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Yo vie :
APD :
APG :
ATP:

B:
Biodisp :
BL :

BPD :
BPF :
BPG :
CE:

CG:

Cl plasm :
CLHP/UV-BD :

CL-ES-SM :

CL-SM:
Cmax:
cp:
CV:
DIA
DL50O:

El:
ESI:
GABA :
HCI :
HV :
(PL :
VL :
Kp:
LDD :
LDQ:
LG:

LISTE DES ABREVIATIONS

demi-vie d’élimination sanguine

apex pulmonaire droit

apex pulmonaire gauche

adénosine triphosphate

biais

biodisponibilité

bile

base pulmonaire droite

bonnes pratiques de fabrication

base pulmonaire gauche

cerveau

contenu gastrique

clairance plasmatique

chromatographie liquide haute performance couplée & un détecteur UV
a barrette de diodes

chromatographie fiquide couplée a un spectrométre de masse par
lintermédiaire d’'une source de type electrospray
chromatographie liquide couplée a un spectromeétre de masse
concentration sanguine maximale

comprimé

coefficient de variation

diaphragme

dose létale 50 (dose entrainant 50% de décés au sein dune
population)

étalon interne

electrospray ionization

acide gamma-aminobutyrique

acide chlorhydrique

humeur vitrée

iliopsoas

intraveineuse lente

coefficient de partage

limite de détection

limite de quantification

liquide gastrique
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LHD :
LHG :
Lpp:
pKa :
m/z:
MYD :
MYG :
NS :
RD :
Rdt ext :
RG :
SCD:
SCG:
SP:
SPE :
Tmax :
UR:
Vd :

lobe hépatique droit

tobe héepatique gauche

liaison aux protéines plasmatiques
constante de dissociation

rapport masse/charge électrique
myocarde droit

myocarde gauche

non significatif

rein droit

rendement d’extraction

rein gauche

sang cardiaque droit

sang cardiaque gauche

sang périphérigue

solid phase extraction

temps auquel les concentrations sanguines sont maximales
urines

volume de distribution
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INTRODUCTION

Une des missions de 'expertise toxicologique en médecine légale est de déterminer
la nature du ou des xénobiotique(s) éventuellement présent(s) dans l'organisme au
moment du décés et d'évaluer, le cas échéant, leur part de responsabilité dans la
survenue du déces. Cette évaluation s’effectue par 'intermédiaire des concentrations
mesurées : concentrations qui sont comparées aux valeurs des concentrations
thérapeutigues, toxiques ou létales établies chez le vivant.

Cependant, les concentrations des xénobiotiques mesurées dans des échantillons
autopsiques ne sont pas forcément le reflet des concentrations réelles dans ces
mémes milieux biologiques au moment du décés. Il apparait effectivement que ces
concentrations varient en fonction des sites de prélevement et/ou du délai écoulé
entre la survenue du décés et le moment de la réalisation des prélevements post-
mortem.

Ces différences de concentrations sont dues a divers processus se produisant dans
le cadavre au cours de la période post-mortem, regroupés sous le terme de
« phénoménes de redistribution post-mortem» et dont les mécanismes
demeurent complexes et imparfaitement connus. Aussi, dans la mesure ou tout
xénobiotique peut &tre impliqué dans la survenue d’'un processus létal, il parait
essentiel de connaitre 'existence d’un tel phénomeéne de redistribution, et si possible
son intensité, afin de pouvoir interpréter correctement les concentrations mesurees.

Dans une telle démarche, deux approches semblent possibles et complémentaires
- la constitution de banques de données a l'aide d'analyses répétées dans le
temps, & partir de cas réels d’analyses toxicologiques post-mortem chez
Fhomme ou de modéles animaux,
- la recherche de lois générales gouvernant ces phénoménes de redistribution
post-mortem, permettant de I'évoquer, ou non, devant toute molécule.

Cette étude se situe dans cette seconde optigue puisqu’elle s'inscrit dans un objectif
général d’étude des phénomenes de redistribution post-mortem sous angle physico-

chimigue des molécules.
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Une étude préliminaire a permis d’aborder Finfluence d'un premier parametre
physico-chimique, le coefficient de partage Kp, a travers la classe des bétabloguants.
L'objectif du présent travail est d'étudier l'influence d’un autre paramétre physico-
chimique, la constante de dissociation pKa, dans la survenue des phénomenes de
redistribution post-mortem, a Faide d'une série de substances de pKa variables et de

Kp similaires.

Aprés avoir rappelé les éléments essentiels de la redistribution post-mortem, discuté
du choix des substances utilisées lors de Pétude et décrit I'appareillage de
spectrométrie de masse utilisé (APl 100 équipé d'une interface de type electrospray),
nous présenterons le protocole d’expérimentation animale puis la mise en place et
Foptimisation de la méthode analytique. Ensuite, nous exposerons la méthodologie
statistique utilisée avant de présenter et de discuter des premiers résultats obtenus.
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A. GENERALITES

I. REDISTRIBUTION POST-MORTEM

1.1. Définition

Ainsi que nous lavons développé dans lintroduction, il apparait que les
concentrations post-mortem peuvent varier en fonction des sites de prelevement
et/ou du délai écoulé entre le déces et les prélévements [18]. Ces phénoménes sont
regroupés sous le terme générique de redistribution post-mortem. Ces phénomenes
de redistribution sont liés :

e au relargage des molécules, en période post-mortem précoce, depuis des
organes qualifiés de réservoirs (tractus gastro-intestinal, foie, poumons et
myocarde), vers les structures anatomigues de voisinage ;

e aux phénoménes cadavériques, en particulier, a la lyse ceilulaire et a ia
putréfaction ;

 aux propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques des xenobiotiques.

1.2. Origines des variations de concentration post-mortem

1.2.1. Redistribution depuis les organes "réservoirs"

Chez le vivant, les xénobiotiques se concentrent dans certains organes dits
« réservoirs » (tractus gastro-intestinal, poumons, foie, myocarde). Aprés le décés,
les substances stockées dans ces organes vont diffuser vers les structures
anatomiques de voisinage. La redistribution & partir de ces différents organes
s'effectue selon deux mécanismes distincts‘: diffusion anatomique par l'intermédiaire
des vaisseaux de l'organe considéré (méme en I'absence de tout flux sanguin) et/ou

diffusion de contiguité, transpariétale [18].

e Le tractus digestif, 'estomac en particulier, peut relarguer des molécules vers le
myocarde, les cavités cardiaques, les poumons et le foie. Cette redistribution peut
s'effectuer par les 2 mécanismes précédemment cités, par exemple par
Fintermédiaire des vaisseaux abdominaux (aorte abdominale, veine cave inférieure,
veine porte) ou par contiguité [8]. Ce relargage est un phénoméne trés precoce

puisqu’il peut débuter dés la 2™ heure aprés le décés.
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Il est favorisé par le temps de contact du xénobiotique avec la muqueuse digestive
et ralenti par la conservation des cadavres a 4°C [21].

