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Le diltiazem est utilise dans le traitement de l’angor pour ses proprietes 
anticalciques [l j . La technique de chromatographie en phase gazeuse d&rite 
par Rovei et al. [2 1 permet de le doser avec une sensibilite de 10 ng/ml dans le 
plasma des patients trait&s. 

Nous avons tent6 d’ameliorer cette technique en la rendant plus rapide et 
plus sensible; les modalites d’extraction ont et6 simplifiees et un etalon interne 
de structure tres voisine de celle du diltiazem a remplace le cyclopam. 
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MATiRIALS ET MtiTHODES 

Standard et r&a&ifs 
Diltiazem (Tildiem@) (DTZ) et d&ac&yldiltiazem (DAD) ont et& fournis par 

les Laboratoires Dausse, Paris, France; le prazepam (PZP) par le Laboratoire 
Substantia, Courbevoie, France; le propionyldesacetyldiltiazem (PDAD) et 
le butyryldesacetyldiltiazem (butyryl-DAD) ont 6th prepares par hemisynthese 
selon les modaIit& Qvoquees plus loin. 

Les reactifs utilises sont: la pyridine, le chlorure de butyryle, le chlorure de 
propionyle, le bicarbonate de sodium, le n-hexane, l’acetate d’ethyle (tous 
de Merck, Darmstadt, R.F.A.), le N,O-bis(trimethylsilyl)ac&amide (BSA) 
(de Pierce, Rockford, IL, E.U.) et une solution tampon NaH2P04, KzHP04 
0.1 M, pH 7. 

Appareillage 
L’appareil de chromatographie en phase gazeuse Perkin-Elmer F-30 equip6 

d’un detecteur azote-phosphore (NPD) a BtQ utilisd avec une colonne de verre 
de 2 m X 4 mm (I.D.) contenant du Chromosorb W HP (100-120 mesh) 
impregnd de OV-17 a 1% (Alltech Assoc.). La colonne a CtQ prealablement con- 
ditionnee durant 36 h a 300°C sous un debit d’azote de 40 ml/min. 

Conditions ope’ratoires 
Les dosages ont BtC effect&s en utilisant l’helium comme gaz vecteur avec 

un debit de 40 ml/min a une temperature d’injection et de detection com- 
mune de 350°C. La temperature du four a Bte fixee a 280°C et la polaritd 
du detecteur a -180 V avec des debits de 2 ml/min pour l’hydrogene et de 100 
ml/min pour l’air. 

italon interne 
Le butyryld&ac&yldiItiazem (butyryl-DAD) a 6th choisi comme etalon 

interne. 11 a 6th prepare au laboratoire par hdmisynthese selon Kugita et al. 
[3] a partir du desacetyldiltiazem (DAD). Apres avoir melange pendant 1 h a 
4°C 800 mg de DAD et 3 ml de pyridine, on met en contact ce melange avec 
0.28 ml de chlorure de butyryle pendant 20 h a la msme temperature avant 
d’ajouter 10 ml d’eau glacee. Apres 10 min, on extrait le butyryl-DAD forme 
en agitant le tout en presence de 15 ml de chloroforme dans une ampoule a 
decanter. Cette operation d’extraction est effectuee a quatre reprises avec la 
mi?me quantite de chloroforme en laissant decanter chaque fois durant 10 min. 
Apres trois lavages successifs de l’extrait chloroformique par un egal volume de 
bicarbonate a 5% et deux lavages par un egal volume d’eau, le pH doit &re 
voisin de 7. On Bvapore alors sous vide la phase chloroformique. Le butyryl- 
DAD ainsi purifie se presente sous la forme d’une huile jaune; il est solubilise 
dans la pyridine et conserve a 4°C. Le titre final de la solution est 6gal a 160 
mg/l. 

L’identification du butyryl-DAD a Bte effectue par spectrophotometrie IR 
(Perkin-Elmer, 157 G), par spectrometrie RMN (Cameca, 250 MHz) et spectro- 
metric de masse (SM) (Ribermag). Les donnees experimentales sent les 
suivantes : 
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IR: (pastille KBr) 1672 cm-l (>=O, heterocyclique; 1750 cm-’ (>=O, ester); 
NMR: (CDC13 - &talon inteme TMS). Protons aromatiques: (7.60, doublet, 

