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SUMMARY 

Simultaneous determination of vinburnine and 6-hydroxyvinburnine in human 
plasma by high-performance liquid chromatography 

An isocratic high-performance liquid chromatographic method has been developed to allow the 
simple and rapid determination of both vinbumine (I) and ita main metabolite, 6-hydroxyvinburnine 
(II),inheparinizedhumanplasma (0.5ml).CompoundsIandIIandp-chlorodisopyramide (internal 
standard) were first extracted with alkaliniaed ethyl acetate and then with sulphuric acid. Separation 
was achieved on a reversed-phase ,&ondapak C,, column with a mobile phase of acetonitrile-water- 
0.1 A4 heptanesulphonate in acetic acid and with detection at 254 11111. Bach run required 20 min. The 
within-day coefficients of variation for identical samples (20 ng/ml) were 7 and 6% and between- 
day coefficients of variation 8 and 26% for I and II, respectively. The detection limit was 5 ng/ml 
(normal therapeutic concentration, lo-309 ng/ml). The application of the method to drug monitor- 
ing was compared to that of a thin-layer chromatographic procedure. 

INTRODUCTION 

La vinburnine (I) est un alcaloide indolique de structure apparent& [ 1 ] h celle 
de la vincamine (III) (Fig. l), present en faible quantit.4 dans Vinca minor et 
prbpard par hdmi-synthhse [2,3] ou synthese totale [4,5]. L’ensemble des tra- 
vaux pharmacologiques realises sur cette molecule a demontre qu’elle amdliore, 
de faGon plus intense et prolongee que la vincamine, la circulation et le metabo- 
lisme cerebral [ 6,7] et qu’elle s’oppose, contrairement 51 la vincamine, aux effets 
amnesiants de l’hypoxie experimentale [ 81. En outre, des etudes pharmacocine- 
tiques cliniques ont montre que cet alcaloide subit un tres fort m&abolisme he- 
patique, conduisant notamment a un derive hydroxyle (Fig. 1 ), la 6-hydroxy- 
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Fig. 1. Structure cornpar& dea compoah vinbumine (I), 6-hydroxyvinbumine 
(III). 

(II) et vincamine 

vinburnine (II), principal metabolite humain [ 91. Enfin, l’hypothese existe que, 
comme la vincamine, cet alcaloide ne soit pas depourvu dune certaine toxicit. 
cardiaque llO,ll ] . 

Si l’on considere que les traitements ii base de vinburnine peuvent concerner 
g&-kralement des sujets ages susceptibles de presenter simultan6ment des trou- 
bles aussi bien hepatiques que cardiaques, il peut apparaitre opportun de disposer 
d’une mdthodologie applicable au suivi thtkapeutique d’un tel alcaloide. 

Cette methodologie devra reposer sur un protocole analytique performant, uti- 
lisable en routine. Ses qualit& de fidelit et de sensibiliti devront &re compati- 
bles avec les objectifs fixes aux etudes cliniques concemees et notamment avec 
les taux plasmatiques qui, au tours de traitement oral chronique, dvoluent en 
moyenne entre 10 et 300 ng/ml pour ce qui concerne le principe actif inchange. 

Bien qu’une seule methode analytique, reposant sur la chromatographie sur 
couche mince (CCM) [ 91, ait don& initialement toutes les garanties indispen- 
sables B l’dtude pharmacocin&ique du principe actif inchange, l’application de la 
chromatographie liquide 21 haute performance (CLHP) B ce type de dosage est 
apparue souhaitable, notamment en raison de son automatisation. Cette nouvelle 
methode a et6 ensuite validhe B l’occasion d’un traitement de vinburnine chez 
l’homme. 

Primipe 
Apres addition dun &talon interne constitue de p-chlorodisopyramide (PCD, 

IV, Fig. 2), les composes I et II sont extraits du plasma par l’ac&ate d’ethyle en 
milieu basique. L’extrait organique est ensuite centre-extrait par une solution 
aqueuse sulfurique. Cette &ape a pour but de purifier le principe actif et de con- 



159 

/ 
CH3 

/ 
CH 

\ 
CH3 

\ / 
CH3 

CH 

\ 
CH3 

Fig. 2. Structure de l’&alon inteme,p-chlorodieopyramide (PCD, IV). 

centrer l’echantillon. L’extrait aqueux sulfurique est ensuite tampon& (sans di- 
lution) par l’acetate de sodium, avant chromatographie. 

