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Le developpement des etudes, cherchant a Btablir des relations entre les con- 
centrations plasmatiques des psychotropes et les reponses therapeutiques ou les 
effets secondaires obseerves, amene les psychiatres a avoir de plus en plus recours 
au dosage de ces medicaments. 

Les methodes immunologiques disponibles pour les antiepileptiques et les an- 
tidepresseurs rendent ces determinations accessibles aux laboratoires non spe- 
cialises. Par contre, en ce qui concerne les neuroleptiques, il est necessaire de faire 
appel h des methodes chromatographiques qui devront Qtre adapt&es aux mole- 
cules consider&es. 

Le dosage de la perphenazine, phenothiazine piperazinee (PPZ ), comme celui 
de l’ensemble des neuroleptiques, presente un certain nombre de difficult&: pos- 
sibilite d’interferences dues aux correcteurs et autres medicaments associes, aux 
metabolites dont l’activite n’est pas clairement Btablie et a la grande variabilite 
interindividuelle des taux seriques. Ceci implique de disposer d’une methode spe- 
cifique dont la linearite de l’etalonnage soit suffisamment &endue. Les methodes 
dejjh proposees font appel a la chromatographie gazeuse [l] avec detection par 
capture d’dlectron, a la radioimmunologie [2] et ?I la chromatographie liquide 
[ 3,4]. Ces methodes sont relativement complexes et difficiles h mettre en oeuvre 
pour les nombreux dosages necessites par le suivi therapeutique. C’est pourquoi 
nous proposons ici une methode en chromatographie liquide dont le protocole 
d’extraction a ete simplifre et qui permet cependant d’obtenir une bonne speci- 
ficite et de determiner des concentrations voisines de 0,5 pg 1-l. 
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MATBRIEL ET MfiTHODE 

Matkriel 
R&.&ifs. L’acetate d’ammonium RP Normapur, le methanol RP Normapur, le 

m&than01 pour spectrophotometrie dans YUV, l’hydroxide de sodium 10 M RP 
Normapur proviennent de Prolabo (Paris, France). L’acetate d’Qthyle et l’hexane 
UV sont de qualite HPLC spectra grade (Alltech Assoc., Applied Sciences Labs. ) . 
La perphenazine base et le sulfoxyde de perphe’nazine nous ont 6th fournis par 
les laboratoires Unicet (Levallois Perret, France ) . 

Les solutions &talons de PPZ et d’haloperidol a 1 mg ml-’ dans le methanol 
UV sont conservees a 4’ C et stables pendant pusieurs mois. Ces solutions diluees 
au 1: 1000 (solutions B 1 pg ml-‘) dans le methanol UV se conservent quinze 
jours a 4 ‘C. 

Appareillage. Le systeme de chromatographie liquide est constitue dune pompe 
Spectra Physics SP 8750, dune colonne Brownlee Cyano Spheri 5 pm, 250 
rnrn~ 4,6 mm (Touzart et Matignon, Vitry, France) et dun spectrophotometre 
Shimadzu SPD 2A. La phase mobile est degazee en permanence sous helium et 
distribuee par un systeme de distribution de solvants SP 8700 X R. L’enregistreur 
est un Servotrace ( SQfram). 

Protocole op&atoire 
Extraction. La gamme d’etalonnage est realisee h partir de serums temoins 

surcharges: a cinq prises d’essai de 2 ml de serum sont ajoutes 5, 10,20, 30 et 60 
~1 de solution methanolique de PPZ h 1 pug ml-l et 100 ~1 de la solution d’halo- 
p&idol g 1 pug ml-’ dans le methanol, utilisee comme &talon interne. Le milieu 
est alcalinise par 100 ~1 de l’hydroxide de sodium 1 M et extrait par 2 ml dun 
melange acetate d’ethyle hexane (4 : 2, v/v). Apres agitation au vortex pendant 1 
min et centrifugation 5 min a 4000 tours min- ’ (2350 g) , la phase organique est 
prelevee. Cette phase est lavee par 200 ~1 de l’hydroxide de sodium 0,l M. Aprks 
agitation au vortex pendant 1 min et centrifugation, la phase organique est des- 
s&h&e sur sulfate de sodium puis &vapor&e sous azote et le residu est repris par 
100 ~1 de methanol UV. 

Les s&urns de malades a doser sont extraits dans les mQmes conditions b partir 
dune prise d’essai de 2 ml. 

Conditions chromatographiques. L’extrait methanolique (50 ~1) est inject6 sur 
une colonne Cyano Spheri 5 pm. L’elution est realide par une phase mobile con- 
stituee de 90% de methanol Normapur et 10% da&ate d’ammonium 0,Ol M, 
filtree sur milliporre et degazee par un flux continu d’helium. Le debit est de 2 ml 
min-l. La detection est effect&e en UV a 257 nm a une sensibilite de 0,005 a.u.f.s. 
et l’enregistrement sur Servotrace 8 mV pleine Qchelle avec un deroulement du 
papier de 05 cm min-I. 

