due to the polycyclic
aromatic hydrocarbons contained in smoke [17].

Comparisons between groups C and D seemed
to show that the intake of OC inhibits the activity

of the CYP1A2, as mentioned in other studies
reporting also lower ratios in OC users [1,18]. The
combination of the smoking habits and the OC
intake increased slightly the activity of the
CYP1A2 (group E vs. D). Moreover, the
metabolic ratios observed in group E seemed to
be higher than those observed in group C. Thus,
the overall effect of smoking combined with the
OC intake results preferentially in an induction of
the CYP1A2.

The results obtained, in terms of metabolic
ratios, from Ui and U,, brought nearly the same
information about the activity of the CYP1A2 for
the various groups. Nevertheless, the quality of
measurement was improved when working with
u,.

These observations are in accordance with the
I3C caffeine breath test results [19]. However, the
presence of metabolites observed in all samples of
Uo (even after a 10 h fast period) might have
generated potential errors. Under these condi-
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ratio
A B CD E

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
(13X+17X+37X)/l37X 2.7 3.0 4.2 1.7 2.8 1.1 1.2 0.9 2.3 0.4

(17X+17U)/137X 3.9 4.2 8.9 5.9 2.9 1.0 1.1 0.6 3.2 1.6
(3X+13U+13X)/137X 1.5 2.2 3.0 2.0 1.4 1.1 0.3 0.3 1.8 1.2
(7X+37U+37X)/137X 4.8 8.7 3.2 2.0 3.6 2.5 0.6 0.5 3.0 2.1

16

14

12

10
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Fig. 5. Caffeine metabolite ratios used for marking CYP1A2 activity, calculated in U^ for the groups of subjects A, B, C, D and
E. U;: urine collected between 3 and 6 h following the caffeine administration. A, four men non-smokers. B, four men smokers. C,
four women non-smokers taking no oral contraceptive. D, four women non-smokers taking oral contraceptives. E: women smokers
taking oral contraceptives.

tions, the validation of the comparisons between
reference groups would require a higher number
of subjects and a stricter xanthine-free diet, at
least 2 days before the test.

4. Conclusion

Moreover, if 13C caffeine is used as the
metabolic probe, mass spectrometry could be used
to detect more specifically the labeled substrate
and its metabolites. Hence, labeled xanthines and
uric acid metabolites could be differentiated from
the unlabeled ones present in urine prior to the
test.

u

The analytical method described above can eas-
ily be applied for the evaluation of the individual
variations of the CYP1A2 activity in longitudinal
study, for example for the evaluation of the drug
metabolizing liver function during either normal
or pathological pregnancy, for the study of drug-
drug interaction or drug-environmental interac-
tion, for assessing liver metabolic function during
hepatic diseases, etc. In the context of these kinds
of studies, the inter-individual variations do not
interfere in the comparison of metabolic ratios, as
each subject acts as its own standard.

References

[l] M.E. Campbell, S.P. Spielberg, W. Kalow, Clin. Pharma-
col. Ther. 42 (1987) 157-165.

[2] F. Berthou, D. Ratanasavanh, C. Riche, D.J. Picart, T.
Voisin, A. Guillouzo, Xenobiotica 19 (1989) 401-417.

[3] A. Rostami-Hodjegan, S. Nurminen, P.R. Jackson, G.T.
Turcker, Pharmacogenetics 6 (1996) 121-149.

[4] J.O. Miners, D.J. Birkett, Gen. Pharmocol. 24 (1996)
245-249.

[5] B.K. Tang, D. Kadar, L. Qian, J. Iriah, W. KLalow, Clin.
Pharmacol. Ther. 49 (1991) 648-657.

[6] N. Papadoyannis, V.F. Samanidou, K.A. Georga, J. Liq-
uid Chromatogr. Rel. Technol. 19 (16) (1996) 2559-2578.



Tests respiratoires - Phàiotypage des CYP450 - Modifications pendant la grossesse
Partie 11 Chapitre 2

180

0

270

[7]

M.-S. Caubet et al. /J. Pharm. Biomed. Anal. 27 (2002) 261-270

D.T. Holland, A.K. Godfredsen, T. Page, J. Connor, J.
Chromatogr. B 707 (1998) 105-110.

[8] E. Schreiber-Deturmeny, B. Bruguerolle, J. Chromatogr.
B 677 (1996) 305-312.

[9] (3)J.A. Carrillo, J. Benitez, Clin. Pharmacol. Ther. 55
(1993) 293-304.

[10] B.R. Dorrbecker, S.H. Mercik, P.A. Kramer, J. Chro-
matogr. 336 (2) (1984) 293-300.

[11] Z.Y. Zhang, M.J. Fasco, L.S. Kaminsky, J. Chromatogr.
B 665 (1995) 201-208.

[12] E. Naline, B. Flouvat, C. Advenier, M. Pays, J. Chro-
matogr. 419 (1987) 177-189.

[13] A.C. Parker, P. Pritchard, T. Preston, R.L. Smyth, I.
Choonara, Arch. Dis. Child 77 (3) (1997) 239-241.

[14] I. Liska, J. Krupcik, P.A. Leclercq, J. High Resol. Chro-
matogr. 12 (9) (1989) 577-590.

[15] R.D. McDowall, J. Chromatogr. 492 (1989) 3-58.
[16] C. Krul, G. Hagema, J. Chromatogr. B 709 (1998) 27-34. ,
[17] W. Kalow, B.K. Tang, Clin. Pharmacol. Ther. 49 (1991)

44-48.
[18] K. Vistisen, H.E. Poulsen, S. Loft, Carcinogenesis 13

(1992) 1561-1568.
[19] M.S. Caubet, A. Laplante, J. Caillé, J.L. Brazier, Gas- '

torenterology, in press. ! , ,j>

u



0

Tests respiï-atoires - Phénotypage des CYP450 - Modifications pendant la grossesse 181
Partie II Chapitre 2

DETERMINATION OF UREVARY 13C-CAFFEINE METABOLITES BY
LIQUID CHROMATOGRAPHY - MASS SPECTROMETRY: THE USE

METABOLIC RATIOS TO ASSESS CYP1A2 ACTr^FTY.

Journal of Pharmaceutical and Biomédical Analysis (soumise)

Marie-Sophie CAUBET MScl\ Blandine COMTE PhD2, Jean-Louis BRAZIER PhD1

lFaculté de Pharmacie, C.P. 6128, succursale Centre-Ville, Montréal (Québec) H3C 3J7,
Canada

Telephone: (514) 345-4931 ext 3983
Fax: (514) 345-4988
E-mail: 

2Chaire de Pharmacie Louis Boivin, Centre de Recherche de l'Hôpital Sainte-
Justine, 3175 Côte Samte-Catherine, Montréal, (Québec) H3T 1C5, Canada
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ABSTRACT

u

A method using liquid chromatography coupled with mass spectrometry with an
atmospheric pressure electrospray source was developed for analysis of caffeine and
fourteen of its metabolites in urme.. Labelled cafifeine metabolic ratios were determined

after an oral bolus of labelled caffeine in twenty healthy subjects with different
characteristic CYP1A2 activities, relative to smokmg habit and oral contraceptives
intake. The use of labelled caffeine for the calculation of metabolic ratios avoided
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taking into accoxmt the important background of endogenous caffeine metabolites, very

difficult to eliminate even after a specific diet. The selectivity and high sensitivity of
mass spectrometry detection allowed urine collections for only a three-hour period.
Comparison between characteristic groups showed that labelled caffeine metabolic ratios
were sensitive markers of changes in CYP1A2 activity.

Key words
Labelled caffeme, LC-MS, CYP1A2, caffeine metabolic ratios.

INTRODUCTION

u

Caffeine has been used as a model probe for CYP450 liver function investigation [1].
As shown m figure l, caffeine is metabolized via successive pathways mainly catalyzed
by CYP1A2, xanthine oxidase or N-acetyltransferase to give thirteen different
metabolites. Molar caffeine metabolites ratios (CMRs) have been used to assess the
metabolic phenotype of those enzymes [2-4]. CYP1A2 activity shows an inter-
individual variability among the population. Moreover, behavioural parameters such as
alcohol consumption, exercise, smoking, contraceptives intake, etc., have been reported
to modify the activities of these drug-metabolizing enzymes [4-6]. Metabolic
phenotyping may be of relevance in determming whether patients may develop adverse
reactions to certain drugs or risks for developing bladder or liver disorder [7,8].
High performance liquid chromatography (HPLC) coupled with ultra-violet (UV)
detection is the most frequently used method for the analysis of caffeine and its
metabolites in biological samples [9-12]. However, poor selectivity and sensitivity are
recorded with this method of detection, particularly when analyzing metabolites with
very similar UV spectra. Moreover, biological fluids such as plasma or urme generally
contam endogenous compounds absorbing UV radiations and being sources of
interference. Mass spectrometry (MS) improves both selectivity and sensitivity and is a
powerful tool for drugs analysis. The aim of the present study was to develop a new
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n HPLC-MS method with an atmospheric pressure electrospray source (API-ES) for the

analysis of C labelled caffeine and its metabolites in urine to assess the CYP1A2
activity.

