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SUMMARY 

Gas-liquid chromatographic determination of a new anticancer agent, 
1,3,3,5,5-pentakis-(azaridino)-h6,2,4,6,3~~,5~’-tkiatriazadiphosphorine-l-oxide, 
for pharmacokinetic investigations 

A method for the assay of 1,3,3,5,5-pentakis-(azaridino)-h6 2 4 6 3h5,5k5-thiatriazadi- I I I I 
phosphorine-l-oxide (SOAz), a new anticancer drug of which the clinical trials are in 
progress, is described. This method is based on capillary gas chromatography using a 
thermionic detector. The lower detectron limit was 100 pg per injection and a coefficient of 
variation smaller than 5% could be obtained when parathion was used as external standard. 
The method is suitable for biological samples and therefore has been proposed for clinical 
pharmacokinetic studies as well as for the determination of patterns of SOAz distribution 
in several organs of the mouse. A preliminary clinical study showed that the serum decay 
curves of SOAz could be fitted to an open two-compartment model for drug disappearance. 

0378-4347/84/$03,00 o 1984 Elsevier Science Publishers B.V. 



336 

INTRODUCTION 

Le 1,3,3,5,5-pentakis-(azaridino)-h6,2,4,6,3h5,5X5-thiatriadiphosphorine-l- 
oxyde (SOAz) est un mkdicament appurtenant i la serie des cyclophosphathia- 
z&es et derive directement des cyclophosphaz&nes. Les cyclophosphazenes sont 
des compos&s particulierement stables qui s’accumulent dans l’organisme et 
induisent une toxicite cumulative. Le SOAz est issu des recherches de Labarre 
et collaborateurs [ 1, 21 qui ont essay6 de diminuer la toxicite hematologique 
observee avec les cyclophosphaz&ies en remplaqant dans le cycle de la molecule 
un atome de phosphore par un atome de soufre susceptible de provoquer une 
destabilisation et de permettre un meilleur metabolisme. 

Apres les essais encourageants observes chez l’animal, nous avons test6 ce 
medicament simultanement chez la souris et chez l’homme (essai Phase I et II). 
Parallelement aux observations cliniques, nous avons pro&de a des etudes 
biologiques portant sur les taux plasmatiques tissulaires et les voies d’elimina- 
tion de cette drogue. 

AU debut de cette etude nous avons trouve dans la litterature deux me- 
thodes de dosage, l’une par chromatographie gazeuse (GC) [ 3 3 ; l’autre par 
chromatographie liquide haute pression nous avait 4th communiquee h titre 
personnel [ 41. Cette derniere technique presente un gros inconvenient: son 
manque de sensibilit8. 

La technique par GC avec detecteur specifique azote-phosphore semblait 
plus performante et nous nous sommes efforces de la mettre en oeuvre. Nous 
n’avons jamais pu retrouver les resultats avarices par les auteurs, en particulier 
en ce qui concerne la reproductibilite des resultats et done la precision de la 
m&hode et la linearite de la reponse du detecteur vis-a-vis du SOAz. 

On peut Bvoquer plusieurs raisons pour expliquer ce fait: (1) L’absence 
d’etalon interne ou externe, la quantification de la drogue se faisant d’apres la 
quantite absolue inject&e. On sait que la mesure directe de l’aire du pit obtenu 
par injection d’une quantite supposee connue de substance est soumise a trop 
de causes de variation pour obtenir une reproductibilit& suffisante. (2) La 
nature meme du SOAz qui s’adsorbe fortement sur tous les supports et donne 
des rbultats totalement diffhrents selon l’etat de saturation des differents sites 
d’adsorption. (3) L’origine differente des chromatographes utilises pouimit 
expliquer les distorsions observees au niveau de la detection; la presence 
simultanee de P, S et N dans la molecule peut aussi gtre invoquee pour 
expliquer la reponse non-line&-e du detectem-. 

Nous avons done mis au point notre propre methode utilisant des colonnes 
capillaires en silice fondue, un standard externe et la detection specifique 
azote-phosphore. 

MATBRIEL ET MkTHODES 

Produits chimiques 
Le SOAz est fourni par Otsuka Chemical (Tokushima, Japon), l’ethyl- 

parathion provient de Riedel de Haen (Hannover, R.F.A.). 
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Condztions chromatographiques 
Le chromatographe est un Packard Modble 427 equip6 d’un detecteur 

thermoionique Modele 905 avec toutes les regulations pneumatiques necessaires 
d l’utilisation des colonnes capillaires et tous modes d’injection. Le systeme 
d’injection donnant les meilleurs resultats est le “split” que nous utilisons 
vanne de fuite fermee, la totalite de l’echantillon inject6 passe done dans la 
colonne. Le courant de bille du detecteur est fixe a 260 pA. Le systeme est 
equip6 d’une colonne capillaire en silice fondue (15 m X 0.32 mm I.D.). Ces 
colonnes sont a phase greffee de type apolaire que nous preparons au 
laboratoire selon un protocole qui sera publie ulterieurement. 

