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Dosage du mkthoxy-5 psoralhne dans le plasma par chromatographie en phase 
liquide et detection spectrofluorim&rique 
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Le methoxy-5 psoralene (5 MOP, I) est une furocoumarine qui vient d’6tre 
introduite recemment dans le traitement du psoriasis. 

Deux heures apr&s son absorption orale, une irradiation de la lesion par 
des rayonnements UVA (320-400 nm) entrake apres plusieurs skances la 
disparition des sympt8mes cliniques. Cette association, appelee puvatherapie 
[ 11 , est depuis longtemps pratiqube avec son homologue le m&thoxy-8 psora- 
lbne (8 MOP, II) [ 21. Avec ce dernier produit, l’apparition d’effets secondaires 
pour certaines posologies et la necessite de determiner sa pharmacocinitique 
ont necessite la mise au point de mkthodes faisant appel 1 la chromatographie 
en phase gazeuse [3-S], i son couplage avec la spectromktrie de masse [ 7, 
81, ou A la chromatographie liquide. Dans ce cas, la detection met i profit 
l’absorbance dans l’ultraviolet des psoralenes [g--11] . 

De telles techniques peuvent selon toute vraisemblance 6tre appliquees au 
dosage du 5 MOP. Cependant celui-ci pksente une fluorescence dix fois plus 
importante que le 8 MOP qui peut Gtre exploitee pour obtenir une meilleure 
sensibilitk et surtout une meilleure specificit de detection. 

La methode propode met en oeuvre une chromatographie liquide avec 
une detection spectrofluorimetrique. L’etalon interne est le psoral&ne (III). 
Elle permet ainsi d’atteindre une limite de 5 ng de 5 MOP par ml de Plasma, 
alors qu’en spectrophotom&rie d’absorption la limite inferieure se situe aux 
alentours de 15 ng/ml. 

MATl%RIEL ET MkTHODE 

Appareillage 
Micropipettes automatiques reglables type SMI, tubes i extraction en verre 
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Pyrex de 10 ml, tubes a hemolyse, agitateur type Vortex, evaporateur 
Biobloc type 92617, spectrofluorimetre Perkin Elmer MPF 3L. 

i set 

Le systkme chromatographique comprend: une pompe Chromatem 330 
(Touzart et Matignon, Paris, France), un injecteur i boucle (20 ~1) Rheo- 
dyne 7125, une colonne en acier inox (30 cm X 4.6 mm I.D.) remplie de 
Spherosil C1s, 5 pm (Waters Assoc.) selon la methode de Coq et al. [12], un 
spectrofluorimetre Schoeffel type FS 970 equip& d’un monochromateur 
d’entree a 330 nm et d’un filtre de sortie (440 nm), un enregistreur multi- 
canaux Eipp en Zonen type BD 40 rkgle avec un deroulement de papier de 
5 mm/min. 

R&c tifs 
Methanol, ethanol, acetate d’hthyle Normapur (Prolabo, France), acide 

sulfurique, benzene “pour fluorimetrie” (Merck), Psoralene (Laboratoires 
Promedica, France), methoxy-5 psoralene (Laboratoire GOUPIL, France), 
bisulfate de quinine (Prolabo, France). 

ktalons 
Solution de psoralene a 5 mg/l dans l’ethanol (solution A); solution de 

mkthoxy-5 psoralGne a 1 mg/l dans l’acetate d’ethyle (solution B). 

Me’thode d ‘ex trac tion 
1 ml de serum ou de plasma est addition& de 100 ~1 de solution A (&talon 

interne), agite au Vortex 30 set, extrait par 2 ml de benzene apres agitation 
mecanique de 15 min. L’ensemble est centrifuge pendant 10 min a 3000 
rpm. La phase organique est prelevee, transferee dans des tubes a hemolyse 
puis &vapor&e h sec. L’extrait set est repris par 50 ~1 de methanol et 20 1.11 
sont injectis dans le chromatographe. 

Chromatographie en phase liquide 
La phase mobile est constituee d’un melange isocratique methanol-eau 

(70:30, v/v). Le debit est maintenu i 1.5 ml/min. Les concentrations sont 
calculees a partir des rapports des hauteurs de pit par rapport i une courbe 
d’etalonnage. 

Cet etalonnage est r&Ii& par extraction de serum surchargb par des quan- 
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tit& croissantes de 5 MOP (10-500 ng/ml) et par une mfme quantite d’Qta.lon 
interne (500 ng/ml). 