In the previous study [13], HPLC-UV was used for measuring caffeine metabolic ratios

fi-om 20 healthy subjects, males and females, includmg smokers and women taking oral

contraceptives steroids (OCS), who received an oral bolus of l3C labelled caffeine.
These subjects were also evaluated with the C-caffeine breath test. Results showed the
presence of high concentrations ofcaffeme metabolites m urme samples taken before the

beginning of the protocol and after a 10 hours fasting period. In fact, as mentioned in

other studies [14], it is really difficult to obtam urine fi'ee of any caffeme metabolites,

even after a three-day washout. This background is the mam source of potential errors
in the measurement of urine concentrations of caffeine metabolites. The mterest and the

power of the HLPC-MS combmed with the use of labelled substrate, is obvious in this

context. The present study used mass spectrometry to quantify both labelled and

unlabelled compounds m the urme samples of the same 20 healthy subjects previously

studied [13], allowing us to determine how unlabelled residual caffeine derivatives in

urme contribute to the total metabolites levels. The method was used for the

measurement of labelled CMRs for evaluation of CYP1A2 activity:

(7X+37U+37X)/137X, (17X+17U)/137X, (3X+13U+13X)/137X, (13X+17X+37X)/137
X (for compound abbreviations, refer to figure 1).

MATERIELS AND METHODS

Chemicals

Caffeine, its xanthme and uric acid derivatives and P-hydroxyethyltheophyllme (PHT)

were obtained firom Sigma-Aldrich Ltd. (Oakville, Ontario, Canada). Caffeme(l,3,7-

trimethyl- Cs, 99%) was purchased from Isotec Inc., Ohio, USA.

0
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n Subject and drug administration

The 20 subjects included in this study (18-40 years old, 68 ± 12 kg) were part of the 125
healthy adult volunteers who participated in a clinical trial for CYP1A2 phenotyping
study with the "C-caffeine breath test [15]. The protocol was reviewed and approved by
the Research and Ethical Committee of Algorithme Pharma Inc. (Montreal, Canada), in
accordance with the ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki. Eight men, 4
non-smokers (group A), 4 smokers (group B), and 12 women, 4 non-smokers (group C),
4 non-smokers taking OCS (group D) and 4 smokers takmg OCS (group E) were
included., The mduction ofCYP!A2 activity was evaluated m the group B whereas its
inhibition was studied in the group D. The simultaneous exposition to both an mductor
and inliibitor of this enzyme was evaluated in the group E.
The pre-requisites for this study were a seven-day period without any medication, 48
hours without alcohol and charbroiled meat consumption and a 10 hour fast before the
trial. Each volunteer received an oral bolus of labelled caffeine (l,3,7-trimethyl-13C3-
caffeine, 99%) m aqueous solution, depending on the body weight. Three different
doses were used: 155 mg, 200 mg and 245 mg for body weights ranging between 45-60
kg, 60-75 kg and 75-90 kg, respectively (2.6 to 3.4 mg/kg of caffeine). These doses
correspond to those usually used for a caffeine breath test m adult and can be found m
about two cups of coffee. No adverse effect fi-om cafifeine was observed during the
protocol. One urine sample was collected before the oral bolus and all the followmg
urme volumes were collected and combined for the 3 hour period of the study. Subjects
were allowed to drink water ad libitum, l hour after the caffeine admmistration.

Samples were stored at -20°C until further analysis.

0

Sample analysis

Analyses were performed on a 1100 series HPLC-MS, fi-om Agitent Technologies
(Kirkland, Quebec, Canada). Caffeine and its metabolites were extracted from urine by
solid phase extraction (SPE) and separated by HPLC as previously described [13]. The
method was slightly modified for the mass spectrometry detection. After the SPE
procedure, evaporated samples were concentrated and reconstituted in 50 p.L mstead of
500 p,L. The mobile phase flow rate was set at 0.8 mL/min. The chromatographic
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0 elution program was chosen as follow: 3.5% acetonitrile for 11 mm, then mcreased
linearly to 8 % fi-om 11 to 32 min and then increased linearly to 13 % fi-om 32 to 36 min;
with a post run of 20 min in order to re-equilibrate the column between injections.
Compounds were introduced into the mass spectrometer by API-ES. In the spray
chamber, drying gas temperature was set at 350°C, drying gas flow at 10 mL/min and
nebulization pressure at 55 psig. The mass spectrometer was operated in the positive
and the negative ion mode for the detection of xanthines and uric acids respectively.
Capillary voltage was set at 5000 V and fi-agmentor voltage at 70eV. Quantification was
achieved using selected ion monitoring (SIM). For each compounds, appropriate ion
sets were monitored to analyse both labelled and unlabelled molecules (table I), with a
dwell time of 296 and 329 ms/ion for positive and negative mode respectively.
Calibrations with standard curves in urme were achieved using unlabelled compounds.
p-hydroxyethyltheophylline (P-HT) and 1,9-dimethyluric acid (19U) were chosen as
internal standards (IS) for xanthines and uric acids, respectively. Blank urine samples
were spiked with standard solutions for final concentrations of 0.1, 0.5, l, 5, 10, 20 and
40 ng/p.L for caffeine and its metabolites and 5 ng/|j.L for IS. Areas under the peaks
from non-spiked urine samples were subtracted to peak areas from spiked samples and
calibration curves were determined by a least-squares linear regression analysis. The
precision of the method was determined from 4 repeated assays. For measurement of
the labelled metabolites, the peak areas were corrected for naturally occurring heavy

isotopes as previously described by Femandez et al. [16].

0

Data analysis

Each caffeine metabolite excreted in the combined 3-hour urine collection was

expressed as a percentage of the administered dose of caffeine per weight (kg). The
following CMRs were calculated and used as an mdex of CYP1A2 activity:
CMRi=(7X+37U+37X)/137X for caffeine A^-1-demethylation, CMR2=(17X+17U)/137X
for ^-3-demethylation ofcaffeme, CMR3=(3X+13U+13X)/137X for ^V-7-demethylation
of caffeine and CMR4=(13X+17X+37X)/137X for the three ^-demethylations of
caffeine. Differences were analysed by the Student's /-test and correlations were
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calculated as Spearman's rank order correlation coefficient. Ap<0.05 was accepted as
significant.

RESULTS AND DISCUSSION

0

Analytical method

Figure 2 illustrates the ion chromatograms of labelled caffeine and its metabolites
extracted fi-om a representative urine sample obtained fi-om a male smoker (group B).
Most of metabolites were detected in both positive (figure 2a) and negative (figure 2b)
conditions. However, higher sensitivity was achieved when analysing xanthines m the
positive mode (ion [M+H]+) and uric acids in the negative mode (ion [M-H]'). The ions
used for each metabolite are presented in Table I. Small modifications were made to

adapt the previous HPLC-UV method to MS detection. The tune of analysis was
lengthened in order to separate 17X and 13X in positive mode and the flow rate was
reduced to fit with the API-EI source conditions. Changes could eventually be done in

the chromatographic elation conditions to reduce the run time. However, this time

depends on the number of metabolites of mterest to be analysed. The samples were
concentrated 10 times compared to the previous method in order to be able to quantify
very low concentrations of metabolites. Using the HPLC-UV method, both labelled and
unlabelled compounds were not distinguished, leading therefore to the measurement of
higher concentrations than with the HPLC-MS method.

Figure 3 presents the ion chromatograms under positive (a) and negative (b) mode of a
blank urine sample showing that before the begiiming of the protocol, all metabolites,
except cafifeine, were detected. In most of the urine samples, unlabelled compound
often represented more than 50% of the total amount of the assayed metabolite,

particularly for monomethylxanthines (IX, 3X and 7X) and monomethyluric acids (1U,
3U and 7U). This confirms that a 10-hour fast period before the trial is not enough to
obtain urme free of xanthmes and uric acids. As reported m other studies [14], it is
really difficult to obtain urine free of caffeine metabolites even after a three-day fasting

period. In fact, caffeine and xanthines are not only contained in cofi'ee or tea, but also in
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n

0

numerous foods such as chocolate and soft drinks [17]. Moreover, the caffeine is

metabolized via several parallel and successive pathways (figure 1), leading to the

production of different metabolites with more or less rapid metabolism, even if the half-
life of caffeine is only about 4 hours. Therefore, the use of labelled caffeme as a

metabolic probe for the assessment of CYP1A2 activity, is particularly relevant
differentiate labelled caffeine derivatives from residual endogenous metabolites.