H), (7.38, multiple& 2H), (7.20, multiplet, 3H), (6.85, doublet, 2H). Protons 
heterocycliques: (5.10, doublet dedouble, 2H), CH3--O- (3.80, singulet, 3H) - 
(CHS)~N- (2.24, singulet, 6H) -- CH,(c)-CH,(b)--CH,(a)---: CH,(c) -- (0.94, 
triplet, 3H) -- CH,(b) (1.48, quadruplet, 2H) - CH,(a): (2.12, quadruplet, 2H); 

SM: [ionisation electronique et ionisation chimique (NH,)] : M: : 442. 

lhdons et e’chantillons plasmatiques 
Un pool de plasmas a ete constitue pour le contr8le des criteres de qualite de 

la methode. A partir de ce pool, une gamme de plasmas surcharges en DTZ a 
ete preparee avec les titres suivants: 0 (blanc plasmatique), 25, 50, 100, 200 

phosphate 0.i M pH I 
1 ml 

solution Btalon 
interne 

504 

surnageant= 
5 ml n-hexane 
dans tube silicone 
de 10 ml 

agitation pendant 10 min. 
centrifugation 5 min a 1000 g 

evaporation a 50°C 
sous azote 

1 

+ 

. acetate d’ethyle 
0.5 ml 

evaporation a 50°C 
sous azote 

+ 

1 

acetate d’ethyle 
25 ~1 

injection 2 11 avec seringue Hamilton de 5 ~1 type 85 RNE 

1 
chromatographe en phase gazeuse 

Fig. 1. Pro&% d’extraction du diltiazem (DTZ) et butyryld6sacdtyldiltiazem 
DAD). 

(butyryl- 
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et 400 ng DTZ/ml. Chaque element de cette gamme a fait l’objet de trois 
dosages selon le meme protocole que celui auquel sont soumis les essais. 

Deux ml de chaque etalon et echantillon plasmatiques sont lyophilises dans 
un tube Sovirel de 10 ml (ref.: 732-01, diam. 15 mm). 

Extraction et expression des rQultats 
Les lyophilisats sont trait& d’apres les indications mention&es dans la Fig. 

1. 
Les concentrations sont calculees a partir de la droite d’etalonnage 

dkterminee par les rapports des hauteurs de pits d’enregistrement DTZ/butyryl- 
DAD des etalons plasmatiques mesures en fonction de la concentration en DTZ 
ou encore a partir du rapport des pits d’enregistrement DTZ/butyryl-DAD 
pour la valeur de 100 ngjml (Fig. 2). 

Fig. 2 (A) Chromatogramme d’un extrait plasmatique surcharge en diltiazem (DTZ) (100 
ng/ml) et de son etalon interne butyryldesacetyldiltiazem (butyryl-DAD). (B) Chromato- 
gramme de l’extrait plasmatique d’un patient trait6 au DTZ et de l’btalon interne butyryl- 
DAD; la concentration plasmatique est de 76 ng/ml 3 h apres la derniere dose de DTZ 
administree (3 doses de 60 mg/jour). 

RIkJLTATS ET DISCUSSION 

Afin de tester la fiabilite de notre technique (M,) et ne disposant pas de 
1’Btalon interne preconisk par Rovei et al. [2] (cyclopam), nous avons effect& 
une ktude comparee en utilisant la technique de cet auteur (M,) avec le butyryl- 
DAD comme etalon interne. De ce fait, notre discussion portera essentiellement 
sur les pro&d& de traitement du plasma et la technique d’extraction compares. 
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Traitement des plasmas et pro&de’ d’extraction 
La m&hode MI implique la congklation des Bchantillons de plasma si le 

laboratoire n’a pas mission d’effecteur une skrie de dosages chaque jour. Ce 
pro&d6 de conservation a l’inconvenient de faire apparaitre un insoluble 
apr&s dkconghlation. Cet inconvbnient se surajoute 2 celui d’une ghlification 
qui se d&eloppe frequemment en raison du rapport de phases important (phase 
aqueuse--phase organique, 3:6, v/v) lors de la premiere &ape d’extraction. 

La m&hode M2 Gvite ces deux inconvbnients en prkonisant la lyophilisation 
des plasmas. Les plasmas sont congel& au fur et B mesure de leur arrivee puis 
lyophilisk en s&e. La redissolution des constituants plasmatiques dans 1 ml de 
tampon est complbte et le rapport de phases (1:6, v/v) est suffisamment faible 
pour 6viter une gblification parasite. 

En outre, l’efficacitk de l’extraction qui rksulte de ce rapport et de l’absence 
de cette gelification prksente un gain de temps non negligeable en dvitant de 
proceder & une deuxikme extraction. 