Enfin, la régurgitation du contenu gastrique dans les voies aériennes, fréquente lors
des phénoménes agoniques et cadavériques, entraine une glévation des
concentrations dans les gros vaisseaux thoraciques [22].

e Les poumons : in vivo, les poumons regoivent tout le flux sanguin issu du ventricule
droit. Un certain nombre de molécules, plus particulierement les molécules
basiques et lipophiles, ont tendance & s’accumuler dans le parenchyme pulmonaire.
En période post-mortem précoce, la redistribution de ces molécules depuis les sites
d’accumulation intra-puimonaires vers la circulation pulmonaire et les organes de
voisinage est rapide et intense. Ce phénoméne entraine une augmentation des
concentrations dans le sang cardiaque et les vaisseaux thoraciques [10]. D'apres
Fuke et al. [8], ces phénoménes de redistribution seraient plus intenses que ceux

observés a partir de 'estomac.

e Le foie représente une autre source majeure de redistribution faisant intervenir des
mécanismes multiples. Les xénobiotiques concentrés dans le parenchyme
hépatique au moment du décés peuvent passer dans la veine cave inférieure via le
systéme porte. De 13, ils peuvent diffuser de proche en proche vers les cavités
cardiaques droites et les vaisseaux pulmonaires. Ce phénoméne de diffusion serait
cependant plus long et moins intense que la redistribution a partir des poumons
[20]. Dautre part, la redistribution des xénobiotiques concentrés dans e
parenchyme hépatique avant le décés peut s'effectuer par diffusion de contiguité
vers les organes de voisinage (estomac et vésicule biliaire). Le foie peut lui-méme
faire l'objet d’une redistribution, en particulier depuis I'estomac (cf. supra). Enfin,
certains xénobiotiques présents dans la circulation générale lors du deces peuvent
&tre redistribués secondairement vers certains tissus et organes tels que e foie,

entrainant une diminution des concentrations sanguines.

e Le myocarde est un « organe réservoir » capable de stocker certaines molécules
(digitaliques, inhibiteurs calciques et autres molécules a visée cardiologigue...).
Lors du décés, ces molécules sont relarguées dans le sang cardiaque ou leur

concentration s'éléve alors considérablement.
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Le sang cardiague peut donc faire lobjet d’'une redistribution de molécules
provenant de Pestomac, du parenchyme pulmonaire, du parenchyme hépatique et

enfin du myocarde lui-méme.

1.2.2. Phénoménes agoniques et cadavériques

e La lyse cellulaire : la lyse cellulaire est un phénomene complexe. L'hypoxie
contemporaine des phénoménes agoniques entraine un épuisement de la
production d’ATP, & l'origine d'une cascade d'évenements qui vont conduire a la
lyse de la cellule et a la libération dans le milieu extra-cellulaire des xénobiotiques
contenus dans la cellule [2]. Les molécules basiques et lipophiles, fortement
concentrées a Fintérieur des cellules, sont donc plus affectées par ce phénomene

que des motécules plus acides.

o La putréfaction : les bactéries normalement présentes dans le tube digestif au
moment du décés envahissent les lymphatiques intestinaux et le systeme veineux
portal. Ce phénoméne débute précocement, d’autant plus rapidement d'ailleurs que
le cadavre est placé dans une atmosphére dont la température est élevée [1]. La
prolifération microbienne associée & la rupture des membranes anatomigues
généralise ce processus qui gagne les différents organes et tissus. Ces bactéries
(Escherichia coli, Pseudomonas spp., eic...) peuvent, en présence de substrats
glucidiques ou protidiques, dégrader et/ou synthétiser certaines molécules. Ce
phénoméne a été largement décrit pour 'éthanol [17] et les nitrobenzodiazépines
[23].

« Les phénomeénes de coagulation et d’hypostase sanguine, trés variables d'un
site anatomique & lautre en fonction notamment de la position du cadavre, sont
susceptibles d'affecter les concentrations des molécules présentant une fixation
érythrocytaire importante [20]. Ces phénoménes sont cependant mineurs par
rapport a ceux précédemment décrits. Enfin, 'hypothése de mouvements entre les
différents compartiments sanguins, susceptibles d'entrainer des variations de
concentration entre ces compartiments, a été évoquée dans un article trés ancien

[7], mais jamais confirmée depuis.
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1.2.3. Propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques des xénobiotiques

parallélement aux phénomeénes précédemment cités, les caracteristiques physico-
chimiques et pharmacocinétiques des xénobiotiques interviennent également. Ces
mécanismes sont moins bien connus.

Les principaux travaux publiés a ce jour tendent a démontrer que les molécules a
large volume de distribution (Vd) sont celles qui subissent les phénoménes de
redistribution les plus intenses du fait de leur stockage tissulaire [11].

I s’agit généralement de bases faibles lipophiles pour lesquelles intervient un
phénoméne de piégeage d’ions [4]. Ceci a été trés largement démontré pour des
molécules fréquemment rencontrées en toxicologie médico-légale, telles que les
amphétamines [13] ou les antidépresseurs tricycliques [9]. Néanmoins, il existe des
exceptions a la régle. Ainsi, le paracétamol, a faible Vd, présente un phénoméne de
redistribution important, alors que la mirtazapine, a large Vd, semble moins

concernée par ce phénoméne {26].

La poursuite du métabolisme de certaines molécules en période post-mortem a
également été envisagée. Il semblerait en effet que lactivité de certains enzymes
puisse persister quelques heures apres le déces.

Cette hypothése a été émise pour expliquer la diminution des concentrations de
cocaine en période post-mortem [18], et Yamazaki et al. [25] ont démontré la
persistance de l'activité de certains enzymes en période post-mortem immediate
chez le rat, laissant subsister des possibilités métaboliques durant cette periode.
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II. HYPOTHESE DE TRAVAIL ET TRAVAUX ANTERIEURS

Dans la mesure ol tout médicament ou toxique peut étre impliqué dans le processus
létal, il parait essentiel de connaitre I'existence d’'un tel phénomene de redistribution
et, si possible, d’évaluer son importance pour pouvoir interpréter les concentrations
mesurées (thérapeutiques, toxiques ou létales).

Dans ce but, deux approches sont possibles et complémentaires :

e La constitution de banques de données a laide d’analyses répétées
dans le temps, & partir de cas réels d’analyses toxicologiques post-
mortem chez 'homme ou sur des modeles animaux,

ela recherche de lois générales gouvernant ces phénomenes de

redistribution post-mortem.

Ce sujet se situe dans cette seconde optique et s'integre dans I'étude de linfluence
des caractéristiques physico-chimiques des molecules sur leur éventuelle
redistribution post-mortem.

Ce travail s'est appuyé sur les acquis méthodologiques et les résultats obtenus au
cours du DEA de Mademoiselle Carine DUPUIS (2001-2002). Cette premiére étude
a permis d'évaluer l'influence du coefficient de partage Kp sur la redistribution post-
mortem des molécules, en utilisant 3 bétabloguants de pKa similaires et de Kp

croissants. .

Ce travail a donné lieu a deux publications [6, 19]. Le modéle animal a été mis au
point dans le Service de Médecine Légale de la Faculté de Médecine de Marseille,
avec la coliaboration du Centre d’Etudes et de Recherches Expérimentales de cette
méme Faculté.