The lower limit of detection (LOD), defined as a three-fold signal to noise ratio at the

baseline was 50 pg for all compounds. The lunit of quantification was set at the lowest
concentration of the calibration curves. Compared to the UV detection [13], the MS
analysis increased about sixty times the LOD (50 pg versus 3 ng). Similar LOD were
obtained m the only paper reported in the literature for the determination of caffeine and
its metabolites m plasma by HPLC-MS [18].
Calibration fiinctions were linear through the studied range of concentrations, with
correlation coefficients ranging from 0.97 to 0.99; the same order than those presented in
the study ofKanazawa et al. [18]. Correlation coefificients from HPLC-MS methods arc
slightly lower than those in conventional HPLC-UV method [13,14]. The ionisation
process m MS detection (API-ES or APCI sources) is probably the main source of
distortion m the Imearity. Coefficients of variation for the method precision were less

than 6%. Standard curves were performed using unlabelled standards and after
subtraction of the important background fi-om blank urine. Utilization of H or C
labelled standards (M+4 or above to not interfere with the metabolism of the ingested

labelled caffeme) would have been preferable and more specific. However, these
compounds were unfortunately not commercially available and their utilisation would
have increased considerably the cost of the study.

Figure 4 presents the quantities of labelled caffeine and its various metabolites assayed
in urine and expressed as a percentage of the amount of the labelled caffeine ingested
per kg. The negative values measured for few metabolites were due to the variability of

the method (the standard deviation presented on the graph represents the variability of
the percentage measured in a group). The mam inetabolites eliminated 3 hours after
caffeine administration were 17X and IX and their correspondmg uric acids. These

results confirm that caffeine is mamly A^-3-demethylated into 17X for about 80% and
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n 17X is then A^-1-demethylated mainly mto IX for about 12 % [1]. In a 3-hour urine

coUection, 0.01 to 0.16 % of the individual dose/kg (or 0.7 to 13% of the individual

dose) was recovered, depending on the subjects. These recovery coefficients are low

compared to those generally used for CMRs measurement (from 30 to 50% of recovery
dependmg the time ofurme collection, 8 to 24 hours after the caffeine administration)

[1,19]. Nevertheless, our results show that LC-MS, allowing measurements of very low

amounts of metabolites with high sensitivity, shorten the time of urine collection,

without damaging the sensitivity ofCMR tests.

0

Metabolic ratios

Four ratios were chosen among the different CMRs previously reported as bemg probes

for the in vivo CYP1A2 activity [19,20]. Figure 5 summarised CRM calculations m the

different groups of subjects.

Inter-mdividual coefficients of variations were on average 50% m each group and for

each ratio. The variability was slightly higher than in previous published studies (15 to

40%) and was probably related to the small number of subjects analysed (4 per group)
[2,19]. Inter and intra-individual differences in the renal clearances or the excretion

rates of the various metabolites may also contribute m a large extent to the variability of
CRMs [21].

OCS intake decreased significantly all ratios in non-smokmg women (group D versus

group C). On the contrary, smoking habit increased significantly all ratios in women

taking OCS (group E versus group D). This result is in accordance with previous studies

on the inhibitory effect ofOCS on the CYP1A2 activity. In fact, it has been shown that

the CMR (AFMU+1X+1U)/17U [4,22] decreased with OCS intake. Similar results have

been obtained with the caffeme breath test [15]. The significant inductive effect of

CYP1A2 activity in smoking women taking OCS was also in accordance with the

previous observation usmg either the HPLC-UV detection or the breath test [13,15].

Smoking habit in women taking OCS resulted in an overall metabolic activity not

significantly different fi'om that measured in non-smoking women taking no OCS.

No significant difference was observed between smokers and non-smokers men. In a

study done on 37 smokers and 70 non-smokers, Carrillo et al. [19] reported no
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u

significant difference for the CMR3 and a significant difference for the CMRi. Butler et
al. [23] showed that CRM2 mcreased significantly m Arkansas and Italian smokers
compared to non-smokers but it was not affected in Italian smokers of black tobacco and
Chmese smokers compared to Italian and Chinese non smokers. Consequently, these
results show that not all of the calculated CMRs are able to point out the mduction of
CYP1A2 activity by smoking. Moreover, as previously mentioned [23], CMRs showed
much larger inter-individual variability inside groups than differences between groups.
Finally, it has been shown that inter-ethnic variation may have an influence on the
clearance ofdimethykanthines [5]. Nevertheless, 3 hours after caffeine intake, urine of
smokers contained twice more 17X and 17U than urine of non-smokers, reflectmg the
rapid main first JV-demethylation of caffeme through the mduction of the CYP1A2
(figure 4, group B versus group A). A significant increase in all the calculated CMRs
was observed when women taking OCS are sinoking (figure 5, group E versus group D).
As previously reported in other studies, no gender difference was observed of the
CYP1A2 mdexes (figure 5, group A versus group C) [19,24].
Table II presents correlation coefficients between the different CMRs and shows that all
CMRs were strongly correlated with each other (p<0.0001). These significant
correlation coefficients are in accordance with the high participation ofCYP!A2 in the
three A^-demethylation of caffeine and confirm that any of those CMRs are relevant
markers of the CYP1A2 activity. Nevertheless, the different ratios do not have the same
specificity and sensitivity. A study from Rostami-Hodjegan et al. [20] used computer
sunulations with values measured in vivo to examine the validity of the various CMRs.
Among the ratios used in the present study, CMR4 seemed to be the most sensitive to the
CYP1A2 activity and all CMRs could be affected by the renal clearance of caffeine but
also by changes in the CYP2A6 activity.
As all the subjects presented in this study were also part of a caffeine breath test study
[15], we have calculated correlation coefficients between the CMRs and the results of
the areas under curve of the breath test (Table II). A very good concordance of the
results performed with the two tests was observed (p<0.001) and the inter-individual
variations were of similar magnitude. However, it is interesting to note that caffeme
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breath test was able to significantly differentiate CYP1A2 activity between non-smoking

and smokmg men.
In conclusion, the present LC-MS method provides a new sensitive way for
measurement of caffeme and its metabolites in urine. MS detection records higher
selectivity and sensitivity than UV detection (50 fold). The increased sensitivity of MS

detection allows urine collections for only a 3-hours period with the possibility of
relevant metabolic ratio calculations to assess the CYP1A2 activity. The use of labelled

cafifeine for the calculation ofCMRs as indexes ofCYP!A2 activity avoids taking mto
account the important background of endogenous caffeine metabolites, difficult to

eliminate even after a specific diet. Comparisons between the different specific groups
show that CMRs are sensitive markers of changes m CYP1A2 activity. However, the
large mter-individual variations and the small number of subjects mcluded in the present
study limit the extent of the results interpretation. Further mvestigation should take into
account the influence of racial gender and should compare CMRs to the clearances of
cafifeine and its metabolites.
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n TABLE I

Selected ions monitored for analysis of caffeine and its metabolites. The mass

spectrometer was operated on selected ion monitoring (SIM) with a dwell time of 296

and 329 ms/ion for respectively positive and negative detection mode. The different

ions for each compound correspond to [Mo], [Mo+1], [Mo+2] or [Mo+3] for the presence

of 0, l, 2 or 3 atoms of 13C respectively on the molecule, where Mo corresponds to
[M+H]+ for xanthines and [M-H]' for uric acids.

Compoimd m/z

Positive mode

IX, 3X, 7X

13X, 17X, 37X

137X

P-HT (IS)

Negative mode

1U,7U

13U,17U,37U,19U(IS)
137U

167, 168

181,182,183

195,196,197,198

225

181,182

195,196, 197,

209,210,211,212

u
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n TABLE II

Correlation matrbc (Spearman correlations) between the different calculated caffeine
metabolic ratios (CMRs) and between these ratios and caffeme breath test (CBT)

previously measured [15]. CMRi=(7X+37U+37X)/137X, CMR2=(17X+17U)/137X,
CMR3=(3X+13U+13X)/137X, CMR4=(13X+17X+37X)/137X. **p<0.00l and
***/?<0.0001, usmg the Student's f-test. For compound abbreviations, refer to figure 1.

CMRi CMR2 CMR3 CMR4 CBT

CMRi

CMR2

CMRa

CMR4

1.00

0.90 ***

0.81 ***

0.83 ***

1.00

0.83 ***

0.81 ***

1.00

0.91 *** 1.00

0.62 **

0.59 **

0.64 **

0.80 ***

u
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1: Caffeine metabolism pathways in human liver [13]. Bold arrows point out
main pathways and dotted arrows minor pathways, which do not contribute to any of the
ratios used to study CYP1A2 or NAT2 activities. Symbols beside arrows indicate
enzymes: NAT2: N-acetyltransferase; XO: xanthine oxidase. 137X: caffeine or 1,3,7-
trimethybcanthine; 13X: theophylline or 1,3-dimethybcanthLne; 17X: paraxanthine or
1,7-dùnethybcanthine; 37X: theobromine or 3,7-dimethybi.anthine; IX: 1-
methylxanthine; 3X: 3-methybcanthine; 7X: 7-methylxanthine; 137U: 1,3,7-
trimethyluric acid; 13U: 1,3-dmiethyluric acid; 17U: 1,7-dunethyluric acid; 37U: 3,7-
dimethyluric acid; 1U: 1-methyluric acid; 3U: 3-methyluric acid; 7U: 7-methyluric acid;
AFMU: 5-acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil; AAMU: 5-acetylamino-6-
formylamino-3-methyluracil.