RRSULTATS 

La Fig. IA represente un chromatogramme obtenu a park du s6rw-n d’un 

sujet non trait& la Fig. 1B represente celui obtenu chez le mgme sujet deux 
hew-es apres l’absorption d’un gelule renfermant 45 mg de 5 MOP. Comme on 
le constate, les constituants normaux du plasma ne peuvent interferer sur 
le dosage du fait de la specificite de la detection spectrofluo~m&rique. La 
puvatherapie &ant en principe reservee a des sujets n’ayant pas d’autres m&- 

cations, il n’a pas etk besoin de rechercher les interferences medicamenteuses. 

(A, (6) 1 

2 

- 

* > / 
0 2 4 ml,” 0 2 4 5 ml” 

Fig. 1. (A) Chromatogramme d’un drum de malade non trait&?; (B) chromatogramme d’un 
drum de malade, 3 h aprls l’administration d’une gklule do&e 1 45 mg de 5 MOP. (1) 
psoral&ne: temps de rktention 4 min, (2) 5 MOP: temps de Stention 5 min. 

Les temps de retention du psoralene et du 5 MOP sont respectivement de 
4 et 5 min dans les conditions d&rites. Les caractkistiques de la methode 
ont et& Qtudikes: 

Le rendement d’extraction du 5 MOP est de 95 + 1.60%, la reproductibilite 
determinCe par l’analyse de dix echantillons surcharges donne des coefficients 
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de variations de 6.10% pour 25 ng/ml, 4.80% pour 100 ng/ml et 4% pour 500 
n&w. 

La linkariti de la m&hode pour des concentrations de O-500 ng/ml (O- 

0.0231 nmoI/ml) est satisfaisante (Y = 0.039 X f 0.022; r = 0.999). La limite 
de sensibiliti est de 4 ng/ml soit 0.007 nmol injecties dans un volume de 
20 l_ll. 

DISCUSSION 

Les prop&& de fluorescence ptisenties par le 5 MOP et le psoral&ne ant 
&,k mises g profit pour leur d&e&ion en chromatographie liquide. AU prh- 
alable, il a 6ti nbcessaire d’envisager I’infiuence, sur I’intensitk de cette fho- 
rescence, des diffbrents facteurs pouvant intervenir lors de la skparation: 
nature de la phase mobile, variation du pH et de la force ionique. 

Des essais p&liminaires ont montrk que le pH du milieu entre 2.5 et 7.5 
ainsi que la force ionique entre 0.02 et 0.5 M ne modifient pas cette fluores- 
cence. Par contre, celle-ci est influencbe par la composition du m&mge binaire 
eau-mkthanol, classiquement utili& en chromatographie liquide en phase 
inverse, qui intervient sur la longueur d’onde d’8mission et sur I’intensiti de 

cette fluorescence. 
On constate en effet (Tableau I) que si la position des maxima d’excita- 

tion varie peu en fonction de la composition du solvant; les maxima d’hmis- 

sion subissent un effet bathochrome marqui avec l’augmentation de polariti 
du melange. 

TABLEAU I 

INFLUENCE DU SOLVANT SUR LA POSITION DES LONGUEURS D’ONDES MAXIMA 
D’EXCITATION ET D’EMISSION DU 5 MOP 

Solvant 

MBthanol 329 480 
MBthanol-eau (70:30) 330 485 
Mdthanol-eau (5:95) 328 492 

Ceci traduit l’augmentation de l’interaction dipole-dipole entre l’&at 
excit6 16gGrement polar% de la mol&cule et le solvant qui caractirise une 
&mission de fluorescence 7~ * -L 7r. 

Les variations d’intensiti de fluorescence du 5 MOP et du psoralBne en 
fonction de la teneur en mkthanol de la phase mobile ont BtC ensuite &di&es 
en determinant les rendements quantiques relatifs de ces deux molQcules 
selon la m&%hode propo&e par Parker et Rees [ 131. 

Cette notion pr&ente l’avantage de dkfinir pr6cisGment l’intensith de fluo- 
rescence d’une mol&ule dans des conditions de concentration et de solvant 
d&ermi&e en la comparant i celle d’une substance dont les caractiristiques 
de fluorescence sont bien Qtablies. 
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Ko (hA') : / 0.703 0.48 

Ke (h-'1 ! 0 339 0.375 

t&(h) ; 1.85 2 I 
vr: (I) ! 146 84 

0.51 15 2 25 35 4.5 55 7.5 9.5 115 h 

Fig. 2. Taux driques de 5 MOP chez un mtme malade ayant ingeri deux formes orales de 
5 MOP dgalement dosees: 45 mg en une seule prise sous forme de solution (=--- .) ou 

gelule (OF). 
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