Le modéle animal choisi est le lapin car cet animal posséde une vésicule biliaire, et
que la bile présente un intérét certain en toxicologie médico-légale, en particulier
pour les molécules présentant un cycle entéro-hépatique. LLa seconde raison est que
'humeur vitrée du lapin présente des caractéristiques chimiques comparables &

celles de 'homme [5].
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Les résultats des dosages réalisés dans le Service de Pharmacologie et Toxicologie
du CHU de Limoges, indiquent un role probable du Kp [19]. Ce paramétre n'est
toutefois pas en mesure d'expliquer, a lui seul, I'ensemble des variations de
concentration observé. De fait, il s'agit dorénavant d’explorer influence des autres
paramétres physico-chimiques et notamment du pKa. Aprés constitution d'une base
de données comprenant 107 molécules avec des Kp et pKa identifiés et pouvant étre
dosées dans des prélevements post-mortem, il ressort que seule la classe des
antiépileptiqgues permet de regrouper 3 substances de Kp proches et de pKa
variables (acide, neutre et basique) [Tableau 1}.
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lll. ANTIEPILEPTIQUES

L’épilepsie correspond & un ensemble de pathologies qui résultent d'un déséquilibre
entre des neuromédiateurs excitateurs et inhibiteurs. Les antiépileptiques agissent
selon 3 mécanismes distincts

« En modulant certains canaux ioniques potentiels-dépendants : Na~, Ca?t, K*;

« En augmentant Finhibition de la neurotransmission médiée par l'acide gamma-
aminobutyrique (GABA) ;

« En inhibant les effets excitateurs de la neurotransmission glutamatergique.

On distingue les antiépileptiques conventionnels ou de « premiére géneration »
regroupant, entre autres, le phénobarbital et la phénytoine ; et les nouveaux
antiépileptiques dits de « deuxiéme génération » comprenant, entre autres, la
famotrigine.

Ces 3 molécules, phénobarbital (Gardénal®), éthotoine (Péganone®, commercialisée
exclusivement aux Etats-Unis et de structure trés proche de celle de la phénytcine)
et lamotrigine (Lamictal®), ont été choisies du fait de leurs pKa différents (acide,
neutre et basique) et de leurs Kp similaires. Les caractéristiques pharmacocinétiques
de ces trois molécuies sont présentées dans le tableau 2.

HBC“" O Ci

m’\” e
/L oo Qj s

N
La. HoN NH,

Ethotoine (Péganone?) Phénobarbital (Gardénal®) Lamotrigine ;Lamictatﬂ
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IV. QUELQUES DONNEES SUR LE TYPE DE SPECTRO-
METRE DE MASSE UTILISE

Pour réaliser nos analyses, nous avons choisi la chromatographie liquide haute
performance couplée & un spectrometre de masse API 100 équipé d’'une source de
type electrospray (Applied-Biosystems/Sciex, Canada) dont nous allons détailler le
fonctionnement et les différentes parties [27].

La nébulisation et lionisation de la phase mobile sont effectuées simultanément, par
application d’'un champ électrique intense entre I'aiguille de nébulisation et le corps
de la source [12].

Les ions sont produits dans la source d'ionisation en induisant la perte ou le gain
d'une charge (par exemple éjection d'électron, protonation ou déprotonation).

sample source analyzer detector
inlet : _—
s F T = o - /::}—
L -l
e.g., quadrupoles e.g., electron
Bibo E?lMEAll’_gri or time-of-flight multiplier
# vacuum vacuum ¢
pumps pumps

Figure 1 : Différents composés d'un spectrométre de masse

L'ionisation electrospray (ESI) est une technique qui a été développée dans le milieu
des années 80.

La désolvatation des ions dans la source est assistée par un courant de gaz (air ou
azote). Les gouttelettes de phase mobile ionisée s'évaporent progressivement
pendant le trajet dans la source, conduisant 4 une augmentation de la densité des

charges a leur surface.

Les forces électrostatiques de surface finissent par les faire exploser. La répulsion
mutuelle entre ces gouttelettes chargées est si grande qu'elle excede les forces de
tension superficielle et les ions commencent a se décrocher des gouttelettes. Cela a

pour conséquence la production d'ions positifs, négatifs ou polyatomiques.

RULIERE Vanessa - REDISTRIBUTION POST-MORTEM DES ANTIEPILEPTIQUES CHEZ LE LAPIN — 2005 22



Les ions d'une seule polarité sont extraits du spray et électrostatiquement dirigés
dans l'analyseur de masse. Le nombre de charges retenu par un analyte peut
dépendre de facteurs tels que la composition et le pH du solvant aussi bien que la
nature chimique de I'échantillon. Pour de petites molécules (<2000 Daltons), ESI
produit typiquement de simples ions ou des ions doublement chargés alors que pour
de grosses molécules (>2000 Daltons), cette technique ESI provoque typiquement
une série d'espéces a charges multiples.

Puisque les spectrométres de masse mesurent le rapport masse/charge (m/z), le
spectre de masse résultant contient des pics multiples correspondant aux différents
états de charge.

L’ESI couplée a la spectrométrie de masse génére des ions directement a partir
d’'une solution (habituellement un solvant aqueux ou aqueux/organique). Par
conséquent, ce dispositif peut &tre utilisé comme détecteur pour la chromatographie
liquide haute performance (CLHP).

HPLC

[pump |

eleclrospray mass analyvzer

| column ]

L 4
| UV detector

Muhi fm ‘ 1 COF _mhm e

e
[IPLC chromalogram [SI mass speclrum

Figure 2 : Chromatographie liquide haute performance couplée & un spectrométre de masse
équipé d’une source de type electrospray

Juste aprés linterface d'ionisation, les ions de la phase gazeuse pénetrent dans
Panalyseur de masse composé d’un quadripdle. Ce systtme permet la séparation
des ions en fonction du rapport masse/charge (m/z).
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Le quadripdle repose sur 'assemblage de quatre barreaux paraliéles traversés par
un courant continu et un potentiel de radiofréquences superposés. A laide d'un
champ de radiofréquences pré-sélectionnées I'appareil balaie toute une gamme de
masses [24, 3, 16, 12].

Au total, les analyseurs de masse quadripolaires sont les spectrometres de masse
les plus communs aujourd'hui. lls présentent trois avantages par rapport aux anciens
systémes de spectrométrie de masse de type magnétique :

- ils tolérent des vides relativement faibles (~5 X 107 torr), qui les rendent bien
adaptés a lionisation electrospray puisque les ions sont produits dans des
conditions de pression atmosphérique.

-les quadripbles sont maintenant capables d'analyser des rapports m/z de
l'ordre de 3000:; lionisation electrospray des protéines et dautres
biomolécules produit généralement une distribution de charge avec un rapport
m/z au-dessous de 3000.

- le prix modéré des spectrométres de masse quadripolaires les rend attrayants
en tant qu'analyseurs pour l'ionisation electrospray.
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B. MATERIELS ET METHODES

. PROTOCOLE D’EXPERIMENTATION ANIMALE

I.1. Modéle animal et conditions expérimentales

18 lapins méales (Elevage IVALDI, SAINT-MAXIMIN, France), ages de douze
semaines et d’un poids moyen de 2 kg ont été utilisés lors de 'expérimentation. Des
leur arrivée au Centre de Formation et de Recherches Expérimentales Médico-
Chirurgicales de la Faculté de Médecine de Marseille, ils ont été répartis de maniere
aléatoire dans des cages individuelles en inox, dans des conditions de stabulation
strictement contrélées (température de 22 +/- 2°C, hygrométrie de 55 +/- 5%, eau et
nourriture ad fibitum). Ces expérimentations ont été approuvées par la Commission
d'Ethique Animale de la Faculté de Médecine de Marseille (n°28/02).

1.2. Conditions d’administration des antiépileptiques
1.2.1. Préparation de la solution de lamotrigine

1.2.1.1 Problémes renconirés

- Le coiit de la substance pure (poudre) de lamotrigine est élevé.
- L.a lamotrigine est peu ou pas soluble dans l'eau.

- Nous avons été également confrontés a”un probléme de re-précipitation de la
substance au bout de quelgues heures aprés sa mise en solution.