Figure 2: Selected ion chromatograms of labelled caffeine and its metabolites analysed
under (a) positive and (b) negative ion detection modes, extracted from a representative
urine sample coming fi'om a smoking men (group B). For œmpound abbreviations,
refer to figure 1 and text.

Figure 3: Total ion chromatogram of non labelled cafifeine and its metabolites detected
under (a) positive and (b) negative modes in a urine sample spiked with internal
standards. For compound abbreviations, refer to figiire 1 and text.

0

Figure 4: Cafifeine metabolites (Xanthine (I) and Uric Acid (II)) in urme samples,
expressed as percentages of the initial dose of labelled mgested cafifeme (molar quantity
of metabolites/molar quantity of caffeine/kg). For compound abbreviations, refer to
figure l. A: non-smoking men; B: smoking men; C: non-smoking women; D: non-
smoking women taking oral contraceptives; E: smoking women taking oral
contraceptives. Data are expressed as means ± standard deviations; number of patients
per group: n=4.
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n Figure 5: Caffeme metabolic ratios (CMRs) used for phenotyping CYP1A2 activity.
CMRi = (7X+37U+37X)/137X, CMR2 = (17X+17U)/137X, CMRs =
(3X+13U+13X)/137X, CMR4 = (13X+17X+37X)/137X. For compound abbreviations,
refer to figure l. A: non-smoking men; B: smoking men; C: non-smoking women; D:
non-smoking women taking oral contraceptives; E: smoking women taking oral
contraceptives. Data are expressed as means ± standard deviations; number of patients
in each group: n=4; * p<0.05, ** p<O.OOÏ using Student's f-tests.

u



Tests respiratoires - Phénotypage des CYP450 - Modifications pendant la grossesse
Partie II Chapitre 2

196

n
T

OH

Ï~"
3U
A
t

H

CH S^^ <^?N^"c^/
c^'\ Y <fB3

'M^"
37U

î ?tl'ïî>-^

yn,
B^N'x^->"

c^
-OH

"
0̂

J^s.

CH

x% 3X
CH3

13U 0 T
CH3CH, z^^ Ct!13X 37Xë/ pa>yc^ 5% -^x n^ 4? ' CH CYP3A4^

CYPÎfl3_— ss CYP2E1
œ, CYP3A5

^137XCH, "Xft 137U

îCYP1A2N^0 , 0 CYP2E1 *

>y^ Hfî^CH3^ IX 7X
OH -r^?^£>î>i^jCB,^y --•'^\NÎ'^ --^

O^^' 'N^1U
^

17X

?
-N

CYP1A2
CYP2A6CH N—COCH,'eÀ.JL.»-

^\
COH ^Hj0- ^

cn,
OHSpoataneous /

degradation / AFMU
/

"xY:"
O^-^NH,
AAMU

COCH]

-Ijl^^N
17U

a. l r3:^°'
~f
7U

0



Tests respiratoires - Phénotypage des CYP450 - Modifications pendant la grossesse 197
Partie H Chapitre 2

n IX

7X

3X

v

5

37X

17X

137X

B-HT

|13X
^ <^\-

a

m/zl68

m/zl83

m/zl98

m/z225

10 15 20 25 30 35 40 45 min

1U

7U

17U

137U

19U 13U

37

/\

b

yv.

AJ

m/zl82

m/zl97

m/z212

5 10 15 20 25 30 35 40 45 min

0



Tests respiratoires - Phaiotypage des CYP450 - Modifications pendant la grossesse 198
Partie H Chapitre 2

n
Abundance

140000 -1

120000 -|

100000 -\

80000 -\

60000 -1

40000 -f

20000 -}{

Abundance

200000-1

175000-1

150000-1

125000^]

100000-1

75000 -l

50000 -l

25000 ^\

0-L
5

a

7X

IX

3X

3 x
17X C-HT1U

77

19U7U
13U 13X

5 10 15 20 25 30 35 40 45 min

b

1U 17U

7U
19U

13U
137U37U 13X3 7 X

30 35 40 45 min10 15 20 25

0



n

Tests respiratoires - Phénotypage des CYP450 - Modifications pendant la grossesse
Partie II Chapitre 2

199

0,060
I

D group A

group B

• group C

Ei group D

!@ group E

l)
.s 0,050 -<u

l
tl-1
0 0,040 -
g
0

-0

's 0,030 -5
.s

(U
^=i? 0,020 -
1+1
0
(D

If&0
cd 0,010 -ï
(t>
2
(D

p^ 0,000

-0,010
7x 3X IX 37X 17X 13X 137X

0,030

0

e

cs
^
^
^3

ŝ
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Pendant la grossesse et l'allaitement, il est recommandé de ne prendre pas prendre de

médicaments. Cependant certaines pathologies chez la femme enceinte nécessitent un

traitement continu. Or, tout au long de la période de gestation, plusieurs modifications

apparaissent au niveau du métabolisme hépatique. Ces modifications peuvent induire des

variations des paramètres pharmacocmétiques des médicaments et ainsi augmenter les

risques de toxicité pour la mère et le fœtus. Actuellement, très peu d'études relatives aux
variations du métabolisme chez la femme enceinte sont rapportées dans la littérature,

essentiellement en raison de la difficulté d'inclure des femmes enceintes dans les

protocoles d'études clmiques pour des considérations éthiques évidentes. Dans ce

contexte, il est pertinent de développer des tests dynamiques et non invasifs pour

l'exploration fonctionnelle m vivo du métabolisme.

Parmi les tests dynamiques d'exploration métabolique hépatique, les tests respiratoires

sont particulièrement adaptés aux populations à risques, comme les femmes enceintes.

Ce sont des tests non mvasifs, très facile à mettre en œuvre et très peu contraignant pour
le patient. L'utilisation de substrat marqué aux isotopes stables (à l'exception du H)
n'apporte aucun risque supplémentau-e par rapport au substrat non marqué.

Les mesures des rapports métaboliques urinaires d'une molécule cible constituent

également des tests dynamiques qui peuvent être utilisés facilement chez les femmes

encemtes. En effet, ce sont des tests non invasifs qui, comme les tests respiratoires, sont

peu contraignant pour le patient et facile à mettre en oeuvre.

0

Pour réaliser ces différents tests, plusieurs substrats peuvent être utilisés comme traceur

métabolique. La caféine, qui est majoritau'ement métabolisée dans le foie par le

CYP1A2, constitue une sonde spécifique de ce cytochrome qui peut être utilisée chez les

femmes enceintes. En effet, la caféme est un composé largement consommé

quotidiennement, et qui a faible dose, ne présente pas de risque pour la mère et le fœtus.
Le TRC et la mesure des C-RMC dans les urines constituent donc deux outils

privilégiés pour l'étude des variations du métabolisme pendant la grossesse et la période

post-partum
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La validation du TRC sur une population de référence (cf. partie II, chapitre l) a permis
de démontrer l'efficacité de ce test pour mettre évidence des variations d'activité
métabolique du CYP1A2. En présence d'inducteurs ou d'inhibiteurs du CYP1A2,
comme respectivement des hydrocarbiires poly-aromatiques ou des stéroïdes
contraceptifs, le métabolisme global de la caféine est altéré et par conséquent les
résultats du TRC sont sigmficativement modifiés. Des études antérieures menées chez
des patients attemts de cirrhose, d'intoxications ou autres disfonctionnement hépatiques
ont montré que le TRC est un indicateur sensible des pathologies hépatiques.
La mesure des C-RMC dans les urines sur une population de référence (cf. partie II,
chapitre 2) a permis de démontrer la validé de ce test pour mettre en évidence des
modifications d'activité du CYP1A2. L'utilisation de la caféine marquée permet d'etre
très spécifique vis à vis du substrat, et de ne pas tenir compte de la présence
systématique de métabolites endogènes de la caféine. En effet, même après une diète de
trois jours sans caféine ni xanthines, les urines contiennent encore des métabolites
résiduels de la caféine.