RlkSULTATS 

La Fig. 1 montre les traces obtenus a partir dun serum tkmoin (a), de deux 
serums de malades a 5pg 1-l (b) et a 0,6 pg 1-l (c). Le temps de retention de 
PPZ est d’environ 3,l min et celui de l’haloperidol, 6,2 min. 
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I PPZ L I, 
c : sCru,, de lalade dos& 

d 0.6 pg 1-l 

Fig. 1. Track obtenus k partir d’un &urn tkmoin (a), de deux drums de malades ?I 5 E 1-l (b) et & 
0,6 ,ug 1-l (c). Pits: PPZ=perph&azine (3,l min); EI=&alon mterne, l’halop&idol (6,2 min). 

La droite d’ktalonnage 6tablie B partir des rapports des hauteurs des pits de 
PPZ et d’Qtalon interne est lirkaire pour des concentrations allant de 0 & 30 pug: 
1-l. Dix gammes d’htalonnage, prkparkes B des jours diffkents, sont exprimks par 
la droite moyenne de type y=a~+b avec y= (0,09125+-0,017)x 
+ (0.00053 + 0,0279). Le coefficient de corr&lation moyen (r) est de 
0,99967 +- 0,0003. L’exactitude a &4 calculke pour chaque point de concentration 
de ces gammes d’dtalonnage (Tableau I ) . 

La rkpktabilitk de la mkthode a Qtk test&e sur des pools de &rum surchargks ?I 
5-10 et 30 ,ug 1-l extraits le mBme jour. La reproductibilite a 4th &alike sur des 
&rums surchargk aux mQmes concentrations, conserGs, congel& et extra& sur 
dix jours. Les rksultats sont rassembk dans le Tableau II. 
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TABLEAU I 

EXACTITUDE 

Concentration Nombre 
ajou& d’echantillons 

(ng/ml) (n) 

Concentration calculee 
(moyenne f SD. ) 
(rig/ml) 

C.V. 

(%) 

Erreur 
(%) 

2,5 10 2,36 f 0,27 11,3 -5,6 
5 10 5,08iO,18 3s +1,6 
10 10 9,99f0,31 331 -0,l 
15 10 15,17f0,23 195 +1,1 
30 10 29,93?0,18 0,6 -0,2 

TABLEAU II 

REPETABILITE ET REPRODUCTIBILITE 

Serums surcharges 
en PPZ 
(ffi I-‘) 

Repetabilitk 

n X (/fg 1-l) 

Reproductibiliti 

C.V. (%) n x (p.g 1-1) C.V. (%) 

5 10 5,04io,15 2,9 10 4,94+0,27 534 
15 10 14,89f0,27 198 10 16,2 2 1,Ol 672 
30 10 27,71 k 0,72 2,6 10 30,92 i 1,53 5,O 

TABLEAU III 

MEDICAMENTS ASSOCIES AU TRAITEMENT PAR LA PPZ 

Tranquillisanta 

Diazepam 
Lorazkpam 
Clonazkpam 
Clorazkpate dipotassique 
Flunitrazepam 
Triazolam 
Bromazepam 

Neuroleptiques 

Alimhmazine 
Levomepromazine 
Propkiciazine 
Thioridazine 
Cyamkmazine* 

Antidepresseurs 

Mianekine 
Maprotrline 
Amitriptyline 

Correcteurs 

Trihexyphenidyle 
Bipend&ne 
Tropatkpine 
Etybenzatropine 

*La cyamkmazine a un temps de retention t&s voisin de celui de l’halopkridol. 

Le rendement d’extraction est de l’ordre de 70%. En effet, les rendements d’ex- 
traction moyens, calcules par quatre evaluations sur les point de concentration 
5, 15 et 30 fig 1-l sont respectivement de 64,3 + 6,8, 74,3 2 5,7 et 65,2 + 1,4 avec 
des coefficients de variation (C.V. ) de 10,5,7,6 et 2,2%. 

La limite de detection en se basant sur un rapport signal/bruit de fond >, 2 peut 
dtre estimke B 0,5 ,ug 1-l pour une prise d’essai de 2 ml de s&urn. La repetabilite 
de cette limite effect&e sur dix Bchantillons d’un pool surchargk a 0,5 pg 1-l 
presente un coefficient de variation de 7%. 
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La specificite de cette methode a Qte etablie vis-&is des medicaments les plus 
souvent associds au traitement par la PPZ ainsi que vis-&vis de leurs metabolites 
(Tableau III). Nous avons Qgalement verifie que le metabolite sulfoxyde de la 
PPZ ne provoquait pas #interference. 