1.2.1.2. Résolution des probléemes

-Nous avons choisi d'utiliser des comprimés de LAMICTAL® dosés a 100mg
(spécialité pharmaceutique de lamotrigine commercialisée en France).

- L’acidification de la solution a pH4 avec de l'acide citrique 1M permet une

solubilisation plus importante de la lamotrigine.
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- Une fois la solution préte, la laisser reposer pendant 24h (afin que ies excipients re-

précipitent) puis récupérer le surnageant.

1.2.2. Préparation de la solution d’éthotoine

1.2.2.1 Problémes renconirés

- ’éthotoine est une molécule non commercialisée en France, mais qui existe sous
le nom de spécialité de PEGANONE® aux Etats Unis.

- L’éthotoine est peu ou pas soluble dans 'eau.
1.2.2.2. Résolution des problemes

- Aprés plusieurs échanges de courriers avec le laboratoire « Qvation Pharmaceu-
ticals » aux Etats Unis nous avons réussi a nous procurer 80 g de substance pure
d'éthotoine.

- |’acidification de la solution a pH4 avec de Facide citrique 1M permet une

solubilisation plus importante de I'éthotoine.
1.2.3. Préparation de la solution de phénobarbital

Le phénobarbital est déja commercialisé en France sous forme injectable sous le
nom de spécialité : GARDENAL® dosée a 20 mg/mL.

&

1.2.4. Préparation des solutions injectables finales

Aprés avoir rencontré divers problemes tels que la difficulté de solubiliser la
lamotrigine et I'éthotoine en milieu agueux ou lincompatibilité physico-chimique de
mise en solution conjointe de la solution injectable de phénobarbital et des deux

autres substances, nous avons décidé de faire 2 injections différentes.

Aprés toute une série d’essais, la solution contenant la lamotrigine et I'éthotoine a

été préparée de la maniere suivante :
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Solution de lamotrigine

- 40 cp de LAMICTAL® (lamotrigine) dosés & 100 mg dans 200 mL de sérum
physiologique =» concentration théorique : 20 g/L.

- acidification du milieu <& pH4 avec de FPacide citrigue pour solubiliser la
lamotrigine

- agitation, filtration sur papier et repos pendant 24 h

- centrifugation, récupération du surnageant limpide =» obtention de la solution A

Solution d’éthotoine

- 2 g de poudre dans 200 mL de sérum physiologique
- filtration sur pores 1 um =» obtention de la solution B

Aprés mélange des solutions A et B et apreés filtration stérilisante (sur pores 0,22 pm
sous hotte a flux laminaire), nous avons obtenu une préparation injectable titrant
2,2 mg/l. de lamotrigine et 1,9 mg/l. d'éthotoine. Toutes ces solutions ont été
préparées dans du sérum physiologique, conformément aux Bonnes Pratiques de
Fabrication (BPF).

Les concentrations ont été déterminées par Chromatographie Liquide Haute
Performance couplée a un détecteur UV a barrettes de diode (CLHP/UV-BD) et la
stabilité de cette solution finale a été vérifiée sur une période de 30 jours a
température ambiante par la méme méthode analytigue.

1.2.5. Administration des solutions
Les doses administrées ont été déterminées en fonction des critéres suivants .
s nécessité dutiliser des doses non_létales afin de pouvoir faire plusieurs
injections pour permettre la distribution des antiépileptiques vers les différents

tissus et les organes ;

e nécessité d'obtenir des concentrations mesurables dans les différents

milieux biologiques.
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En l'absence de données dans la liitérature concernant [administration
d’antiépileptiques chez le lapin, les doses ont été déterminees a partir
d’administrations successives de doses-tests chez un lapin, suivies de dosages. Les

doses retenues sont les suivantes :

- Phénobarbital : 0,5 mi/kg (soit une concentration de 5 mg/kg) aprés
dissolution dans du sérum physiologique ;

- Solution lamotrigine/éthotoine : 2 ml/kg (soit des concentrations respectives
de 4,4 mg/kg et 3,8 mg/kg).

Ces solutions sont administrées par voie intraveineuse lente (IVL) dans la veine de
l'oreille. Pour chaque animal, trois injections sont effectuées pour permetire une
distribution compléte.

.2.6. Euthanasie

Les animaux sont euthanasiés 1 heure aprés la derniére injection par une solution de
kétamine et de chlorpromazine aux posologies respectives de 200 et 4 mg/kg en VL
dans la veine de l'oreille controlatérale. Ce mode d'euthanasie entraine le decés par
arrét respiratoire. Ces deux substances ne présentent pas dinteractions

pharmacocinétiques avec les antiépileptiques utilisés.
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1.3. Protocole expérimental :

Le protocole, défini au préalable, prévoyait 3 séries de 6 lapins chacune a raison de
4 jours d’expérimentation par série (JO a J3). Chaque série a éte organisée selon la

séquence présentée dans le tableau 3 ci-aprés :

Tableau 3 : Plan des expérimentations réalisées chez les lapins

Injections Euthanasie | Dissections
J0Oi8h00et15nh00
TO:9h00
J1 8 h 00 9h00 T2:11h00
T6:15h 00
T12:21h 00
J2 T24:9h 00
J3 T48:9h 00

Pour chaque temps post-mortem (0, 2, 6, 12, 24, 48 heures), 3 lapins sont disséqués
(un lors de chaque série). Le tableau 4 présente les différents prélevements ainsi

que leur contenant. Tous ces prélévements sont immédiatement congelés a -20°C

jusqu’a réalisation des analyses.
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Tableau 4 : Différents prélévements effectués sur les lapins ainsi que leur contenant et leur

identification

Milieu Code Contenant
1 | Sang cardiaque droit SCD | 1tube hépariné
2 | Sang cardiague gauche SCG | 1 tube hépariné
3 | Sang periphérigque SP 1 tube hépariné
4 | Contenu gastrique CG 1 tube sec
5 | Bile BL 1 tube sec
6 | Urines UR 1 tube sec
7 | Humeur vitrée HV 2 tubes secs
8 | Myocarde droit MYD 1 tube sec
9 | Myocarde gauche MYG 1 tube sec
10 | Apex pulmonaire droi APD 1 tube sec
11 | Base pulmonaire droite BPD 1 tube sec
12 | Apex pulmonaire gauche APG 1 fube sec
13 | Base pulmonaire gauche BPG 1 tube sec
14 | Lobe hépatique droit LHD 1 tube sec
15 | Lobe hépatigue gauche LHG 1 tube sec
18 | Cerveau CE 1 tube sec
17 | Rein droit RD 1 tube sec
18 | Rein gauche RG 1 tube sec
19 | Diaphragme DA 1 tube sec
o0 | lliopsoas IPL 1 tube sec

*Les 2 prélevements droit et gauche sont effectués séparément pour éviter toute contamination éventuelle en cas

d'effraction vasculaire.
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|.4. Dissections

Immédiatement aprés Peuthanasie, la paroi thoraco-abdominale et la nuque de
I'animal sont rasées afin d’'éviter toute contamination des différents prélévements par
des poils. Le meéat urétral est clampé afin d’éviter toute fuite d'urine lors du
relachement post-mortem du sphincter urétral.

Les animaux sont ensuite placés en deécubitus dorsal dans une boite en carton et
maintenus dans un local dont la température est contrélée a 20 °C.

Les dissections sont effectuées dans le Service de Médecine Légale de Marseille
aux horaires indiqués sur le protocole expérimental [Tableau 3].