La mise en évidence d'inductions ou d'mhibitions du CYP1A2 avec les 13C-RMC n'a

pas toujours été significative, contrairement au TRC, en particulier dans le cas des
hydrocarbures poly-aromatiques. Cette différence de sensibilité entre les deux tests peut
s'expliquer entre autre par le nombre limité de sujets inclus dans la validation des C-
RMC (n=20) comparativement au nombre mclus dans la validation du TRC (n=110).
Cependant, les C-RMC ne sont associés qu'à une ou plusieurs réactions du
métabolisme de la caféine alors que le TRC tient compte du métabolisme global. Amsi,
suivant la contribution du CYP1A2 et l'implication d'autres enzymes dans les
différentes voies du métabolisme, les RMC choisis sont des marqueurs plus ou moms
sensibles aux phénomènes d'induction ou d'inhibition. D'autre part, dans la validation
du TRC et des 13C-RMC, les variabilités mter-individuelles sont élevées (de 30 à 50%)
et interfèrent avec la mise en évidence variations d'activités.

Pour l'étude des variations longitudinales d'activité du CYP1A2 au cours de la
grossesse, les variations inter-individuelles n'interviennent pas. Le TRC et les 13C-RMC
sont donc deux outils pertinents et sensibles pour évaluer de façon non invasive les
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variations d'activité du CYP1A2 chez les femmes enceintes, pour des grossesses
normales ou pathologiques. Une toute récente étude utilise la mesure des RMC chez
doiize femmes encemtes, à différents stades de gestation, et met en évidence une
diminution de l'activité du CYP1A2 non seulement en fm de grossesse mais également
en début et milieux de grossesse [130]. Actuellement, aucune étude utilisant le C-TRC
n'a été menée chez la fenune enceinte.

En conclusion, les isotopes stables, les tests respu-atoires et les rapports métaboliques
urinaires constituent une méthodologie de chobc pour l'exploration fonctionnelle
hépatique chez la femme encemte :

u

les molécules marquées aux isotopes stables sont d'excellents traceurs pour
l'homme, en particulier les femmes enceintes et les enfants, puisqu'ils sont non

radioactifs et sans toxicité intrmsèque ni embryotoxicité,
les tests respiïatoires qui utilisent ces molécules marquées, sont non invasifs,

facile d'utilisation et non contraignants pour le patient,
• le TRC est un test sensible aux variations d'activité métabolique du CYP1A2 et

peut être utiliser comme marqueur des disfonctioimements hépatiques dans le cas
de pathologies,
les RMC sont des indicateurs sensibles aux variations d'activité du CYP1A2,

l'utilisation de 13C-caféine pour la mesure des RMC permet une détermination
analytique très spécifique des métabolites générés par le traceur (détection MS).

Cette méthodologie ne se limite pas seulement à l'utilisation de la 13C-caféme mais elle
peut et doit être investiguée pour d'autres substrats (dextrométorphan, erythromycine,
etc.) de manière à étudier les différentes activités des CYP450 au cours de la grossesse.
Cette méthodologie permettra d'obtenir plus d'informations sur les modifications
métaboliques pharmacocinétiques des médicaments pendant la grossesse et la période
post-partum. Ces informations pourront être utilisées pour le suivi pharmacocinétique et
pour la prédiction de risques associés à la prise de médicaments chez les femmes
enceintes.
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n Les différents travaux présentés dans ce mémoire constituent une méthodologie générale
pour l'étude du passage des médicaments dans le lait maternel et revaluation de la
fonction métabolique hépatique au cours de la grossesse et de l'allaitement. Cette
méthodologie défmit les bases pour la réalisation des études cliniques sur la
pharmacocinétique et les modifications fonctionnelles hépatiques chez la femme
enceinte et allaitant.

Un protocole clinique (cf. annexe l) et une méthode générale de criblage (cf. section
I, partie II, chapitre 2, Screening of drugs in human breast milk by Solid-Phase
Extraction and Gas Chromatography - Mass Spectrometry) ont été mis au pomt pour les
études sur le transfert des médicaments dans le lait maternel et sur les effets

pharmacologiques chez le nouveau-né. Le protocole clinique permet de recueillir
systématiquement tous les renseignements importants et les paramètres qui
interviennent dans l'interprétation des mesures analytiques. La méthode de traitement
des échantillons de lait par extraction en phase solide et de dosage des médicaments
par GC-MS offre la possibilité de qualifier et quantifier de nombreuses substances
utilisées pendant l'allaitement et peut être facilement et rapidement adaptée et
extrapolée à d'autres médicaments et à leurs métabolites. L'utilisation conjointe de ces
deux outils garantie une mterprétation pharmacocinétique indépendante des conditions
de l'étude clmique et permet la généralisation des résultats recueillis, pour former une
base de données pertmente et utilisable pour le corps médical.

0

Pour l'étude de la fonction métabolique hépatique, les isotopes stables constituent
d'excellents traceurs non invasifs qui peuvent être utilisés comme sondes
métaboliques dans les tests respu'atoires ou dans la mesure des rapports métaboliques
urmaires.

La validation du TRC (cf. section II, partie II, chapitre \,13C-Amïnopyrine and 13C-
caffeine breath test: influence of gender, cigarette smoking and oral contraceptives
intake) sur une population de référence a permis de démontrer l'efficacité de ce test pour
mettre évidence des variations d'activité du CYP1A2 et pour potentiellement détecter
et anticiper les dommages dus aux pathologies. En effet, des études antérieures menées
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0 chez des patients atteints de cirrhose, d'intoxications ou autres disfonctiomiement
hépatiques ont montré que le TRC est un indicateur sensible des pathologies hépatiques.
La mesure des C-RMC dans les urines (cf. section II, partie II, chapitre 2, Analysis of
urinary caffeine metabolites by liquid chromatography - mass spectrometry: The use
metabolic ratios to explore CYP1A2 activity) effectuée conjomtement au TRC, a permis
de confirmer la validité de ces rapports comme indices des modifications d'activités
du CYP1A2. L'utilisation de la caféine marquée a permis d'etre tirés spécifique vis à vis
du substrat, et de ne pas tenir compte de la présence systématique de métabolites de la
.caféine provenant de l'alimentation. Les deux tests ont montré des différences de
sensibilité liées au fait que les RMC sont associés à une ou plusieurs réactions
métaboliques alors que le TRC tient compte du métabolisme global. Ainsi, suivant la
contribution du CYP1A2 et l'implication d'autres enzymes dans les différentes voies du
métabolisme, les RMC choisis sont des marqueurs plus ou moins sensibles aux
variations d'activités. Les deux tests ont montré des variations mter-individuelles

élevées. Cependant, pour les études longitudinales au cours de la grossesse, ces
variations n'interviennent pas. Le TRC et les RMC sont donc deux outils de choix pour
évaluer de façon sensible et non invasive les variations d'activité du CYP1A2 chez les
femmes enceintes, pour des grossesses normales ou pathologiques. Une toute récente
étude chez des femmes enceintes a démontré l'intérêt de mesurer les RMC dans les

urines, à différents stades de gestation, pour mettre en évidence des variations d'activité
du CYP1A2 non seulement en fm de grossesse mais également en début et milieux de
grossesse.

De façon plus générale, les tests respiratoires et la mesure des rapports métaboliques ne
se limitent à l'utilisation de la C-caféine mais peuvent et doivent être investigués pour
d'autrcs substrats comme le dextrométoqîhan (CYP2D6) ou l'érythromycine (CYP3A4)
de manière à étudier d'autres activités des CYP450 au cours de la grossesse.

0

En conclusion, les progrès de l'analyse isotopique et le développement de technologies
utilisant les isotopes stables ouvrent le domame de la recherche biomédicale et du
diagnostic à ces technologies tout d'abord développées pour les géosciences et
l'environnement. C'est évolution permet d'augmenter l'efficacité des protocoles et de
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0 réaliser des protocoles jusqu'alors impossibles, trop complexes ou trop onéreux. Elle
permet entre autre d'accéder à des populations extrêmement protégées comme les
femmes enceintes et le nouveau-né. L'avenir dans ce domaine est très prometteur.
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TITRE

Etude du passage de naolécules médicamenteuses et xénobiotiques dans le lait maternel.
Identification et dosage par Chromatographie en phase Gazeuse et Spectrométrie de
Masse (GC-MS).

INTRODUCTION

Chez la femme allaitant, la prise de médicaments prescrits ou non est très fréquente.
Ceci est vérifié surtout pendant les premières semaines suivant l'accouchement et chez
les femmes souffrant d'une pathologie nécessitant un traitement médicamenteux
continu, comme c'est le cas pour l'hypertension, le diabète, l'asthme ou l'épilepsie.
Ces médicaments peuvent être présents au niveau du lait et leur passage est fonction de
nombreux paramètres, liés en particulier à la mère et à la molécule active. Une
éventuelle activité pharmacologique ou toxique est alors retrouvée chez le nouveau-né
allaité.
Afin de mieux évaluer le risque lié à ce traitement par rapport aux nombreux bénéfices
que procure un allaitement maternel, de nombreuses études visant à doser la molécule
médicamenteuse dans le lait ont été réalisées. Cependant, l'absence d'information reliée
à la prise de l'échantillon de lait ne permet pas de donner une signification
pharmacocmétique et clmique à la concentration médicamenteuse trouvée dans le lait.
Cette étude a donc pour but d'étudier le passage de différentes molécules
médicamenteuses et des xénobiotiques dans le lait maternel, suite au dosage des
molécules dans le lait et au recueil des renseignements pertments en relation avec les
échantillons de lait.