Les conditions de travail sont les suivantes: temperature colonne 245”C, 
temperature injecteur 27O”C, temperature de detecteur 290°C gaz vecteur 
azote, pression en tgte de colonne 1 bar. 

Administration de la drogue 
Chew l’animal. Nous utilisons des souris femelles Fl C57 B6/DBA2 porteuses 

de l’adenocarcinome Ca 755. Le SOAz est administre a la dose de 110 mg/kg 
de carcasse, aprbs dissolution dans le serum physiologique, a raison de 0.1 ml 
par souris et par voie intra-peritoneale. La dose administrke est la mbme pour 
chaque animal apres determination d’un poids moyen. 

Chez l’homme. La drogue est administree par embol intraveineux a la dose 
de 220 mg/m2 [5], 

Pre’le‘vements 
Chez l’animal. Le sang est preleve au coin de l’oeil a l’aide d’une pipette 

Pasteur et recueilli sur tube heparine. Les organes suivants sont p&eves: reins, 
foie, rate, poumons, tumeur, cerveau, OS et moelle, intestin. Les prelevements 
sont recueillis dans des tubes Pyrex de 10 ml contenant chacun 5 ml de tampon 
phosphate salin (PBS) 0.1 M par gramme d’organe. 

Les prelevements peuvent 8tre conserv& quelques jours a 4°C ou plusieurs 
semaines congelb a -25” C. 

Chez l’homme. Le sang est prelevC sur tube heparine par ponction veineuse 
au pli du coude aux temps suivants: 0 (avant injection), 5,10,15 et 30 min, et 
1, 3,6,12,18,24 et 36 h. 

Les tubes sont conserves h 4°C avant preparation pour dosage, 

Prkparation de pr~l2vements 
Chez l’animal. Les organes (sauf 1’0s) sont broyes pendant 5 min a 4°C a 

l’aide d’un broyeur Ultra-Turrax IKA T 18. 
Ce broyat est centrifuge pendant 20 min a 4°C et 20,000 g. Le surnageant 

est r&up&B dans sa totalite. L’os est broy6 B l’aide d’un pulverisateur 
thermovac refroidi i l’azote liquide. La poudre obtenue est agitee pendant 1 h 
dans du serum physiologique. 

Chez l’homme. Un ml de sang total est p&eve et servira a determiner la con- 
centration en SOAz des elements figures du sang. Avant extraction les globules 
sont lyses par congelations-d&congelations successives. Le SOAz non-lie aux 
proteines seriques est evalue apr&s ultrafiltration sur membrane Amicon PM 10. 

La totalite des urines est recueillie entre l-12 h, 12-24 h et 24-48 h. Elles 
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sont stockees au refrigerateur ou congelees si le dosage doit etre differ& Les 
urines ne reqoivent aucun traitement particulier avant extraction. 

Extraction 
Le protocole d’extraction est. le m8me quels que soient les organes ou 

liquides physiologiques dans lesquels on veut mesurer le taux de SOAz. 
Le sumageant est ajuste 6 pH 10 avec de la soude 1 M. Apres addition de 

5 ml de dichloromkthane les tubes sont agites lentement sur un agitateur rotatif 
pendant 5 min. Les tubes sont ensuite centrifuges & 3000 g pendant 5 min a 
4°C. La phase organique contenant le SOAz est recuperee. On renouvelle 
Poperation avec 2 ml de dichlorom&hane. 

Les phases organiques sont ensuites Bvaporees i set sous leger courant 
d’azote et a temperature ambiante. Le residu est repris par 100 ~1 d’acbtone et 
l’on y ajoute 10 pg d’kthylparathion dans les tubes prelev&s avant le temps 1 h, 
5 pg pour les tubes preleves entre 1 et 6 h et 2.5 pg dans les autres tubes. 

De’terminations pharmacocine’tiques 
L’expression mathematique des courbes de decroissance plasmatique est 

determinee en faisant l’hypothese “a priori” que l’on se trouve en prQsence 
d’un phknomene pouvait &re represente par une somme d’exponentielles du 
type 

C(t) = A0 eeAt + B,, emBt 

Les coefficients AO, A, BO, B sont obtenus par lissage des valeurs experimentales 
selon la methode de Newton-Raphson et en introduisant une ponderation des 
valeurs experimentales des concentrations en l/C(t)‘. Les volumes des corn- 
partiments, vd, et vd,, le volume de distribution total, vd, les coefficients 
d’echanges, KIz et KzI, le coefficient d’elimination, &I, sont determines de 
faGon classique pour un systeme bicompartimentaI ouvert. Les clairances 
urinaires sont determinees d’apres l’equation 

Cl= Au 

tz 

s 
C(t)dt 

t1 

Au = quantite de drogue eliminee dans les urines entre les temps tl et t2. 

t2 

s 
C(t)dt = aire sous la courbe de decroissance plasmatique entre les temps 

t1 tl et t2. 