I et son metabolite principal (II) sont alors .&pares par CLHP et d&e&% par 
photometric UV h 254 nm. 

Le processus analytique peut Qtre decrit en trois &apes: extraction, chroma- 
tographie et detection. 

Extraction 
L&ape d’extraction s’applique simultanement, et pour chaque operation de 

dosage, B une gamme d’etalonnage et aux dchantillons plasmatiques it analyser. 
Ganme d’e’talonnage. Quatre Bchantillons de 500 ~1 de plasma humain l&moin 

sont charges en I et en II, 21 raison de 10,50,200 et 400 ng/ml. Pour chaque dosage, 
chaque Qchantillon est trait6 comme un essai plasmatique. 

Essais. Chaque Bchantillon plasmatique b analyser est trait6 comme suit. Le 
plasma (500 ~1) est introduit dans un tube B extraction de 8 ml B bouchage herme- 
tique (joint de PTFE, Sovirel, Levallois Perret, France). A cet Bchantillon sont 
ajoutes 500 ~1 dune solution de PCD (IV), do&e 210,5 pg/ml dans une solution 
aqueuse d’acide chlorhydrique 0,Ol M. Sont ensuite ajoutes 100 ~1 de solution 
aqueuse de hydrate de sodium 1 M. Ce melange est homog&&6 par agitation 
pendant 10 s, puis lui sont addition&s 4 ml da&ate d’ethyle (Merck pour ana- 
lyse) . Ce melange est agit.e pendant 2 min a l’agitateur automatique (Agitelec, 
Ets Toutlemonde, Paris, France), puis centrifuge pendant 3 min 212000 g. 

Apres centrifugation, 3,5 ml de l’extrait organique sont transvasb dans un tube 
21 fond tronconique de 5 ml, a bouchage hermetique (joint de PTFE, Alltech, Ets 
Interchim, Paris, France), trait& par 0,l ml dune solution aqueuse d’acide sul- 
furique 0,l M, puis agite automatiquement pendant 1 min. 

Apres centrifugation pendant 3 min B 2000 g, la phase organique surnageante 
est Bliminee par aspiration sous vide. L’extrait aqueux acide est alors transfere, h 
raison de 0,l ml, dans un flacon d’echantillonage pour injecteur automatique WISP 
(Waters, Paris, France) 06 aura Qtd prdalablement Bvapork a set 0,l ml d’une 
solution methanolique da&ate de sodium 0,2 M. Le pH final de l’extrait aqueux 
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a injecter est alors voisin de 4 et compatible avec les conditions de stabilite de la 
colonne de chromatographie. 

Chromatographie 
La chromatographie de chaque Bchantillon plasmatique (etalon et/au essai) 

est effect&e en mode isocratique sur colonne flondapak Cis (30 cm x 3,9 mm, 
Waters). La phase mobile est constituhe du melange ac&onitrile-eau-0,l A4 
d’heptane sulfonate de sodium dans l’acide acetique au 1:2 (33:65:2, v/v). Cette 
phase mobile est degazke extemporanement par filtration sous vide (membrane 
FH, 0,5 pm, Millipore, Molsheim, France). L’Qchantillon est inject6 automa- 
tiquement (injecteur WISP, Waters) a raison de 80 fl par essai. La chromato- 
graphie est effectuee a la tempdrature de 35’ C pour un debit de la phase mobile 
de 1,0 ml/min. 

De’tection 
La detection par photometric UV est realike au moyen d’un detecteur UV B 

filtre (Modele 440, Waters). 
Un intigrateur (Enica 21, Delsi Instruments, Suresnes, France) permet l’en- 

registrement continu (vitesse d’enregistrement de 0,25 cm/min), et l’evaluation 
des surfaces sous les pits chromatographiques. A l’occasion de la mise au point 
de la methode, les surfaces (S) des pits relatifs aux substances I et II ont 4th 
rapportdes aux surfaces des pits de l’etalon interne ( SIv): R1 = S,/S,; I& = Sn/ 
SN. En routine, la programmation de l’intigrateur a permis le calcul automatique 
de chaque concentration par calibration (interpolation) entre les deux points 
d’etalonnage (trois segments, quatre points) qui l’encadrent. 

R&ULTATS 

Compte tenu des qualites requises pour les methodes analytiques applicables 
aux etudes pharmacocinetiques et/au au suivi therapeutique [ 121, les resultats 
obtenus ont Bte control& du point de vue de la sensibiliti, de la linearite, de la 
specificite et de la reproductibilite. 