HYPOTHESE

Les renseignements recueillis lors du prélèvement des échantillons de lait, permettront
de donner une signification pharmacocmétique et clinique aux concentrations
médicamenteuses mesurée dans le lait. Les variations de concentration observées seront
corrélées en fonction de la journée, de la tétée, du stade de lactation et de plusieurs
autres facteurs qui affectent la composition du lait.

OBJECTIFS

u

Objectifs principaux

• Identification et dosage dans le lait des molécules médicamenteuses et xénobiotiques
étudiées,
Evaluation du passage des médicaments dans le lait en fonction des différents
paramètres de variation, à l'aide de données recueillies lors des prélèvements.
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Objectif secondaire

Fournir des données servant de base pour une future recherche sur la cinétique des
médicaments chez la mère allaitant et chez le nouveau-né.

BDBLIOGRAPHY

Actuellement, de plus en plus de femmes choisissent l'allaitement maternel pour ses
qualités et ses propriétés nutritives (American Academy of Pediatrics, 1982)
La prise de médicaments prescrits ou non chez la femme allaitant est très fi-équente,
surtout dans les premières semaines après son accouchement ou si elle est atteinte d'une
pathologie nécessitant une thérapie médicamenteuse continue (Matheson et al., 1990).
Les médicaments administrés à la mère peuvent être distribués au niveau du lait : leur
passage est modulé par de très nombreux paramètres, liés en particulier à la mère et à la
molécule active. Une éventuelle activité pharmacologique ou toxique est alors retrouvée
chez le nouveau-né (Kacew, 1993). Dans ces conditions. II est unportant de connaître le
passage des médicaments dans le lait et les différents paramètres qui modulent ce
passage, afm d'évaluer les risques d'un allaitement maternel pendant un traitement.

Les médicaments sont distribués de la circulation sanguine dans le lait s'ils sont non
ionisés, non liés aux protéines plasmatiques et liposolubles (Wilson, 1980). Le passage
de molécule active dépend donc de sa liaison aux protéines plasmatiques, sa
liposolubilité, son degré d'ionisation et son poids moléculaire.

D'autres facteurs modulent le passage des médicaments dans le lait (Lawrence, 1994) :

Facteurs liés à la mère
La posologie, la voie d'admmistration, l'horaire de la prise du médicament par
rapport à l'allaitement.
Les paramètres de pharmacocinétique (absorption, distribution, métabolisme,
élimmation).

Facteurs liés à la glande mammaire
Les Changements morphologiques,
Le flux sanguin et le pH,
Le mécanisme de passage de la molécule du plasma dans le lait,
Le métabolisme de la molécule au niveau de la glande mammaire.

Facteurs liés au lait
La composition,
LepH.

Facteurs liés à l'enfant
Heure de la tétée par rapport à la prise de médicaments.

Pour que la concentration médicamenteuse ait une signification pharmacocinétique et
clinique, il sera donc important de recueillir un certain nombre de renseignements
pertments lors du prélèvement de l'échantillon de lait.
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PLAN EXPÉREVtENTAL

l. Population étudiée

50 femmes allaitant et prenant au moins un des médicaments étudiés, seront incluses
dans l'étude. Les sujets seront distmgués en deux groupes : les femmes nourrissant leur
enfant au sein et les femmes ayant un enfant prématuré et ne le nourrissant pas au sein.
Critères d'inclusion

• Age : 20-40 ans.
• Sujet ayant d'accouché au service de Gynécologie Obstétrique,
• Sujet dont le dossier patient sera accessible,
• Sujet ayant donné son consentement éclau-é et libre par écrit et l'ayant signé,
• Sujet prenant un des médicaments étudiés,
• Sujet nourrissant son enfant au sein ou effectuant ime expression de lait dans le

but d'alimenter un enfant prématuré,

Critères d'exclusion
• Sujet qui ne réponde pas à au moins l'un des critères d'inclusion ci-dessus,
• Sujet ayant un problème de lactation quelconque
• Sujet présentant ou ayant présenté antérieurement une pathologie de la glande

mammaire.

u

2. Prélèvements

Les prélèvements se feront le deuxième jour après l'accouchement. A l'aide du dossier
patient, différentes informations pertinentes pour l'étude seront recueillies dans la fiche
de renseignements # l (annexes). Lors du rendez-vous sïx semaines après
1'accouchement, si la mère allaite encore son enfant, un autre échantillon sera prélevé et
les informations seront recueillies dans la fiche de renseignement # 2 (annexes).
Pour le premier prélèvement, une infu-mière informera le sujet sur l'utilisation du tire-

Pour les femmes nourrissant leur enfant au sein, il y aura 3 séquences de prélèvements
au cours des différentes tétées de la journée. Celles-ci se feront, autant que possible, à
intervalles réguliers : matm, midi et après-midi (exemple : 8h00, 12h00 et 16h00). Un
mmimum de trois heures entre les prises d'échantillons devra toutefois être respecté. Au
cours de chaque séquence, 5 mL de lait seront recueillis au début et à la fm de la tétée
sur un même sein. Un total de 6 échantillons sera collecté pendant la journée.

Pour les femmes ayant un enfant prématuré et ne le nourrissant pas au sein, le lait
produit dans la journée sera prélevé à l'aide d'un tu-e-lait et conservé pour nourrir
l'enfant prématuré. Trois échantillons de 5 mL du même sein, seront mis de côté pour
l'étude. L'horaire des prélèvements dépendra des dispositions de la mère tout en
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essayant d'espacer les échantillons le plus possible (selon un horaire : matin, midi et
après-midi avec un minimum de trois heures d'mtervalle).

Différentes informations relatives à la prise d'échantillon de lait et à/aux médicament/s,
seront complétées par le sujet à l'aide du questionnaire # l ou #2 (annexes).

Les échantillons seront prélevés par expression avec un tire-lait dans des contenants en
polypropylene étiquetés (nom du patient,   de l'échantillon, heure de prélèvement,
date, opérateur) et congelés jusqu'à l'analyse.

3. Analyse des échantillons

La procédure d'analyse des échantillons sera la même pour ceux prélevées le deuxième
jour après l'accouchement et ceux prélevés plus tard.
Les médicaments contenus dans le lait seront extrait en phase solide et analysés par
Chromatographie en Phase Gazeuse et Spectrométrie de Masse (GC-MS), suivant la
méthode préalablement validée.

ASPECT ÉTMQUE

L'étude sera conduite en respectant les principes de la déclaration d'Helsmki.
Elle nécessitera l'approbation d'un comité d'éthique qui sera avisé de tout problème qui
pourrait apparaître au cours de l'étude.
Avant d'etre accepté dans l'étude, chaque participante devra donner son consentement
écrit. Le œnsentement est signé par le sujet, par l'investigateur et par un témoin qui
attestera qu'une pleine information a été donnée (voir annexes pour les fiches
d'information et de consentement).

Le protocole utilise des moyens non invasifs : le lait sera prélevé par expression avec un
tire-laid. 30 ml de lait maternel seront collectés la deuxième journée après
1'accouchement et 5 ml de lait seront collectés lors d'un éventuel rendez-vous à l'hôpital
dans les mois suivant l'accouchement.

BENEFICES ESCOMPTES

(J

Il n'y a pas de bénéfice direct pour le patient et le groupe de patient étudié.
Des bénéfices indirects seront escomptés au groupe de patients étudié : cette étude
permettra de mieux connaître le passage des médicaments dans le lait maternel et à long
terme, une mieux évaluer des bénéfices de l'allaitement par rapport aux risques liés à la
prise de médicaments. Le clmicien pourra ainsi mieux allier l'allaitement et la prise de
médicaments maternelle.
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Pour l'équipe soignante, cette étude permettra de mieux connaître le passage des
médicaments dans le lait maternel et à long terme, une meilleure évaluation des
bénéfices de F allaitement par rapport aux risques liés à la prise de médicaments.

Ce projet de recherche clinique fournira des données servant de base pour une fiiture
recherche sur la cmétique des médicaments chez la mère qui allaite, au niveau du lait et
chez le nouveau-né allaité.

RISQUES LIES À L'ETUDE

Il n'y a aucun risque pour le patient.

REFERENCES

American Academy of Pediatrics. Policy statement based on the task Force report: the
promotion of breast feeding. Pediatrics 69: 654-661(1982).
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Clin. Pharmacol. 33: 213-221 (1993).