Le mode de dissection a été défini de fagon a effectuer des prélédvements a visée
toxicologique selon des procédures similaires & celles utilisées lors des autopsies

médico-légales.

Aprés avoir incisé la paroi abdominale et récliné les visceres abdominaux, I'urine est
prélevée a partir d’'une seringue, puis le sang périphérique au niveau de la veine
cave inférieure préalablement clampée.

Ensuite, sont prélevés dans lordre : les reins, le contenu gastrique, la bile et la
vésicule biliaire, le foie (lobes droit et gauche), les poumons (apex et bases droits et
gauches), le diaphragme, le sang cardiague gauche et droit, le myocarde droit et
gauche, le muscle de la cuisse droite et gauche (iliopsoas), I'humeur vitrée droite et
gauche, puis le cerveau.

Les prélévements sanguins sont conservés dans des tubes héparinés afin d’éviter
tout phénoméne de coagulation in vitro. A Fissue de Fexpérimentation, les carcasses
des animaux sont éliminées par incinération.
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Il. METHODES ANALYTIQUES

Tous les dosages ont été effectués dans le Service de Pharmacologie-Toxicologie du
CHU de Limoges.

1. Essais et controles des solutions pures (éthotoine et
lamotrigine) : appareillage de CLHP/UV-BD et conditions
expérimentales

Photo 1 : Appareillage de CLHP/UV-BD

Le systéme est constitué de deux pompes chromatographiques LC-10ADVP, d'un
paéseur d’échantillon SIL-10AXL, et d'un détectedr a barrette de diodes SPD-
M10AVP (Shimadzu, Touzart et Matignon, France). Le systéme d’acquisition et de
traitement des données est constitué d'un ordinateur Optiplex GS (DELL, France) et
d’un logiciel Shimadzu CLASS [Photo 1].

Les phases mobiles, constituées d'un mélange de dihydrogénophosphate de
potassium 0,025 M a pH 4,6 (phase A) et d’acétonitrile/eau (90/10 ; v/v) (phase B),
dégazées a I'hélium, sont délivrées a un débit de 1,3 ml/min, selon le gradient
suivant en phase B : 10 % pendant 2 min, de 10 & 45 % en 18 min, de 45 a 60 % en

5 min, 60 % pendant 7 min.
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Aprés ajout d'une quantité connue d’étalon interne (méphénytoine}, un volume de
40 yL de solution & tester est injecté dans le chromatographe.

La séparation chromatographique est réalisée a température ambiante a Faide d'une
colonne Spherisorb® C18, 5 pm, 250 x 4,6 mm (Interchrom, France). Le spectre UV
est enregistré de 200 & 400 nm en continu et la longueur d’onde de quantification est
de 320 nm. Les quantifications sont réalisées a Faide de gamme de calibrage pour
chacun des 2 antiépileptiques.

I1.2. Dosages dans les prélévements biologiques
i.2.1. Extraction

Aprés avoir testé 3 méthodes d'extraction (2 liquide/liquide et une solide/liquide)
notre choix s'est orienté vers une extraction solide/liquide, technigue permettant
d’obtenir les meilleurs rendements d’extraction.

Des solutions méres de chaque antiépileptique et de chaque étalon interne (El) ont
été préparées dans du méthanol a une concentration de 1 g/l..

Les dilutions au 1/10 et au 1/100 des solutions méres dans la phase mobile (formiate
d’ammonium 0,002 M ajusté a pH 3 + acétonitrile 85/15 v/v} permettent 'obtention de
2 solutions filles aux concentrations de 100 mg/L et 10 mg/L. comprenant les 3
antiépileptiques.

Enfin, une_dilution au 1/100 des solutions méres d'étalons internes permet d'obtenir
un mélange a la concentration de 10 mg/L de méphénytoine et de phénobarbital D5.

Les antiépileptiques (prise d’'essai de 1 mL) sont extraits en milieu acide (HC! 0,1 N)
sur des Cartouches SPE (Solid Phase Extraction) OASIS® MCX 3mL (Waters)

préalablement conditionnées avec 1 mL de méthanol puis 1 mL d’eau désionisée.

Par la suite, le protocole d'extraction est le suivant [Tableau 5] :
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Tableau 5 : Protocole d'extraction solide/liquide des antiepileptiques en milieu acide

Dosage
Gamme d'étalonnage (mg/L) X

0 0,1 0,5 1 5 10 20 50
Solution fille d'antiépileptiques &
100 mg/L (uL) 50 100 | 200 | 500
Solution fille d'antiépileptigues &
10 mg/L (uL) 10 50 100
Matrice vierge (LL) 1000 | 990 950 900 950 900 800 500
Solution fille dEl 210 mg/L. (L) | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100
Matrice & tester (mL) 1
Eau purifiée {mL) 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Les tubes sont bouchés, vortexés puis centrifugés 10 min a 3000 t/min.

lLes surnageants sont ensuite déposés sur les Cartouches OASIS® MCX
(préalablement conditionnées), rincés par 1 mL d'acide chlorhydrique (HCI) 0,01 N
puis séchés sous vide pendant 15 min.

Les molécules retenues sur les cartouches sont éluées a laide d'un mélange
Méthanol/Ammoniaque 28 % (98/2, v/v). Ces extraits sont ensuite évaporés a sec
sur thermostat a bloc métallique avec rampe d'évaporation (Toulemonde).

Enfin, les résidus secs sont repris par 100 pl de phase de reprise (Formiate
d’ammonium 0,002 M ajusté a pH 3 + acétonitrile 85/15 v/v).

Aprés agitation et centrifugation, les extraits sont prélevés et analysés par une
technique de chromatographie liquide couplée a un spectroméire de masse API 100
équipé d'une source de type electrospray (LC-ES-MS).
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11.2.2. Appareillage de CL-ES-SM et conditions expérimentales

Photo 2 : Appareillage de CL-ES-SM

Nous avons choisi la CL-SM pour des raisons de sensibilité et de spécificité. Cette
technique permet d’aborder I'analyse dans des matrices dites « difficiles » telles que
le sang total et les organes.

Afin de déterminer pour chaque molécule les différents ions de quantification et de
confirmation sur lesquels la méthode chromatographique repose, nous avons infusé
chaque solution séparément (a la concentration de 10 mg/L) en les injectant
directement dans le spectrométre APl 100 équipé d’'une source de type electrospray
(Applied-Biosystems/Sciex, Canada). Chaque solution a été infusée en modes
fragmentométriques positif et négatif aprés dissociation induite dans la source afin de
définir celui qui correspond le mieux aux différentes substances.

En finalité, nous avons choisi le mode fragmentométrique positif pour la lamotrigine,
Iéthotoine et leur étalon interne, la méphénytoine [Figures 3 et 4], et le mode négatif
pour le phénobarbital [Figure 5] et son étalon interne, le phénobarbital D5. Pour
chaque molécule, un ion de quantification et deux ions de confirmation ont donc été
sélectionnés [Tableau 6].
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Tableau 6 : lons de quantification et ions de confirmation sélectionnés pour chacune des
molécules, a laide d’un spectrométre APl 100 équipé d'une source de type

electrospray
Produits lon de guantification (m/z) | lon de confirmation (m/z)
- Bl : Phénobarbital D5* 236
- El : Méphénytoine 219
- Phéncbarbital 232 188/463
- Lamotrigine 256 166/211
- Ethotoine 204 222/426

* phénobarbital dont 5 atomes d’hydrogéne ont été remplacés par des atomes de Deutérium.