Sensibilitd 
La sensibilitk de cette methode a Qtk etudiee h partir de solutions pures. Dans 

ce cas il a Qte r&h& des solutions de I et II do&es B 25 ng par 100 fl, en utilisant 
comme solvant une solution d’acdtate de sodium (16,4 mg/ml) dans acide sul- 
furique 0,l M. L’injection automatique de 80 ,ul de cette solution, a dix reprises 
successives, a permis de montrer que, pour une masse injectee de 2 ng, les coef- 
ficients de variation des reponses sont de l’ordre de 10% pour le compose II et de 
5% pour le compose I (Tableau I). 

Linbarite’ 
La linearite de la methode a Qte Qtudiee dans les deux cas de solutions pures et 

de plasma humain. 
Pour ce qui concerne les solutions pures, une gamme &talon a 6th realise, dans 
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TABLEAU I 

SENSIBILIfi 

Surfaces individuelles S, et Su soue les pica chromatographiques, moyennee et coefficients de varia- 
tion, aprks injection automatique succeeeive de dix Chantillone de 2 ng de vinbumine (I) et de 6- 
hydroxyvinbumine (II) sow un volume de 80 fl. 

SI S II 

3514 3898 
3327 4238 
3702 3886 
3595 3971 
3656 4166 
3644 3580 
3526 4617 
3712 4331 
3947 3318 
3340 3677 

Moyenne 3596 3968 
&art type 184 385 
Coefficient de variation (%) 5,1 9,7 

les mQmes conditions que ci-dessus, aux concentrations suivantes: 2,4,8,20,40, 
80 et 200 ng par 80 ,ul. La linearite de la reponse est exprimee par les parametres 
des droites obtenues par regression selon la methode des moindres car&s. Elles 
se caracterisent par les equations y = 2143x - 4015 pour I et y = 1814x - 288 pour 
II et par des coefficients de regression > 0,999 dans chaque cas. 

Pour ce qui concerne le plasma, la lineariti de la methode a Qte controlee B 
partir de dix gammes d’kalonnage differentes effect&es avec des plasma charges 
en I et II h raison de 10, 50, 200 et 400 ng/ml. Dans le cas du principe actif, les 
resultats ont conduit a un coefficient de regression moyen de 0,999 associe 21 un 
coefficient de variation moyen de 0.1%. Dans le cas du metabolite principal, le 
coefficient de regression moyen de 0,996 est associe a un coefficient de variation 
moyen de 0.53%. 

Selectivitk 
La Fig. 3 illustre la selectivite de la methode a partir d’un exemple de chro- 

matogramme obtenu apres traitement d’un Bchantillon plasmatique charge en 
composes I et II a raison de 5 ng/ml. Par comparaison au chromatogramme d’un 
plasma temoin, depourvu des produits I et II, ainsi que de l’etalon interne IV, il 
apparait que le plasma humain standard ne presente pas de pits susceptibles 
d’interferer avec les composes concern&; de plus, dans les conditions d’extrac- 
tion, de chromatographie et d’enregistrement d&rites, tout risque d’interference 
entre ces trois produits est exclus. 

Reproductibilitt? 
La reproductibilite de la methode a Qtk &udiee dune part au tours de la journde, 

d’autre part au jour le jour. 
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Fig. 3. Selectiviti. Comparaieon des chromatogrammes d’un plasma timoin et d’un plasma d’eeeai 
(chargh en I et II zi raieon de 5 ng/ml) . Viteeee d’enregistrement de 0,25 cm/min. IV =&don interne. 

Au cows de la journde. Le controle de reproductibilit4 a port6 sur trois plasma 
temoins charges aux concentrations theoriques de 20,100 et 200 ng/ml de I et II. 
Analysees dix fois de suite au tours d’une m&me journee, par comparaison aux 
gammes d’etalonnage d&rites ci-dessus, les concentrations mesurees ont Qtd, en 
moyenne, respectivement pour I et II de 20 et 19 ng/ml, de 102 et 97 ng/ml et de 
199 et 205 ng/ml. Le Tableau II illustre l’ensemble des resultats caract&%& par 
des coefficients de variation t&s faibles. 

Au jour le jour. La reproductibilite au jour le jour a port4 sur deux plasma 
temoins charges aux concentrations theoriques de 20 et 100 ng/ml de I et II. 
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TABLEAU II 

REPRODUCTIBILITR AU COURS DE LA JOURNBE 

Concentrations mesuties individuek et moyennes (n = 10) cornparks aux concentrations thk- 
riques (C,) de plasma tdmoins chargds B 20,100 et 200 ng/ml en vinburnine (I) et 6-hydroxyvinbur- 
nine (II). 