B talon in terne 
Le butyryl-DAD est cetiainement p&f&able au cyclopam prkonisk par la 

m&hode MI en raison de sa similitude structurale avec le DTZ qui lui confert 
un comportement lors de l’extraction et un temps de rktention chromato- 
graphique (6 min) les plus proches de ce dernier (4 min). 

Le butyryl-DAD a fait l’objet d’une etude cornparke avec d’autres Qtalons 
internes tels que le prazQpam (PZP) et le propionyld~sac&,yldiltiazem 
(propionyl-DAD). Le PZP a & abondonnk en raison de son temps de rktention 
infbrieur 6 2 min et de son Cventuelle interfkence lorsqu’il est utilisk en 
thkapeutique. 

2 4 6 mln 

Fig. 3. Chromatogramme d’un melange des cinq substances Btalous utilis6e.s: prazepam (1). 
d&ac&yldiltiazem (2), diltiazem (3), proprionyld&a&yldiltiazem (4) et butyryld&ac&yl. 
diltiazem (5). 
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Bien que comparable au butyryl-DAD par son inertie metabolique et son 
rendement d’extraction, le propionyl-DAD a kte egalement abondonne pour 
son temps de retention trop proche (5 min) de celui du DTZ le rendant ainsi 
presque confluent avec ce dernier lors de l’enregistrement (Fig. 3). 

Le comportement du butyryl-DAD se revele le meme avec les deux methodes 
MI et Mz: les hauteurs des pits d’enregistrement qui lui correspondent suivent 
une loi normale (test de Kolmogorof), leurs variances sont cornparables (test 
de Student, MI: 130 f 44 mm, Mz: 140 + 26 mm). 

Rkpe’tabilite 
Le coefficient de variation de 9 dosages d’un meme pool de plasmas 

renfermant 100 ng DTZ/ml est de 1.5%. 

Reproductibilite’ 
Le coefficient de variation de 13 dosages de ce meme pool de plasmas 

effectues chacun dans une s&e differente est de 5.5%. 

Pr&sion 
L’analyse de variance entre la variable (hauteur du pit DTZ/hauteur du pit 

butyryl-DAD X cont. theorique) et ses facteurs methode, concentration et 
interaction methode-concentration, ne montre aucune difference significative 
entre elles dans la marge de concentration de 25400 ng DTZ/ml de plasma. 

Exactitude 
Les concentrations determinees avec les deux methodes M, et MZ sont 

correlees avec un coefficient de regression r = 0.999. 

Li&arite’ 
Les courbes d’etalonnage couvrant les concentrations C thkrapeutiques 

habituelles de 25-400 ng DTZ/ml sont lineaires pour les deux methodes. 
Avec la methode MI, le coefficient de regression r est de 0.999 avec une equa- 
tion de droite: Y = 0.552 C - 0.9; avec la methode Mz, r = 0.998, Y = 0.558 C 
+ 0.36, en posant Y = hauteur du pit DTZ/hauteur du pit butyryl-DAD. 

Sensibilite’ 
La sensibilite “pratique”, correspondant a la concentration minimum 

decelable (3 fois le bruit de fond de l’appareil dans nos conditions operatoires) 
est de 1 ng/ml. 

Spkcificite’ 
En montrant la bonne individualisation des produits Qtudies, la Fig. 3 reflete 

la bonne specificite de la methode Mz . 

In terfe’rences 
Nous avons procede a deux types d’essais qui s’accordent pour confirmer 

la specificite de la methode Mz par l’absence d’interferences avec d’autres 
substances : 

(1) L’etude comparee du comportement chromatographique de diverses 
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substances susceptibles d’interferer avec le DTZ sur la colonne OV-17, 1% 
demontre que les temperatures utilisees pour les Bluer en moins de 10 min sont 
toutes inferieures a celle de 280°C preconisee dans notre mdthode Mz pour 
l’elution du DTZ et du butyryl-DAD: 

200“ C : theophylline, phenobarbital, heptabarbital, 
220” C: diphenylhydantoines, 
250” C: imipramine, amitriptyline, 
250-270” C : diazepam, clobazam, clonazepam, prazepam. 
(2) D’apres l’etude faite sur 54 patients hospitalises, les medicaments associes 

au DTZ n’introduisent aucune interference. 

CONCLUSION 

Cette methode, utilisee depuis deux ans dans notre laboratoire, se revele 
etre bien adapt&e aux examens de routine hospitaliers et permet, une fois la 
lyophilisation effect&e (de nuit), de traiter 30 plasmas en une demi-journee. 
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