Ensuite, nous avons optimisé la méthode chromatographique de fagon a obtenir une
séparation convenable de chague substance tout en respectant une durée d’analyse
acceptabile.
Nous avons tout d’abord cherché les meilleures phases mobiles que nous pouvions
utiliser pour séparer les substances dans la colonne. Deux types de phases ont été
testés :

- méthanol/formiate d’ammonium 2 mM, pH 3 (90/10 ; v/v} [Figure 6]

- acétonitrile/formiate dammonium 2 mM, pH 3 (80/10 ; v/v) [Figure 7]

En paralléle, nous avons également essayé de déterminer le gradient permettant la
séparation de tous les composés en un temps minimal d’analyse. Ainsi, apres avoir
testé 48 gradients différents nous avons pu obtenir une méthode chromatographique
convenable nous permettant de séparer tous nos composeés. |
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Finalement, la méthode chromatographique définitive [Figure 8] est la suivante :
aprés injection de 2 pbL d'extrait biologique par un auto-injecteur 200 LC (Perkin-
Elmer), la séparation chromatographique est réalisée a température ambiante a
laide d’'une colonne X terra® MS C18; 3,5 um, 10x100 mm (Waters) et de phases
mobiles composées d'un tampon formiate dammonium 2 mM, pH 3 (phase A) et
d’acétonitrile/formiate d’ammonium 2 mM, pH 3 (90/10 ; v/v) (phase B) délivrées a un
debit de 50 ul./min, a I'aide de pompes Micro 200 LC (Perkin-Elmer, France) selon le
gradient en phase B présenié dans le tableau 7 ci-dessous

Tableau 7 : Gradient des phases liquides permettant la séparation chromatographique des 3

antiépileptiques
Start time Duration time Flow rate Gradient | Solvant A | Solvant B

(min) (min) (uL/min) profile (%) (%0}

-1,00 1,00 50,00 0,00 85,00 15,00
0,00 2,00 50,00 1,00 85,00 15,00
2,00 1,00 50,00 1,00 60,00 40,00
3,00 5,00 50,00 1,00 55,00 45,00
8,00 1,00 50,00 1,00 10,00 90,00
9,00 1,00 50,00 1,00 85,00 15,00
10,00 4,00 50,00 1,00 85,00 15,00

L'acquisition et le traitement des données sont réalisés par un micro-ordinateur
Macintosh Power PC 8100 équipé d’un logiciel de traitement SCIEX-Masschrom®
1.1.0.

La quantification a été réalisée apres traitement des points de gamme de calibrage
par régression quadratique.

RULIERE Vanessa - REDISTRIBUTION POST-MORTEM DES ANTIEPILEPTIQUES CHEZ LE LAPIN - 2005 42



wnjuowwe,p a8jeIuIol/8|LIuoIeIE,p 88s0dwod sliqow aseyd aun ssAe usipeib np uonesiwndo saide nusjqo swweibojewolys : 8 ainbi4

(wAloL/o6) & HAd ‘Ww g

Ul ‘s

sdo g9a0/¥

(13) aulojAuaydapy

6S°L

S8

(13) sa 1enqJeqousyd
+

[ellqieqousyd

aujoloyg.

84°S

ooe - vae . L.

-G90°g

-980°L

-99G"|

-990°¢

-98G'¢

-990°¢

-98G°'¢E

-920'%

auibujowe

-99G' Y

€0'6¥'¥1°50/20/22 wolj

sdo ‘'Alsusju|

Ol

43

RULIERE Vanessa - REDISTRIBUTION POST-MORTEM DES ANTIEPILEPTIQUES CHEZ LE LAPIN - 2005



11.3. Validation analytique

LLa méthode de dosage a été validée dans chaque type de matrice [Tableau 8].

Le domaine de linéarité a éié évalué a I'aide de 5 gammes d’étalonnage préparées
par charge de matrices vierges a différents niveaux de concentration, qui ont été
extraites et analysées guotidiennement pendant 5 jours. L'équation de regression
ainsi que les coefficients de corrélation () ont été déterminés pour chaque droite
d’étalonnage.

En dehors d’un blanc, les gammes comprenaient des niveaux de concentration
différents en fonction du milieu étudie.

La linéarité a été jugée acceptable pour un coefficient de corrélation supérieur a
0,998.

La limite de quantification (LDQ) : c’est la plus petite quantité pouvant étre
mesurée dans les conditions expérimentales décrites avec une fidélité et une
exactitude définies. lci, imprécision et inexactitude sont inférieures a 20 %.

La limite de détection (LDD) : c'est la plus petite quantité pouvant étre détectée
dans les conditions expérimentales decrites.

La répétabilité permet 'expression quantitative de la précision lorsque I'opérateur
applique la technique sur le méme spécimen, dans le méme laboratoire, avec les
mémes appareils et les mémes réactifs au cours de la méme série d'analyses. Elle a
été étudiee a 4 niveaux de concentrations par 4 extractions et analyses exécutées
dans les mémes conditions et le méme jour.

La reproductibilité mesure la variabilité maximale des resultats et permet donc
'expression quantitative de la précision lorsque I'opérateur applique la technique sur
le méme spécimen, dans le méme laboratoire, avec les mémes appareils et les
mémes réactifs au cours d’analyses différentes. Elle a été realisée a 4 niveaux de
concentrations différents par 4 extractions et analyses exécutées dans les mémes

conditions a 4 jours différents.
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l.a répétabilité et la reproductibilité ont été considérées comme acceptables pour un
coefficient de variation (CV) inférieur a 20 %. Le CV est I'écari-type exprimé en
pourcentage de ia moyenne.

I’exactitude exprime [Iétroitesse entre la valeur théorique et la valeur de
concentration mesurée. Elle a été considérée comme acceptable pour un biais
B <15 %.

B = [(concentration mesurée/concentration théorique)-1]*100

Les rendements d’extraction correspondent au rapport des signaux mesurés d'une
part, a partir d’'un échantillon chargé avec une gquantité connue de la substance
concernée, puis extrait et, d’'auire part, a partir d'un échantillon vierge dont I'extrait
est chargé avec une quantité connue et identique. Ces rendements ont été évalués
pour 3 niveaux de concentration.
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C. RESULTATS ET DISCUSSION

. LAMOTRIGINE

Le test de Kruskal-Wallis réalisé pour chaque milieu biologiqgue ne met pas en
évidence de variation significative des concentrations de lamotrigine dans le sang
cardiaque droit (p < 0,24), gauche (p < 0,86), le sang périphérique (p < 0,86), la bile
(p < 0,11), le liquide gastrique (p<0,30), les urines {p<0,08), 'humeur vitrée (p<0,23).
L’analyse de variance a deux facteurs réalisée dans tous les milieux est en faveur
d’une redistribution qui différe selon la localisation (effet temps p <0,96; effet
jocalisation p < 0,0001 ; interaction milieu*temps p < 0,12). L'effet milieu est confirmé
par le test de Friedman (p < 0,0001), au contraire de Peffet temps.

A TO, les concentrations de lamotrigine les plus fortes sont relevées dans la bile, le
liquide gastrique et les urines, et les plus faibles dans le sang et 'humeur vitrée
[Figure 9].