DISCUSSION 

L’extraction des phenothiazines se fait classiquement en milieu alcalin soit en 
une seule &ape soit en trois &apes avec &extraction en milieu acide [ 51. L’avan- 
tage du premier pro&de est d’gtre rapide et d’obtenir un rendement maximum, 
cependant les traces chromatographiques obtenus pour ces extraits sont souvent 
perturb& par des constituants seriques donnant lieu notamment a de larges fronts 
de solvants, ces impuretes seriques peuvent en outre contribuer a diminuer la 
duke de vie des colonnes utilisees. La seconde methode en trois &apes est pre- 
f&able pour obtenir des extraits purifies mais le rendement d’extraction et done 
la sensibilite de la technique en sont fortement diminues. L’int&Gt du mode d’ex- 
traction presente ici avec un seul lavage, en milieu alcalin plus faible, est d’obtenir 
un rendement d’extraction satisfaisant (70%), tout en Qliminant un certain 
nombre de constituants biologiques Qlues dans le front de solvant. 

Le melange de solvants d’extraction retenu, acetate d’ethyle-hexane (4: 2, 
v/v) est celui propose par Larsen et al. [ 41. 

Cette proportion da&ate d’ethyle procure au melange solvant une polarite 
suffisante pour Qviter l’adsorption de la PPZ sur les parois de la verrerie, sans 
toutefois extraire beaucoup d’impuretes, comme nous avons pu le verifier. Des 
essais pratiques avec un melange de solvant acetate d’ethyle-hexane (2 : 4, v/v) 
montrent un rendement d’extraction t&s nettement diminue. Avec l’hexane seul, 
le rendement d’extraction est presque nul. Avec l’acetate d’ethyle seul, un front 
de solvant extremement large est observe. 

Le choix de la colonne et de la phase mobile ont et& effect&s en se &f&ant a 
l’etude systematique de Curry et Brown [ 61 sur la separation en chromatographie 
liquide de differents neuroleptiques phenothiaziniques. Cornparke a une colonne 
Ci8, test&e dans des essais preliminaires, la polarite d’une colonne cyano est plus 
grande et permet une meilleure separation de la PPZ du front de solvant. De 
mbme, une granulometrie de 5 pm pour cette colonne cyan&e nous semble pre- 
ferable h celle de 10 ,um pour des raisons d’efficacite. En effet, sur une colonne 
cyano de 10 pm, nous avons observe un petit pit dun constituant serique, t&s 
proche de la PPZ, pouvant gener l’exactitude des dosages aux faibles 
concentrations. 

Par ailleurs, des serums de malades trait& par d’autres medicaments associes 
a la PPZ, rapport& dans le Tableau III, ont Cte extraits et chromatographies selon 
le protocole decrit ci-dessus. 11 n’a pas Qte observe d’interference au niveau des 
pits d’elution de la PPZ et de l’haloperidol, ce qui permit d’affirmer la specificitd 
de cette methode aussi bien vis-a-vis de ces medicaments que de leurs metabolites. 
I1 est toutefois a noter que, lorsque les malades sont trait& avec de la cyamema- 
zine, une interference peut Qventuellement apparaitre au niveau de l’elution de 
l’etalon interne. 



La metabolite principal de la PPZ est le derive sulfoxide. Son efficacite thera- 
peutique n’a pas Qte clairement prouvee et la plupart des methodes de suivi the- 
rapeutique proposee en chromatographie liquide haute performance ne le pren- 
nent pas en compte. Cependant, son temps de retention &ant proche de la PPZ 
dans nos conditions chromatographiques, now avons voulu verifier qu’il 
n’interfererait pas dans les dosages. En traitant des serums surcharges en sul- 
foxyde, entre 123 et 50 pug l-l, selon le protocole de la PPZ, nous avow mis en 
evidence l’absence d’extraction du sulfoxyde dans les conditions d&rites. 

En conclusion, la methode proposee ici permet le suivi therapeutique de ma- 
lades trait& par la PPZ aussi bien par voie orale que par voie parent&ale. 

C’est ainsi que pour des posologies orales de 48 mg par jour (Trilifan@ ), on 
observe, a l’etat d’equilibre avant la premiere prise matinale, des taux generale- 
ment compris entre 2 et 10 pg 1-l (5 et 25 nmol l-l) avec des valeurs extrQmes 
pouvant aller de 1 a 40 ,ug 1-l (2,5 a 98 nmol 1-l ). Avec l’enanthate de PPZ 
(Trilifan Retard@ ), forme retard inject6 par voie intramusculaire tous les quinze 
jours aux posologies de 100 ou 150 mg, les concentrations seriques, h la fin de cette 
periode, sont beaucoup plus basses et peuvent descendre en dessous dun pug 1-l. 
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