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INTRODUCTION 

Le metabolisme des mkdicaments est actuellement une discipline qui 
s’inthgre dans la science pharmacologique. Plusieurs articles ont deja expos6 
I’importance, l’ampleur et les informations que ces etudes peuvent apporter 
dans l’ttude des nouveaux produits pharmaceutiques ( l ,  ’). Cette extension est 
d’ailleurs prouvie par la litterature scientifique qui s’accrolt de jour en jour. 
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Ces travaux emanent surtout de l’Universit6, mais les societes industrielles 
s’inttressent d’une maniere tres precise a ce type d’ttudes. Si I’equipement 
nkcessaire est complexe et coMeux et si le marquage des produits a etudier pose 
de reelles difficult&, non seulement sur le plan scientifique, mais egalement sur  
le plan des delais et des prix de revient, il n’en est pas moins certain que I’on 
assistera a une introduction des resultats obtenus par ces techniques dans le 
dossier de chacun des nouveaux produits pharmaceutiques (3) .  Cependant, nous 
devons insister sur le fait que l’on ne saurait tirer des conclusions de telles 
recherches qu’avec une grande prudence, car la statistique ne peut les etayer, 
etant donne le nombre limite d’experiences *. 

Cette etude est consacrte d’une part a cette connaissance technique nkces- 
saire a ]’etude metabolique d’un medicament marque, d’autre part aux avertis- 
sements de circonspection dans leur interpretation dont tout chercheur desireux 
de les poursuivre doit s’inspirer. Elle n’est nullement exhaustive; elle a pour but 
d’exposer la suite des operations necessaires. tout en soulignant I’importance 
de chacune d’elles, comme aussi les techniques et l’appareillage utilise. 

Nous devons encore remarquer que les progres continus en matiere 
d’appareils et de techniques nous obligent a une constante revision de notre 
point de vue. 

LES CONDITIONS DE SYNTH~SE 

Celui qui entreprend l’ttude d’une substance exogene donnte doit tout 
d’abord prevoir theoriquement, a la lumiere des reactions mktaboliques clas- 
siques, ses transformations possibles dans l’organisme. La molecule peut-elle 
s’tliminer comme telle ou subira-t-elle in vivo des oxydations et des conjugai- 
sons ? Oh se situeront ces transformations de structure ? Cette etude prealable 
le conduira a prevoir la position la plus utile de I’BIement marque. I1 adaptera sa 
synthkse a cet effet. II se peut qu’une seule position du traceur radioactif ne 
suffise pas a decouvrir I’identification ulterieure des catabolites. Une seconde 
etude sera dks lors necessaire quant a une position differente de I’atome marque 
dans sa structure molkculaire (4). 

Toute synthkse marquee doit obeir a un premier impiratif : posseder une 
actioitC spCciJique la plus ClevPe possible, sans que cet imperatif ait des rtpercus- 
sions par des phenombnes d’autoradiolyse (’). Les faibles doses administrees a 
l’animal et la forte dilution qui s’opere dans l’organisme vivant justifient 
I’utilisation de substances d’activite specifique Clevee. De plus, I’activite spkcifi- 
que elevee facilite la detection sur chromatogrammes de quantitks tres faibles, 
qui doivent posseder encore assez d’activite pour rendre aisee une determination 
non seulement qualitative, mais quantitative. 

* Cf. 6galement les Recommandations du Comitd de I’Association europkenne pour 
I’gtude de la Toxicite des Medicaments, 1964. 
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Le choix de la voie de synthbse doit tenir compte egalement de l’imperatif 
depurett radiochimique, qui est elle-m&me en relation avec la position de I’atome 
marque. Une erreur d’appreciation du nombre des catabolites s’explique par la 
confusion entre les produits issus du mttabolisme et les Cventuelles impuretts - 
pouvant elles-m&mes se metaboliser. On peut citer I’exemple du marquage en 
position 2 du cycle hydantoinique de la diphenylhydantofne, qui s’effectue par 
condensation de I’urCe - 14C avec le benzyl. Cette synthbse peut conduire a la 
formation d’une diphtnyl-acitylkne-diureine, aux propriites proches de celles 
de la diphenyl-hydantoine, une purification Ctant extr2mement difficile. Si, par 
contre, on fait riagir du cyanure de s~dium-’~C sur la benzophenone, en 
presence d’adtamide, on obtient une diphenylhydantoine marquee en position 
4 du cycle dont le processus de purification est plus simple et plus total@’. 