Bien que non significative, la lamotrigine présente une augmentation dans le sang
cardiague droit entre la 24°™ et la 48°™ heure. L’hypothése la plus probable est la
redistribution depuis le parenchyme pulmonaire. Toutefois, I'étude de Févolution des
concentrations dans les poumons est nécessaire pour confirmer cette hypothese.
Une redistribution depuis le parenchyme hépatique vers le sang cardiaque droit est
également envisageable. Par ailleurs, la diminution des concentrations en
lamotrigine dans la bile entre la 24°™ et la 48°™ heure évoque une redistribution
vers les structures anatomiques de voisinage, foie et veine cave inférieure en
particulier. Cependant, ces valeurs de concentrations doivent étre interprétées avec
prudence, ces résultats n'ayant pas pu étre vérifiés compte tenu des faibles volumes
recueillis & ces temps tardifs.

Le sang cardiaque droit et la bile constituent les milieux ol les concentrations de
lamotrigine présentent les variations les plus importantes au cours du temps.
L'interprétation des concentrations de lamotrigine dans le sang cardiaque droit est
donc & éviter dans les expertises médico-légales quand une intoxication par les
antiépileptiques est suspectée.
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Ill. METHODOLOGIE STATISTIQUE

L’évolution des concentrations des antiépileptiques au cours du temps a été
analysée, dans un premier temps, séparément, dans chaque milieu biologique et

pour chaque molécule, par un test non paramétrique de Kruskal-Wallis.

Dans un second temps, afin d'étudier l'effet du temps simultanément dans les
différents milieux biologiques, il a été appliqué des analyses de variance a deux
facteurs, paramétrique et non paramétrique (fest de Friedman), prenant en compte le

facteur temps et le facteur milieu. Le test de Friedman étant a priori peu puissant
compte tenu de la distribution des données (3 lapins par temps et 7 milieux
biologiques), l'analyse de variance classique a, en effet, été réalisée de fagon
complémentaire. En paralléle, linteraction milieu*temps a été étudiée par une
analyse de variance paramétrique a deux facteurs : un facteur milieu et un facteur

temps, afin de voir si l'effet du temps differe selon les milieux. L'interaction

molécule*temps a également été étudiée par une analyse de variance paramétrigue

a deux facteurs : un facteur molécule et un facteur temps pour déterminer si I'effet du

temps différe selon les molécules. Pour chacun des tests, le seuil de significativité
adopté est : p < 0,05.

Ces tests statistiques ont été realisés a Faide du logicie! Statview (Abacus concept,
Berkeley, USA).
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. ETHOTOINE

Le test de Kruskal-Wallis réalisé pour chague milieu biologique ne met pas en
évidence de variation significative des concentrations dans le sang cardiaque droit
(p < 0,20), gauche (p < 0,90), le sang périphérique (p < 0,21), la bile (p <0,37), le
liquide gastrique (p < 0,34), les urines (p < 0,41), 'humeur vitrée (p < 0,13). L’analyse
de variance a deux facteurs (temps et milieu) conclue a un effet milieu (p < 0,0001)
significatif alors gu'une interaction milieu™temps (p <0,48) et un effet temps
(p < 0,88) ne sont, quant & eux, pas significatifs. Le test de Friedman confirme I'effet
milieu (p < 0,0001).

A TO, les concentrations d’éthotoine les plus fories ont été relevées dans la bile et le
sang et les plus faibles dans le liquide gastrique, les urines et 'humeur vitrée
[Figure 10].

On observe, comme pour la lamotrigine, une augmentation non significative de la
concentration en éthotoine dans le sang cardiague droit entre la 24°™ et la
48°™® heure, ainsi qu’une diminution non significative des concentrations dans la bile
entre la 24°™ et la 48°™ heure. Cette augmentation des concentrations dans le sang
cardiaque droit correspond trés vraisemblablement au classique phénoméne de
redistribution des molécules basiques depuis le myocarde et/ou le parenchyme
pulmonaire et/ou le contenu gastrique vers le sang cardiaque droit [14].

Mais, il se peut qu'il y ait une diffusion anatomique du foie vers le sang cardiaque

droit via la veine cave inférieure.

En ce qui concerne la diminution des concentrations biliaires, cela peut s'expliquer
de la méme maniére gue pour la lamotrigine, a savoir une redistribution vers les
structures anatomiques de voisinage, foie et veine cave inférieure.

Bien que non significative (p < 0,41), une tendance a l'augmentation de 'éthotoine
est observée dans les urines entre TO et T12. En raison de l'acidification des urines
au cours de la période post-mortem, cette observation pourrait étre en partie liée a

un phénoméne de piégeage d'ions de cette molécule basique [4].
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Ill. PHENOBARBITAL

|_e test de Kruskal-Wallis réalisé pour chaque milieu est en faveur d'une redistribution
dans les urines (p <0,04) et la bile (p <0,02). En revanche, les variations de
concentration dans le sang cardiague droit {p < 0,64), gauche (p < 0,69), le sang
périphérique (p < 0,84), le liquide gastrique (p < 0,41) et Fhumeur vitrée (p < 0,08) ne
sont pas significatives.

L'analyse de variance & deux facteurs réalisée dans tous les milieux est en faveur
d'une redistribution qui différe selon la localisation (effet temps p = 0,007 ; effet
localisation p < 0,0001 ; interaction localisation*temps p < 0,0001). Bien que le test
de Friedman ne soit pas significatif pour Feffet temps (NS) il existe une tendance
nette.

Les plus fortes concentrations en phénobarbital a TO ont été retrouvées au niveau
des urines, de la bile et du sang droit, gauche puis périphérique. Les plus faibles
concentrations ont été détectées dans le liquide gastrique et Phumeur vitrée
[Figure 11].

Une forte diminution des concentrations en phénobarbital s'observe dans les urines
au cours des 48 premieres heures post-mortem. La redistribution de cette substance
neutre est certainement favorisée par des phénoménes de lyse cellulaire [4]. Un
phénoméne similaire pourrait contribuer a la diminution des concentrations dans la
bile. Cette redistribution pourrait s'effectuer ici au profit du foie et les valeurs
mesurées dans ce milieu contribueraient a infirmer ou confirmer cette hypothese.
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IV. COMPARAISON DES 3 SUBSTANCES : INFLUENCE DU
pKa

Dans certains milieux, nous avons observé des variations de concentration au cours
du temps pour lesquelles I'effet de pKa est probable [Figures 12 & 18]. Ainsi dans
'urine, linfluence du pKa pourrait se traduire schématiguement de la maniére

suivante :

- la substance basique augmente (éthotoine),
- les substances acide et neutre diminuent (lamotrigine et phénobarbital).

L'analyse de variance est en faveur :

- dun effet temps (dans 'humeur vitrée p < 0,0007, les urines p < 0,0291 et la
bile : p < 0,0001). Par contre TPhypothése, d'un effet temps n’est pas
admissible dans le sang cardiaque droit p = 0,42, le sang cardiaque gauche
p = 0,87, le sang périphérique p = 0,92 et le liquide gastrique p = 0,32 ;

- d'un effet molécule dans chacun des milieux avec p < 0,0001 ;

- d'une interaction molécule*temps (dans I'humeur vitrée p < 0,0005, les urines
p<0,0118 et la bile: p<0,0001). Linteraction molécule*temps n'est pas
admissible dans le sang cardiaque droit p = 0,98, le sang cardiaque gauche
p = 0,79, le sang périphérique p = 0,90 et le liquide gastrique p = 0,49.

©
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V. INFLUENCE DU pKa/INFLUENCE Kp

En période post-mortem, les augmentations des concentrations dans le sang
cardiaque droit [Figure 12] étaient également observées lors de F'étude précédente
de linfluence du pKa (étude reposant sur I'observation de la redistribution de 3
bétabloquants). Les phénomenes de redistribution pouvant expliquer ce phénoméne
(i.e. redistribution & partir du parenchyme pulmonaire ou hépatique) sont, a priori,
peu dépendants du pKa et du Kp.