Lawrence R.A. Breastfeedmg. A guide for the medical profession. The C.V. Mosby
Compagny. St-Louis (1994)

Matheson I., Kristensen K. and Lunde P.K.M. Drug utilization m breast-feeding women.
A survey in Oslo. Eur. J. Clin. Pharmacol. 38: 453-459 (1990).

Wilson J.T., Don Brown R., Don Cherek R., Dailey J.W., Hilman B., Jobe P.C., Manno
B.R., Manno J.E., Redetki H.M., Stewart J.J. Drug excretion m human breast milk.
Principles, pharmacokinetics and projected consequences. Clin. Pharmacokinet. 5: 1-66
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ANNEXES

Fiche de renseignement # l
Fiche de renseignement # 2
Questionnaire # 1
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Formulaire de consentement
Formulaire d'information des sujets
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Nom :

Prénom:

Date d'hospitalisation :

N dossier :

Date de naissance: Date:

Renseignementsjvlatifs à la srossesse

Nombre de grossesses à ce jour :

Date de l'accouchement :

Grossesse multiple : Q Oui Q Non

Précisions :

Nombre de semaines de grossesse :

Type d'accouchement : Q Naturel Q Césarienne

Renseisnements relatifs à l'état de santé du sujet

Poids :

Etat général de la patiente :

Renseisnements concernant la pathologie

u
Date du diagnostic:
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Autre(s) pathologie(s) :

Renseignements relatifs à la médication (Prescrite et/ou non-prescrité)

Molécule à étudier :

Voie d'administration :

Posologie :

Début du traitement :

Toute autre médication ( schéma thérapeutique) :

Renseisnements relatifs à l'enfant

  de dossier :

Sexe : Q Féminin Q Masculin

Poids :

Score Apgar :

Problème quelconque :

u
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Fiche de renseignements # 2
RENDEZ-VOUS APRÈS L'ACCOUCHEMENT

Nom :

Prénom :

Date d'hospitalisation :

N dossier :

Date de naissance: Date:

Informations générales

Y a-t-il eu des complications suite à l'accouchement ?

Renseignements relatifs à lf état de santé du sujet

Evolution de la pathologie :

235

Renseignements relatifs à la médication (prescrite et/ou non prescrite )

Molécule à étudier :

Voie d'administration :

Posologie :

Date du changement de posologie (s'il y a lieu) :

Toute autre médication (avec posologie) :

u
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n Renseignements relatifs à l* enfant

Poids :.

État général :

0
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Renseignements relatifs à la prise de médicaments

Médicament(s) prescrit(s) i-

Médicament Heure de prise Dose

Prise de médicaments non prescrits : jl Oui ll Non

Si oui, précisez lesquels :

Renseignements relatifs aux prélèvements de lait

Heure de prélèvement   d'échantillon Sein (droit ou
gauche)

Mode
d'expression
du lait

Début tetee_:

Fin de tétée :

Début teteej

Fin de tétée :

Début tetee :

Fin de tétée :

Renseignements relatifs aux allaitements ou expression de lait

0

Heure des allaitements ou expressions de lait Premier sein tété
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Renseisnements relatifs à la prise de médicaments

L Renseignements sur la dernière prise du ou des médicament(s):

Heure :

Posologie :

L Renseignements sur les autres médicaments prescrits ou non:
(contraceptif oral, acétaminophène, antihistaminique, etc..)

Renseisnements relatifs aux prélèvements de lait

Heure des
prélèvements   d'échantillon Sein

prélevé Mode d'expression Renseignements de la
tétée précédente
Heure :
Dernier sein tété :

0
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n FORMULAIRE DE CONSENTEMENT

De : Mlle, Mme..
Nom :
Prénom :
Age:
Adresse :

Titre : Etude du passage des médicaments et des xénobiotiques dans le lait maternel

Le Docteur .................... m'a proposé de participer à une recherche organisée par

Il m'a précisé que je suis libre d'accepter ou de refiiser.
J'ai reçu les informations suivantes rédigées dans la notice d'information annexée à cette
fiche. J'en ai conservé un exemplaire personnel.
J'ai discuté avec le Docteur ..................... du but de cette étude, de ses modalités et
des résultats attendus. Il m'a mdiqué que le protocole avait été soumis au Comité
d'éthique de l'hôpital Sainte- Justine.
Mon consentement ne décharge pas les organisateurs de la recherche de leurs
responsabilités. Je conserve tous mes droits consentis par la loi.
Si je le désire, je serai libre à tous moments d'arrêter ma participation sans avou' à
justifier de ma décision, sans perdre mes droits ou bénéfices. Je m'engage à en mformer
le Docteur.
Les données qui me concernent resteront strictement confidentielles. Je n'autorise leur
consultation que par des personnes qui collaborent à la recherche par les organisateurs et
éventuellement un représentant des autorités de santé.

Je pourrai à tout moment demander toute mformation complémentaire au Docteur ou
aux collaborateurs..................... (tel...............).

0

Je, soussigné ................................ (nom, prénom), donne mon accord pour
participer à cette étude dans les conditions précisée ci-dessus.

date Signature

Docteur....................... .(nom, prénom)
date.............................................. Signature

Témoin.........................(nom, prénom)
date.............................................. Signature
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Etude du passage des médicaments et des xénobiotiques dans le lait maternel

Cette étude est initiée par

Cette information vous est remise pour vous permettre de mieux comprendre
Fintérêt du prélèvement de lait maternel auquel vous serez soumis durant le
déroulement de cette étude.

La prise de médicaments prescrits ou non chez la femme allaitant est très fréquente,
surtout dans les premières semaines après l'accouchement ou chez les femmes qui sont
atteintes d'une maladie nécessitant un traitement continu comme l'hypertension, le
diabète, l'asthme ou l'épilepsie. La quantité de médicaments qui passe dans le lait varie
en fonction de plusieurs paramètres. Il est important, connaissant le bénéfice de
l'allaitement, d'en savoir plus sur ces paramètres afm d'adapter médication et allaitement
dans le but d'assurer une alimentation compatible avec la santé de votre enfant.

Le but de ce travail est de mieux connaître le passage des médicaments dans le lait
maternel ainsi que les paramètres qui modifient ce passage pour éviter d'éventuels
effets toxiques chez l'enfant. Il faut pour cela connaître la quantité de médicament qui
passe dans le lait chez des femmes auprès desquelles nous avons recueilli un mmimum
d'information.

L'étude à laquelle vous serez soumise ne comporte aucun risque, aussi bien pour votre
enfant que pour vous.

Pour ce qui est des échantillons de lait, les prélèvements auront lieu le deuxième jour
après votre accouchement et lors de votre rendez-vous, sbt semaines après celui-ci. Pour
chaque rendez-vous, vous devrez répondre à un questionnaire nous procurant les
informations pertmentes à l'étude. Une personne désignée vous aidera à remplu- ces deux
formulaires. Le lait sera prélevé à l'aide d'un tire-lait à l'hôpital. Vous pourrez donc
bénéficier d'mformations sur son fonctionnement par le personnel mfirmier.

Pour le premier rendez-vous (deuxième journée après l'accouchement) :

Si vous nourrissez votre enfant au sem : lors d'une tétée sur un même sein, il y aura prise
de 5 ml de lait au début etde 5 mlà la fm et cela, à trois reprises.

Si vous n'allaitez pas votre enfant : 5 ml de lait exprimé d'un même sein seront prélevés
au minimuni une fois dans la journée et, si possible, jusqu'à trois fois.

u
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0 Pour le deuxième rendez-vous (lors de votre rendez-vous à l'hôpital, si vous allaitez
encore votre enfant)

5 ml seront recueillis pendant une seule expression de lait.

Pendant les journées où vous aurez à donner les échantillons, vous pourrez vaquer à vos
activités habitueUes sans restriction.

0
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ANNEXE 2

MONOGRAPHIE DES MEDICAMENTS
DOSÉS DANS LE LAIT MATERNEL

0

pKa et logP octanol/eau :

Hansch C, Sammes PG, Taylor JB. Comprehensive médicinal chemistry - The rational
design, mechanistic study and therapeutic application of chemical compounds.
Pergamon press, Oxford Vol. 6 (1990).
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1,3,7- trunéthylxanthme

Formule brute CgHioN402

Poids moléculaire (g/mol) 194.2

Propriétés physico-chimiques
pKa : 14 (forme HA) et 0.6 (forme BH+)

• Log P (octanoVeau) : -0.07
Soluble dans f eau et les alcools.