ReSULTATS 

&tude de la technique 
Dans les conditions d’analyse definies les temps de retention sont respective- 

ment : ethylparathion, 1.3 min; SOAz, 4.09 min. 
Linbarite’ du de’tecteur. Pour des quantites de SOAz comprises entre 1 et 

25 ng nous obtenons la courbe Fig. 1. La reponse du detecteur n’est pas 
lin&ire, contrairement oux observations d’uchida et al. [ 31, 
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Fig. 1. RBponse du detecteur pour des quantitks de SOAz inject&s comprises entre 1 et 25 

ng (n = 5). 
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Fig. 2. R6ponse du d&ecteur pour des quantittk de parathion comprises entre 0,l et 1,5 ng 
(n = 5). 

Pour des quantitbs de parathion comprises entre 0.1 et 1.5 ng nous obtenons 
le trace Fig. 2. k la diffdrence du SOAz, la rhponse du d&ecteur est linhaire. 

Ces observations nous ont amen& & adopter le protocole de dosage suivant: 
la quantitk de SOAz injecthe doit &re telle que la surface mesurbe de son pit 
soit comprise entre 18,000 et 23,000. Dans ces conditions 1’Qtalonnage est 
parfaitement linkire. 

Limite de de’tection. Pour une quantitk de SOAz inject&e de 97 pg nous 
obtenons une aire de 368 ce qui correspond i la limite de detection acceptable 
dans les conditions analytiques standards. 11 est possible d’abaisser ce seuil de 
detection en diminuant l’atthnuation de l’&ectrom&re et en augmentant 
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Fig. 3. Comparaison des aires obtenues pour le dosage du SOAz dans une sCie de &rums 
surcharges et extraits avec une gamme italon. 

l’intensite du courant de bille du detecteur. Le gain realisk peut 6tre aisement 
de 10 mais les conditions de travail deviennent beaucoup plus difficiles. 

Test de re’cupehtion. Des quantites connues et croissantes de SOAz en solu- 
tion dans l’acetone sont ajoutees ii une skrie de 4 X 1 ml de &rum. Ces &rums 
sont extraits selon le protocole defini et les resultats sont compares aux chiffres 
obtenus par injection de qua&it& connues de SOAz (Fig. 3). Les pourcentages 
de recuperation varient entre 91 et 108%. Ces chiffres ne sont pas significatifs 
et correspondent au coefficient de variation de 10% sur la precision des 
injections. Les pourcentages de recuperation ont et6 mesur& pour les urines et 
diff6rent.s organes chez la souris et sont comparables. Nous considkons done 
qu’iI n’y a pas de coefficient de correction A appliquer pour les extractions de 
SOAz a partir des diffbrents prGwements biologiques. 

Reproductibilite’ intra-essuis. Un pool de serums humains est aliquote et 
surcharges en SOAz a 8, 5, 2.5 et 1 ,ug/ml. Aprb extraction selon le protocole 
defini on ajoute respectivement 10, 5, 2.5 et 1 pg/ml de serum de parathion. 
Chaque extrait est dose dix fois dans les mgmes conditions. Les r&&tats sont 
donnb dans le Tableau I. 

TABLEAU 1 

REPRODUCTIBILITk INTRA-ESSAI 

Dlx dCterminations par point. 

SOAz (&ml) Mo yenne 

8 7.77 
5 5.02 
2.5 2.56 
1 0.95 

C.V. (%) 

4.46 
3.7 
3.4 
4.7 
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Contrdle inter-essai. k un pool de &rums humains aliquote en fractions de 
1 ml, on ajoute 5 pg de SOAz dans l’ac&one. Apr& agitation les pools sont 
congel& et stock& 6 -25” C. 

Pour une s&e de 11 determinations la moyenne du s&urn de contr6le 
s’btablit E?I 4.95 pg/ml et le coefficient, de variation g 9.7%. 

i?tude pharmacocine’tique chez l’homme 
La Fig. 4 donne le trace chromatographique type d’un patient ayant requ 

400 mg de SOAz. Le pr&vement effect& B la quinzibme minute contient 
10.8 pg de SOAz par ml de s&urn. Un pr&vement sanguin effect& avant 
injection de la drogue permet de s’assurer qu’il n’existe pas dans le plasma du 
malade de substance pouvant interfbrer avec le dosage. 