Ces trois conditions imperatives de synthkse necessitent une liaison intime 
entre les syntheticiens et les utilisateurs. II appartient au pharmacologue de 
preciser la partie de molecule ou le radical auquel il porte interst. Le chimiste 
decidera si cette synthkse est realisable et etudiera son rendement en radioactivitt. 
Leur dialogue posera des problbmes d’ordre scientifique (le rendement de la 
synthbse, la pureti obtenue) et Cconomique (le prix de la molecule marquee, en 
relation avec la duree de la synthkse). Ces problbmes ne peuvent Etre resolus que 
sur la base d’une information reciproque, qu’il est trks difficile d’obtenir 
jusqu’ici (’). Un office permanent de liaison et de documentation, actuellement 
en gestation, tend a combler cette lacune en Europe (’). 

LES CONDITIONS DE L’EXPGRIMENTATION 

L’animal de choix, pour ce type d’experience, est le rat de souche pure, a un 
Bge oh I’on observe une relative stabilisation de son poids. Ces animaux, 
d’environ 100 A 150 g, presentent I’avantage d’utiliser des quantites relativement 
faibles, de I’ordre du milligramme du produit administre. Exceptionnellement, 
le chat, et plus rarement le chien, sont utilises, parce que plus difficiles A traiter; 
ils demandent une canulation pour l’observation de I’elimination urinaire a des 
temps reguliers. La purete de la souche, I’iige de l’animal et son poids sont des 
problbmes annexes. La voie parenterale nous parait preferable pour I’injection 
chez le rat. La voie i.v. pose quelquefois des problbmes delicats lorsqu’il s’agit 
de l’administration quantitative du produit, dans le cas ou un bilan est neces- 
saire. Cette nicessite d’une injection quantitative nous oblige a prendre des 
dispositions tout A fait strictes quant a la quantite administree. I1 faut tenir 
compte des quantitks restantes dans le dispositif d’injection. Le schema d’elimi- 
nation ne prtsente pas de difference notable dans le cas d’une administration 
intraveineuse ou i.p. La quantite injectie varie selon la nature du produit et le 
but poursuivi par l’experience. Elle sera la dose therapeutique pour toute analyse 
globale; elle sera inferieure ou repttee dans le cas d’etude chronique, ou pour 
I’observation des phknombnes d’accoutumance. Elle peut etre elevee et unique 
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lorsqu’il s’agit d’obtenir des quantitis importantes en vue de I’identification des 
metabolites. Si I’on dispose d’une substance d’une activitt specifique Clevte, la 
dilution permet d’administrer la dose therapeutique tout en epargnant le 
produit marque. Aprbs administration, I’animal est maintenu dans une cage 
mttabolique en atmosphbre contrcilte. 

L’etude sur I’urine (( globale )) ne peut servir qu’a etablir un bilan de 
l’excrition du produit. I1 nous parait essentiel, en plus, de suivre I’elimination 
urinaire en fonction du temps, si l’on tient observer la durCe d’action du 
produit inchange, c’est-a-dire a suivre le rythme de son oxydation ou de sa con- 
jugaison - le plus souvent processus d’inactivation. L’animal demeure jusqu’a 
48 a 60 heures dans sa cage metabolique. Les urines sont recueillies par un 
collecteur de fractions (9). 

De mzme, un autre type d’experience consiste a mesurer en continu 1e CO,, 
par un dispositif infra-rouge dans I’air exhale, et tgalement le 14C0,, par la 
technique des chambres d’ionisation. On etablit en continu le rapport 
14C0,/C02. Le meme appareillage nous permet de mesurer le taux d’oxygbne. 
En effectuant ces experiences, on place I’animal dans une cage metabolique, 
enceinte dans laquelle les differents parambtres, tels la pression, l’humidite, la 
temperature et I’alimentation, sont contrciles. 