Propriétés pharmacologiques Stimulant, diurétique

u
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Structure et nom chimique
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y-(4-Chlorophenyl)-N,N-dimethyl-2-
pyridinepropanamine

Formule brute Ci6Hi9ClN2

Poids moléculaire (g/mol) 274.79

Propriétés physico-chimiques

Point d'ébullition : 142°C
pKa:9.16(fonneHB+)
Log P (octanoVeau) : 3.39
Soluble dans l'eau, le méthanol, le chloroforme et
l'éthanol.
Difficilement soluble dans le benzène et l'éther.

Propriétés pharmacologiques

u
Antihistamic
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Structure et nom chimique

CH3

N
CH3

s Cl

N

2-Chloro-N,N-dimethyl-1 OH-phenothiazme-propanamine

Fomiule brute Ci7Hi9ClN2S

Poids moléculaire (g/mol) 318.87

Propriétés physico-chimiques

pKa : 9.3 (forme BH+)
log P (octanol / eau) : 5.35

• Point d'ébullition : 200-205°C
Soluble dans le méthanol, l'éthanol et le chloroforme.
Insoluble dans l'éther et le benzène.

Propriétés pharmacologiques Antipsychotique, antiémétique
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0

Formule brute

[lR-(exo,exo)]-3-(benzoyloxy)-8-methyl-8-
azabicyclo[3.2.1]octane-2-carboxylic acid methyl ester

CnH2iN04

Poids moléculau-e (g/mol) 303.26

Propriétés physico-chimiques

• Point d'ébullition : 187-188°C
pKa : 8.65 (forme BH+)
Log P (octanoVeau) : 2.30
Soluble dans l'acétone, et le glycérol
Insoluble dans l'éther et les huiles

•

•

Propriétés pharmaco logiques

u
Anesthétique (topiqual)
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HO
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\

.NCH3

7,8-Didehydro-4,5a-epoxy-3-methoxy-17-
methylmoq?hinan-6a-ol

Ci8H2lNÛ3
299.36

Propriétés physico-chimiques

pKa:8.21(foremBH+)
log P (octanol / eau- pH= 7.4) : 1.14
Soluble dans le méthanol

• Insoluble dans l'éther de pétrole

Propriétés pharmacologiques Antitussif, analgésique (narcotique)

u
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CHi
0

N

Na

CôH5

7-chloro-1,3-dihydro-1 -méthyl-5-phényl-2H- l ,4-
benzodiazépin-2-one

Fomiule brute CiôHisClNzO
Poids moléculaire (g/mol) 284.76

Propriétés physico-chimiques pKa : 3.3 (forme BH+)
log P (octanol / eau) : 2.80

Propriétés pharmacologiques Hypnotique sédatif, agent anti-anxiété
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Structure et nom chimique

\ / ÇH3ÇH3
N N

0 CĤ 3

N,N-Dunethyl-2-[ l -phenyl-1 -(2-pyridinyl)ethoxy]
ethanamine

Formule brute C17H22N2Û

Poids moléculaire (g/mol) 270.37

Propriétés physico-chimiques

Pomtd'ébullition: 137-141°C
pKa : 4.4 et 9.2 (forme BH+)
Log P (octanoVeau) : 2.28
Soluble en milieu acide.
Volatile.

u Propriétés pharmacologiques Antihistaminique, anti-cholinergique
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FLUOXETINE
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Stmcture et nom chimique

Formule brute

Poids moléculaire (g/mol)

H
0 N

F3

CHs

N-Methyl-y-[4-(trifluoromethyl)-
phenoxy] benzenepropanamine

CiyHisFsNO

309.33

Propriétés physico-chimiques

Log P (octanoVeau) : 4.05
Soluble dans le méthanol, l'éthanol, le chloroforme et
l'acétone.
Faiblement soluble dans l'acétate d'éthyle, le
dichlorométhane et l'eau.
Insoluble dans le toluène, le cyclohexane et l'hexane.

Propriétés pharmaco logiques

0
Antidépresseur
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METHADONE
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Structure et nom chimique

Formule brute

Poids moléculau-e (g/mol)

Propriétés physico-chimiques

ÇH3
0 ÇH3

^ \ N
CH3

CH3

6-Dimethylamino-4,4-diphenyl-3-heptanone

C2iHz7NO
309.46

Insoluble dans l'éther et le glycérol.
pKa : 8.3 (forme BH+)
log P (octanol / eau) : 2.07

Propriétés pharmaco logiques Analgésique (narcotique)
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Structure et nom chimique

ÇH3

/-T&"CHCT)
OCH3

(+)-3-méthoxy-9a-méthylmorphinane

Formule brute CigH25NO
Poids moléculaire (g/mol) 271.4

Propriétés physico-chimiques pKa : 8.3 forme (HB+)
Log P (octanol/eau) : 3.99

Propriétés pharmacologiques Antitussif

u
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NIFEDIPINE
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Structure et nom chimique

H3C CH3

H3CO

H
N

0 0
NO2

OCH3

l,4-Dihydro-2,6-dunéthyl-4-(2-nitrophényl)pyridine-3,5-
pyridinedicarboxylic acid dunethyl ester

Formule brute C17H18N2Û6

Poids moléculaire (g/mol) 346.34

Propriétés physico-chimiques
Log P (octanol/eau) : 2.40
Soluble dans le méthanol et l'éthanol.
Très photosensible.

Propriétés pharmaco logiques Vasodiïatateur
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NORMETHADONE
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Structure et nom chimique

CH3

N

^ 'i
0

CH3

CH3

6-Dunethylamino-4,4-diphenyl-3-heptanone

Formule brute C20H25NO

Poids moléculaire (g/mol) 295.42

Propriétés physico-chimiques
Log P (octanoVeau) : 2.66
pKa : 9.2 (formeBH+)
Soluble dans l'eau et les alcools.

Propriétés pharmacologiques Analgésique (narcotique)

u
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Structure et nom chimique

CH3

N

0

\
0

V—CH3

6-Dimethylamino-4,4-diphenyl-3-heptanone

Formule bmte Ci5H2lN02
Poids moléculaire (g/mol) 247.34

Propriétés physico-chimiques
Soluble dans l'eau, l'acétone et l'acétate d'éthyle.
Faiblement soluble dans l'isopropanol et les alcools.
Insoluble dans le benzène et l'éther.

Propriétés pharmacologiques Analgésique (opioïde)

0
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Structure et nom chimique

CH3

N
,CH

HaC

(R)-N,a-Dimethyl-N-2-proynylbenzeneethanamine

Formule brute Ci3Hi7N

Poids moléculaire (g/mol) 187.28

Propriétés physico-chmùques Log (octanoVeau) : 2.2
Point d'ébullition : 103-110°C.

Propriétés pharmacologiques Antidépresseur, anti-parkinsonien, MAO inhibiteur

<J
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Stmcture et nom chimique

N
H3C/

N

s

SCH3

10- [2-( l -Methyl-2-piperidinyl)éthyle]-2-(methylthio)-
l OH-phenothiazme

Formule brute C21H26N2S2

Poids moléculau-e (g/mol) 370.58

Propriétés physico-chiïniques

•

•

PKa : 9.50 (forme HB+)
Log P (octanoVeau) : 5.90
Point d'ébullition : 230°C
Soluble dans l'eau, l'éthanol, le méthanol et le
chloroforme.
Insoluble dans l'ether.

0 Propriétés pharmacologiques Antipsychotique, sédatif
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Structiire et nom chimique

Fonnule bmte

Poids moléculaire (g/mol)

Propriétés physico-chimiques

H'C^N-,
Nu'
)^ s

N

Cl
Cl

8-Chloro-6-(2-chlorophenyl)-1 -methyl-4H-
[ l ,2,4]triazolo [4,3 ,a] [ l ,4]benzodiazepine

Ci7Hi2Cl2N4
343.21

Log P (octanoVeau) : 3.2

Propriétés pharmaco logiques

<J
Sédatif, hypnotique
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Structure et nom chimique

H3C

ÇH3 ÇH3
N

N

s

N,N, P-Trimethyl-1 OH-phenothiazin-1 0-propanamine

Fonnule brute CigH22N2S
Poids moléculaire (g/mol) 298.45

Propriétés physico-chimiques

pKa : 9 (forme HB+)
• Log P (octanol / eau) = 4.59

Point d'ébuiïition : 150-175°C.
• Soluble dans l'eau.

Faiblement soluble dans l'éthanol.

Propriétés pharmacologiques Anti-pruritique
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Structure et nom chimique

^
\

N

CH3
N

CH3 CH3

10,11 -Dihydro-N,N,P-ti-imethyl-5H-dibenz[b,f|azepine-
5-propanamme

Formule brute C20H26N:2

Poids moléculau'e (g/mol) 294.44

Propriétés physico-chimiques

• pKa : 8 (forme HB+)
Log P (octanoVeau) : 4.73
Soluble dans le chloroforme.
Faiblement soluble dans l'éthanol et l'eau.
Insoluble dans l'éther.

Propriétés pharmacologiques Antidépresseur