Parallélement, les concentrations observées au cours des 48 premiéres heures post-
mortem semblent plus stables dans le sang cardiaque gauche [Figure 13]. Il s’agit 1a
d'une constatation egalement realisée lors de I'étude précédente.

Dans le sang périphérique [Figure 14], il faut noter que les prélévements n'ont pas
été effectués au niveau veineux fémoral mais au niveau de la veine cave inférieure
(en raison des faibles quantités de sang disponibles), ce qui implique un
raisonnement en termes de rapports anatomiques qui n'est pas forcément similaire a
celui des études de référence. Toutefois, les concentrations des trois antiépileptiques
étudiés semblent étre relativement stables au cours des 48 premiéres heures post-
mortem. Lors de l'étude précédente de linfluence du pKa {étude reposant sur
'observation de la redistribution de trois bétabloquants), nous avions observé une
augmentation (NS) des concentrations, mais qui n'était pas corrélée a l'importance
de la lipophilie des molécules.

Dans I'urine, nous avions observé que I'accumulation dans ce milieu en période post-
morfem précoce dépendait du Kp: elle est partigulierement intense pour les
molécules lipophiles. Les résultats de cette étude compiétent donc ces premiéres
observations en confirmant qu'un phénoméne de piégeage dions participe a
accumulation des composés basiques dans ce milieu acide au cours des
48 premieres heures post-mortem [Figure 15].

Dans la bile, I'effet du pKa des substances parait étre prédominant. Effectivement,
nous n'avions pas observé de variations notables des concentrations en fonction du

Kp des substances.

RULIERE Vanessa - REDISTRIBUTION POST-MORTEM DES ANTIEPILEPTIQUES CHEZ LE LAPIN - 2005 62



Ici, nous observons des variations significatives, notamment pour la substance
neutre : le phénobarbital [Figure 18]. I est intéressant de constater que I'éthotoine,
qui est majoritairement éliminée par cette voie, est la substance qui subit

relativement le moins de redistribution a partir de ce milieu.

Méme si elle peut surprendre, la présence des trois antiepileptiques dans le contenu
gastrique a TO, alors que ladministration a été effectuée par voie injectable,
s'explique par une distribution ante-mortem naturelle de ces substances [Figure 16].
Aprés l'euthanasie, les concenirations demeurent relativement stables dans ce
milieu.

Le contenu gastrique constitue donc €galement un milieu dans lequel effet du Kp
est prédominant puisque nous avions observé antérieurement un comportement
post-mortem différent en fonction de la lipophilie.

Enfin, nous avons observé une stabilité des concentrations dans humeur vitrée
contrairement aux expérimentations réalisées avec les bétabloquants [Figure 17].
Dans FPhumeur vitrée, nous avions effectivement observé une augmentation
significative des concentrations des substances de lipophilie faible et moyenne. A
nouveau, dans ce milieu, le pKa ne semble pas étre un facteur prédisposant

particulierement aux phénomeénes de redistribution.
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CONCLUSIONS - PERSPECTIVES

D’aprés les premiers résultats de cette étude (déterminations des concentrations
post-mortem dans les fluides), il apparait que le pKa a une influence sur la
redistribution post-mortem dans certains milieux tels que les urines, le sang
cardiaque droit et la bile.

Ainsi, les concentrations en lamotrigine (molécule acide) augmentent dans le sang
cardiaque droit au cours des 48 premiéres heures post-mortem, alors qu'elles
diminuent dans les urines et sont stables dans la bile. Les concentrations en
éthotoine (molécule basique), quant a elles, augmentent dans les urines et plus
modérément dans le sang cardiague droit alors gu'elles demeurent stables dans la
bile. Enfin, les concentrations en phénobarbital (molécule neutre) ont une forie
tendance a la baisse dans les urines et la bile, alors qu'elies sont relativement
stables dans le sang cardiaque droit.

Cette étude compléte celie précédemment réalisée qui évaluait linfluence du Kp sur
ces phénoménes de redistribution post-mortem. La mise en paraliéle des résultats
tend & mettre en évidence une influence globalement plus marquée du Kp, par

rapport au pKa, sur ces mécanismes.

Un phénoméne de redistribution est défini par 'enrichissement d'un milieu en une
substance au détriment d'un autre. Des variations de concentration dans le temps
ont été observées dans certains milieux lors de notre étude. Mais, les analyses a
venir des concentrations tissulaires des antiépileptiques sont indispensables pour
compléter ces premiers résultats. Elles permettront, notamment, d’'explorer certaines
hypothéses de redistribution envisagées pour expliquer les variations observées
dans les fluides.

Enfin et ultérieurement, il pourra étre envisagé de confirmer les résultats observés et
de valider les hypothéses émises au cours de ces deux études en répetant une
expérimentation similaire, mais avec des substances de Kp et de pKa différents
(étude qui ne pourra pas étre réalisée au sein d’une classe thérapeutique unique) :
substances de faibles Kp avec des pKa faibles ou élevés, et substances de Kp
élevés avec des pKa faibles ou élevés.
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RULIERE Vanessa : REDISTRIBUTION POST-MORTEM DES ANTIPEPILEPTIQUES CHEZ LE
LAPIN (INFLUENCE DU PKA SUR LES PHENOMENES DE REDISTRIBUTION POST-MORTEM)
THESE POUR LE DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE — LIMOGES - 2005

RESUME

Les phénomeénes de redistribution post-mortem (existence de variations de
concentrations en fonction des sites de prélevement et du délai écoulé entre le décés
et les prélevements) rendent difficile linterprétation des résultats des analyses
toxicologiques réalisées sur des échantillons autopsiques. En effet, les
concentrations mesurées des xénobiotiques ne sont pas forcément le reflet des
concentrations réelles au moment du déces.

L'objectif de ce travail est d’appréhender ce phénoméne de redistribution post-
mortem sous l'angle physico-chimique des molécules, une premiére étude ayant
permis d'aborder linfluence du coefficient de partage (Kp) a travers la classe
thérapeutique des bétabloquants. Nous avons ici abordé celle du pKa a travers la
classe des antiépileptiques. Les premiers résultats indiquent une influence du pKa
qui pourrait toutefois étre plus limitée que celle du Kp : influence dans le sang
cardiaque droit, la bile et lurine et intensité moindre (variations souvent non
significatives sur un plan statistique).
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TITLE POST-MORTEM REDISTRIBUTION OF ANTICONVULSIVE DRUGS IN
RABBIT

SUMMARY

In the field of analytical toxicological investigations, post-mortem redistribution
phenomena (post-mortem site- and time-dependent variations in drug concentrations
along the post-mortem period) lead to difficulties in the results interpretation in post-
mortem samples. Thus, post-mortem measured concentrations are infrequently
similar to the antemortem concentrations.

The aim of this study is to consider the role of the physicochemical properties of
drugs in their post-mortem redistribution, as an earlier study had previously
investigated the influence of lipophilicity (Kp) by the mean of the study of
betablockers. This work investigates the influence of the dissociation constant (pKa)
using an anticonvulsive drugs redistribution study in rabbits. The first results point out
a pKa responsibility which could be more limited than the Kp’s one: there is a pKa
influence in right cardiac blood, bile and urine with a lower degree of intensity
(statistical non significantly variations).
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