Tout prelbvement d’organes necessitera l’interruption de l’experience aprbs 
6 a 12 heures. Dans la plupart des cas, la repartition de la radioactivite dans les 
organes ne fait que confirmer le foie comme I’organe majeur de transformations 
biochimiques. Cependant, s’il peut Etre interessant de connaitre la quantite de 
radioactivite dans un organe particulier (le cerveau, par exemple), c’est pour 
savoir s’il s’agit du produit inchange ou d’un de ses catabolites. L’autohisto- 
radiographie est alors indiquee, mais ne repond que fragmentairement a la 
question. En definitive, seule I’analyse quantitative, et surtout qualitative, 
permet de separer les catabolites et de les identifier. Ces differentes etapes sont 
uillstrkes dans le schema a la page 214. 

LE P R O B L ~ M E  ANALYTIQUE 

La mesure de la radioactivite est, dans ce type d’experience, une technique 
de routine. Differents compteurs sont utilises : du GM au compteur a courant 
gazeux sans fenstre, d u  compteur proportionnel a la scintillation liquide ( l o ) .  

Les activites sptcifiques de plus en plus Clevees des medicaments utilises 
ont facilite le probleme de comptage. Cependant, il se pose encore quelques 
questions concernant les mesures par scintillation des produits du catabo- 
lisme (‘ ). 

La premibre mesure est celle de la radioactivitt globale des fractions 
urinaires Climinees. Cette information peut nous renseigner sur la cadence 
d’elimination; mais les problbmes les plus importants a resondre sont ceux de 
la transformation du produit inject6 chez l’animal. 
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Schema d'une Etude metabolique 

Elimination 
a ylobale urinaire 

SBparation des catabolites 

I Autohistorediographie 

FIG. 1 

Aprts l'administration du medicament marquk, les liquides biologiques 
sont rkcoltks. Chaque fraction urinaire est etudike par chromatographie sur 
papier. Plus de dix systtmes chromatographiques sont utilises afin de choisir le 
systeme avec lequel on obtient la meilleure skparation. Chaque substance radio- 
active est localisee par enregistrement de sa radioactivite a I'aide d'un compteur 
sans fenCtre B courant gazeux. On reptre ainsi couramment des quantites de 
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l’ordre du microgramme. Chaque secteur actif est Clue du papier. Une nouvelle 
chromatographie est necessaire pour determiner si cette radioactivite est due a 
un ou plusieurs catabolites. En effet, il est rare qu’une separation complete de 
tous les catabolites soit possible par un seul systbme chromatographique. 
Pratiquement deux, voire trois systtmes sont suffisants pour une separation 
complete. Les separations ne sont bonnes et les Rf constants qu’a condition de 
travailler dans des enceintes climatides. Une fois la technique de chromato- 
graphie sur papier mise au point - ce qui est d’ailleurs assez laborieux et reserve 
parfois des surprises - on obtient, aprks elution, des valeurs quantitatives 
pour chacun des secteurs actifs correspondant a un des catabolites. La methode 
planimetrique, ainsi que celle d’integration par disque, n’ont pas donne, dans 
notre domaine, des resultats suffisamment reproductibles pour I’utilisation de 
routine. C’est pour cette raison que nous sommes obliges d’eluer et de mesurer 
la radioactivite des catabolites. 

L’autoradiographie est tgalement utilisee plut6t pour l’observation de la 
regularitt de la chromatographie que comme methode de routine. 