Concentration mesurke (ng/mI) 

C, = 20 ng/mI C,= 100 ng/mI C,= 200 ng/ml 

I II I II I II 

1 20 17 103 
2 20 20 103 
3 23 20 102 
4 18 18 104 
5 20 19 102 
6 21 17 100 
7 20 19 100 
8 19 20 105 
9 18 18 98 

10 21 19 101 

Moyenne 20 19 102 97 199 205 
Coefficient de variation ( % ) 7 6 2 10 3 5 

87 
92 

113 
95 

105 
103 
105 
- 

86 
91 

207 189 
200 206 
207 211 
200 212 
203 204 
191 213 
198 190 
193 221 
193 211 
194 194 

Analysees dix fois separement (dix jours differents ) et &al&es h chaque fois par 
rapport h une gamme d’htalonnage, les concentrations mesurkes ont t%e respec- 
tivement pour I and II de 22 et 19 ng/ml et de 102 et 105 ng/ml. Le Tableau III 
illustre l’ensemble de ces resultats caracterises par des coefficients de variation 
relativement peu Qlev&. 

Enfin, afin d’&aluer la stabilith des composes concern&, un plasma temoin a 
6th charge b raison de 100 ng/ml en I et II et divisd en dix Qchantillons. Congeles 
simultanement ces Qchantillons ont &tB analyses progressivement sur une duree 
de six mois. Les concentrations mesurtks, illustrdes dans le Tableau IV et la Fig. 
4, dune valeur moyenne respectivement de l’ordre de 10426 et 10159 ng/ml 
pour I et II, traduisent la bonne stabiliti de I et II sur cette periode et done a 
fortiori dans les delais habituels de conservation des Qchantillons plasmatiques. 

Application 
A titre d’evaluation, cette methode de dosage par CLHP a Btk cornparke a la 

methode de kference [ 91. Cette comparaison a port& sur les Qchantillons plas- 
matiques obtenus apres administration orale d’une dose de 60 mg de vinburnine 
base (Cervoxan, Laboratoires Beecham, Paris, France) chez un sujet volontaire 
sain. Huit prelkements sanguins veineux ont eti effect&s aux temps 0,&l, 1,5, 
2,3,4, 6 et 8 h apres l’administration. La mkhode de ref&ence est basee sur la 
separation par CCM de la vinburnine et de ses metabolites, suivie d’un dosage 
par spectrofluorodensitom&rie in situ. 
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TABLEAU III 

RBPRODUCTIBILITB AU JOUR LE JOUR 

Concentrations mea&es individueiiea et moyennes (n= 10) cornparks aux concentrations thb- 
riques (C,) de plasma timoins charg& a 20 et 100 ng/mI de vinburnine (I) et de 6-hydroxyvinbumine 
(II). 

Concentration mestir& (rig/ml) 

C, = 20 ng/mI C, = 100 ng/ml 

I II I II 

1 24 19 108 99 

2 21 14 98 101 
3 24 25 102 126 
4 18 18 108 89 
5 21 26 96 117 
6 23 26 99 96 
7 21 19 103 114 
8 22 14 104 104 
9 21 15 100 100 

10 21 15 99 105 

Moyenne 
Coefficient de variation ( % ) 

22 19 102 105 
8 26 4 11 

TABLEAU IV 

STABILITB 

Evolution en fonction du tempa des concentrations plasmatiquee mesurkes a partir d’un bhantillon 
de plasma h-in charge a 100 ng/mI de vinburnine (I) et de 6-hydroxyvinbumine (II). 

Temps (mois ) Concentration (ng/mI) 

I II 

0 108 99 
192 98 101 
2 108 89 
292 96 117 
2,3 99 96 
2,4 103 114 
4 104 104 
4,5 99 105 
595 114 88 
6 110 100 

Moyenne 104 101 
I&t type 6 94 
Coefficient de variation ( W) 5,7 93 
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Fig. 4. Evolution en fonction du temps (six mois) de ia concentration piasmatique dun bhantihon 
de plasma humain chargk h 199 ng/ml de vinburnine ( l ) et de 6-hydroxyvinburnine ( 0 ) . 