Sur la s&ie de 17 patients &udi& et les nombreux pools de &rums utilis6, 

Fig 4. Trac4 chromatographique d’un patient ayant recu 400 mg de SOAz. Pr616vement 1 
la 15e minute. Pit 1: parathion. Pit 2: SOAz, 10.8 fig/ml. 
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nous n’avons jamais mis en kdence de pit chromatographique interferant avec 
le SOAz ou le parathion. La Fig. 5 donne les courbes de pharmacocirktique 
chez un patient ayant rqu lors de la premi&e injection 430 mg de SOAz et 
300 mg lors de la seconde. 

Le Tableau II donne les valeurs des concentrations en fonction du temps. 

DISCUSSION 

La technique de dosage du SOAz d&rite ici donne des r&ultats tr&s 
reproductibles. Les coefficients de variation pour la reproductibilit& intra-essais 
sont infkieurs $ 5% et inf&ieurs $ 10% pour la reproductibilit& inter-essais. 

La sensibilitk permet d’atteindre des concentrations infkieures $ 0.1 pg/ml 
de s&urn en routine et on peut l’abaisser d’un facteur 10 si nkessaire. L’utilisa- 
tion de colonnes capillaires en silice fondue et $ phase greffk autorise 
l’injection dans la colonne de volumes importants jusqu’$ 5 ~1 sans dommage 
pow celle-ci. Apr& une an&e d’utilisation la colonne en service prkente des 
caractkistiques toujours acceptables ma&r& des conditions analytiques 
particulidrement drastiques. L’utilisation d’un standard externe limite les 
erreurs dues $ l’injection. Ce standard est disponible facilement dans le 
commerce et dispense de synthkiser un analogue structural du SOAz utilisk 
comme standard interne par d’autres auteurs [6]. Les techniques d’extractions 
et de dosages, tr& simples, s’appliquent & tous les liquides biologiques et 

TABLEAU III 

PARAMeTRES PHARMACOCINkTIQUES DU PATIENT P.E. 

le courbe Equation: 13.846 e-4.104t + 6.971 e-“.116at. 
2e courbe Equation: 16.707 e-0-a2*4f + 0.3719 e -“~ozs73f. 

Parametre le injection 2e injection 

t, 34 min 
t, lh min 
Vd, 1 
vd, 1 
vd tot 1 
K,, 
KS1 
Kc?1 
C&t ml min -’ 

Urines 
O-12 h 

12-24 h 
24-46 h 

Toxicit& 
(classification EORTC) 

Polynuclkaires 
Plaquettes 

10.1 187 
357.8 1447 

20.6 18.7 
34.7 14.2 
58.4 124 

0.0406 42 0 lo-$ 
0.0242 55 0 1om5 
0.00548 0.00319 

113 59.6 

114.5 mg 26.6% 77.5 mg 26.8% 
26 mg 32.7% 12 mg 29.8% 

7 mg 34.3%* 1.3 mg 30.3%* 

II 
III 

III 
III 

*Ces pourcentages representent la fraction totale de la drogue iGmin6e dans les urines. 



344 

organes et permettent d’aborder la pharmacocinetique plasmatique faite chez 
l’homme et montrent qu’il existe de tres grandes variations entre individus et que 
l’administration reiteree de ce medicament semble entrainer une profonde 
modification des paramgtres pharmacologiques (voir Tableau III). 

L’elimination se fait preferentiellement par voie urinaire sous forme 
inchangee pour 30 a 60%. 11 n’a pas et& mis en evidence de forme conjuguee. 
L’ktude de differentes formes de traitements mathematiques des don&es 
pharmacocinetiques fait l’objet d’un travail plus approfondi dans notre institut. 
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RESUME 

II est decrit une methode de dosage d’un nouvel antitumoral, le SOAz 
[1,3,3,5,5-pentakis-(aziridino)-X6,2,4,6,3X5 ,5h5-thiatriazadiphosphorine-l- 
oxide] utilisant la chromatographie en phase gazeuse avec colonnes capillaires 
et detecteur thermoionique. La quantite minimum mesurable est de 100 pg 
par injection, l’utilisation d’un standard externe permet d’obtenir des 
coefficients de variation inferieurs a 5%. La methode est applicable aussi bien 
aux liquides biologiques qu’aux organes et permet d’etudier la pharmaco- 
cinetique chez l’homme et la distribution de la drogue dans les differents tissus 
chez l’animal. Les etudes preliminaires chez l’homme montrent que la cinetique 
est bien d&rite par un systeme bi-compartimental ouvert. 
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