Le nombre des catabolites et la vitesse de leur elimination determines, il 
reste a Ctablir leur structure chimique, ce qui, dans ces etudes, constitue la plus 
grande difficult& D’une part, il est, A priori, difficile de formuler une hypothese 
de transformation du produit administre, et les transformations biochimiques ne 
suivent pas ntcessairement les voies des degradations de la chimie organique. 
D’autre part, les methodes de la chimie organique pour la recherche des fonc- 
tions ne peuvent pas &tre appliqukes, a cause des tres faibles quantitts de catabo- 
lites dont nous disposons. I1 faut donc recourir aux mtthodes physico-chimiques 
de la spectrometrie dans l’ultraviolet et l’infrarouge. Ces mkthodes physico-chimi- 
ques, m&me si I’on applique des techniques (( micro D, necessitent des quantites 
de I’ordre d’une micro-mole pour l’infrarouge, et des quantitks bien superieures 
pour I’ultraviolet. Ces nicessites nous obligent a mettre en aeuvre la chromato- 
graphie sur couches minces. Cette chromatographie a l’avantage d’stre rapide, 
mais les separations sont de moins bonne qualite que celles sur papier. Des 
quantites dix fois superieures peuvent &tre chromatographiees. Le liquide biolo- 
gique est applique non plus en spots circulaires, mais sur une ligne de quelques 
centimetres. Par auto-radiographie, nous avons constate des separations bien 
meilleures que dans le cas des plaques B spots circulaires. I1 n’est pas question, 
par chromatographie sur couches, d’obtenir, apres elution, des produits purs. 
En realite, la plaque est stparke en trois ou quatre secteurs et, apres elution, 
une nouvelle chromatographie est necessaire. 

Une premiere tentative de determination d’une constante physique, - en 
l’occurrence le point de fusion, - est appliquee, dans le cas oh nous disposons 
d’une quantitk de l’ordre de cinquante microgrammes. Aprbs elution de plusieurs 
secteurs, une technique de microsublimation a ete mise au point. Sous vide 
pousst, la substance est chauffee et on condense les sublimables sur une lamelle 
de microscope refroidie, la temperature de l’azote liquide. On observe le point 
de fusion sous microscope a platine chauffante. Cette technique est utiliske pour 
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confirmer un resultat; elle est aleatoire dans le cas d’un catabolite de nature 
inconnue, et ceci pour bien des raisons. 

La chromatographie en phase gazeuse est tvidemment la mtthode de choix 
pour la purification et la preparation des produits issus du catabolisme des 
medicaments. Les medicaments que nous utilisons, barbituriques, hydantoine, 
glyoxaline, etc., donnent des temps de retention bien reproductibles, qui per- 
mettent leur separation. Ceci est encore valable pour certains de leurs catabolites. 
I1 est intiressant de signaler que le glucuro conjugue - pratiquement toujours 
present dans le processus du metabolisme des medicaments - supporte assez 
bien la chromatographie en phase gazeuse, sans decomposition appreciable. 
Avec des colonnes d’environ six pieds, d’un huitikme de pouce, des quantites de 
I’ordre d’une dizaine de microgrammes de ces produits sont reperables en 
utilisant des detecteurs A ionisation de flammes. La necessite de travailler a des 
temperatures relativement elevtes peut Etre cependant nifaste a certains cata- 
bolites. Pour &tre sQr que de tels phenombnes n’interviennent pas, une chroma- 
tographie de chacun de ces catabolites doit dtre faite au prealable. C’est 
seulement dans ces cas 18 qu’on peut passer a l’echelle preparative. La chroma- 
tographie sur couches nous procure le materiel pour ces essais. 

Le cliche suivant (Fig. 2) resume schtmatiquement la procedure utilisee dans 
ces types de recherche. 

dela radloaclivil6 

drlr radloaclivlt6 

FIG. 2 

Un autre avantage que prtsente la chromatographie en phase gazeuse est 
la possibilitk de I’associer a la spectromttrie infrarouge. 

Plusieurs dispositifs sont dtjia dicrits et des accessoires - livrables par des 
socittts specialisees - permettent d’effectuer un spectre infrarouge, en recueil- 
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lant le produit directement a la sortie de la colonne. Avec une certaine experience, 
des quantites de I’ordre d’un demi-microlitre sont suffisantes pour obtenir un 
tel spectre ( 1 2 .  13. 14, 1 5 .  16) 

INTERPRETATION DES R6SULTATS ET PERSPECTIVES 

’ a) Un personnel qualifie et entraine dans les techniques de la micro-analyse 
peut poursuivre ces etudes, qui demandent une grande regularitt dans le temps. 
GrPce a cet entrainement et a une organisation rationnelle, I’analyse metaboli- 
que a l’aide de traceurs demande quelques semaines, voire quelques mois, ce 
qui constitue une ntcessite impirieuse lorsque ces etudes doivent se faire 
systematiquement sur plusieurs series chimiques. 