TABLEAU V 

CONCENTRATIONS PLASMATIQURS DE VINRURNINE (I) ET DE 6-I-NDROXYVINRUR- 
NINE (II) MESURRES SUR 8 h PAR CLHP ET CCM AP&S ADMINISTRATION ORALE DE 
60 mg DE VINRURNINE CHEZ L’HOMME 

SSC = aires sous lea courbes de concentration. 

Temps 
(h) 

Concentration (ng/mi ) 

CLHP 

I II 

CCM 

I II 

995 36 68 35 74 
1 131 202 140 241 
195 121 207 118 262 
2 34 172 79 238 
3 46 140 43 168 
4 29 109 32 135 
6 13 42 20 65 
8 11 31 14 37 

SSC (rig-h/ml) 334 766 351 1005 

Les concentrations plasmatiques obtenues avec chaque methode sont resumees 
dans le Tableau V et illustrees par la Fig. 5. Ces resultats ne montrent pas de 
difference importante dans l’evaluation des concentrations de vinburnine, mais 
ils font apparaitre des differences sensibles dans l’estimation du principal mdta- 
bolite circulant. D’un point de vue biopharmaceutique, les deus methodes ne sem- 
blent pas apporter de differences dans l’evaluation de la biodisponibilitk de la 
vinburnine. En effet les aires sous les courbes des concentrations plasmatiques, 
refletant les quantittk de principe actif disponibles, evaluees sur la duree esperi- 
mentale par la methode des trapezes, different de moins de 5% (Tableau V). 
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Fig. 5. Evolution des concentrations plasmatiques de vinburnine (I) et de 6-hydroxyvinbumine (II) 
aptis administration orale de 60 mg de I chez l’homme, et dosage comparatif par CLHP et CCM. 

Toutefois les differences observable8 au niveau de la 6-hydroxyvinburnine lais- 
sent penser que, si la methode de reference presentait les qualitis de spdcificiti 
requises pour 1’Qtude pharmacocinetique du principe actif inchange, la nouvelle 
mdthode ameliore la specificit du dosage de la 6-hydroxyvinburnine et autorise 
une meilleure etude ulterieure du metabolisme du principe actif. 

CONCLUSION 

La methode de dosage par CLHP presente en general l’inconvenient d’un cot% 
de mise en oeuvre Bleve. En Bchange ses avantages sont multiples. Dans le cas 
present, tout en p&servant la sensibilite analytique vis-a-vis des deux composes, 
la methode de dosage par CLHP permet de reduire t&s sensiblement le volume 
d’echantillon sanguin necessaire (0,5 ml de plasma au lieu de 2 ml). Elle semble 
ameliorer la specificite en terme de metabolisme, notamment vis-hvis du m&a- 
bolite principal (6-hydroxyvinburnine ) . Enfin, l’automatisation de l’analyse ac- 
croit la rapidite d’obtention des don&es sanguines et la fiabilitd des rdsultats, 
elle meme traduite par la fidelit de la methode. 

Ces qualites presentent d’autant plus dint&t qu’elles accr&litent les don&es 
plasmatiques concernant le principal metabolite humain et permettent d’en- 
visager l’etude precise de l’important processus de biotransformation de la 
vinburnine. 

RI%UMI% 

Une methode de chromatographie liquide 21 haute performance est proposee 
pour ameliorer le dosage de la vinburnine (I) et de la 6-hydroxyvinburnine (II ), 
son principal metabolite humain. Les composes I et II, ainsi que le p-chlorodiso- 
pyramide (&talon interne) sont extraits du plasma par de l’acetate d’ethyle en 
milieu alcalin, puis centre-extraits en milieu sulfurique. Leur separation s’effec- 
tue sur colonne ,Bondapak Cl8 en utilisant comme phase mobile le melange ace- 
tonitrile-eau-0,l M d’heptane sulfonate de sodium en milieu acetique. Leur 
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detection est r&&see par photometric UV h 254 nm. Le. delai d’obtention de re- 
sultats est de 20 min. Les coefficients de variation sont pour I et II respectivement 
de 7 et 6% (chaque jour ) et de 8 et 26% (jour le jour, d&i de 35 mois), pour la 
concentration de 20 ng/ml. La sensibiliti est de 5 ng/ml pour des concentrations 
therapeutiques usuelles comprises entre 10 et 300 ng/ml. Cette methode permet 
la determination rapide, sure et fiddle de la vinburnine et de la B-hydroxyvinbur- 
nine B partir de 0,5 ml de plasma hhparine. Elle est comparee a une methode de 
reference (chromatographie sur couche mince) B propos dune etude de suivi 
thdrapeutique. 
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