b) L’equipement d’un tel laboratoire doit &tre aussi moderne que possible. 
I1 est essentiel d’automatiser au maxmimum les operations qui doivent s’y effec- 
tuer. Le renouvellement et ]’acquisition des appareils les plus perfectionnes con- 
ditionnent la rapidite de I’execution et la sQrete de l’experimentation. 

Nous avons souligne I’importance de la notion du temps dans ces etudes 
metaboliques. Toute generalisation nous semble dangereuse, tant qu’elle est 
basee sur un faible nombre de rtsultats. En outre, on peut facilement (( ignorer H 
des catabolites, si la radioactivite du produit inject6 est trop faible. I1 est facile 
de confondre, de plus, une impurete avec un metabolite. Ces causes d’erreur, 
ajoutees aux variations generales et individuelles inhitables du sujet utilise, 
exigent la repetition des experiences et de la prudence dans les conclusions. 

Une fois ces difficultes surmontees, il n’en demeure pas moins que I’emploi 
des radioisotopes en pharmacologie a permis de decouvrir toute une serie de 
nouvelles voies metaboliques. La caracterisation du comportement individuel 
en fonction de I’esptce, du sexe, etc., a ete demontree. La recherche fondamen- 
tale en vue de la comprehension du mecanisme d’action des medicaments se 
poursuit actuellement gr4ce a leur utilisation. Ces recherches, faites in vitro et 
in vivo, peuvent contribuer a expliquer - sur le plan biochimique - des 
phenomtnes encore peu connus en medecine, tels que I’accoutumance, le 
terrain pathologique, les phtnomtnes de tkratogenese, de I’allergie, etc., et A 
preciser nos connaissances enzymologiques, liees aux reactions cataboliques. 

L’industrie pharmaceutique en est consciente. Les nombreux travaux 
scientifiques, paraissant actuellement, nous prouvent que chaque nouvelle 
synthkse doit &tre desormais envisagee sous I’angle metabolique aussi bien que 
toxicologique. L’epoque n’est pas eloignee ou les visas necessaires a la diffusion 
de tout medicament exigeront une etude metabolique, parallblement a la 
definition de ses proprietts pharmacodynamiques. 

Les recherches isotopiques appliquees aux substances medicamenteuses 
ne seront plus alors rkservees A quelques laboratoires privilegies. 



218 B. GLASSON ET A. BENAKlS 

BIBLIOGRAPHIE 

1. COHEN, Y. - Probltmes de pharmacodynamie abordks a l’aide de radio-klkments, 
ALrualitds pharmacoIogiques, 15e serie, pp. 261-262, Masson & Cie (1963). 

2. PAOLETTI, R. et POGGI, M. - Applicazioni delle molecole marcate nella ricerca farma- 
cologica, Conference sur les methodes de preparation et de conservation des molecules 
marquees, EUR 1625.e, Euratom, May 1964, pp. 431-451. 

3. BOISSIER, J.R. - Quelle doit &re la place des etudes metaboliques au cours de I’expkri- 
mentation des medicaments et quelles en sont les limites?, Thdrupie, 20 : 241-245 (1965). 

4. GLASSON, B. - Servitudes et perspectives de la recherche mktabolique de quelques 
substances exoghes douees d’activite pharmacologique, Bull. Soc. Chim. Biol., 47 : no 5, 
(1965). 

5. PICHAT, L. - Quelques aspects de la synthkse chimique des molecules marquees, Con- 
ference sur les mkthodes de preparation et de conservation des molecules marquees, 
EUR 1625.e, Euratom, Bruxelles 1963, 23-54. 

6. GLASSON, B., BENAKIS, A. et ERNST, C. - Metabolisme et excretion comparee de quelques 
medicaments anticonvulsivants, Thdrupie, 18 : 1483-1491 (1963). 

7. BENAKIS, A. - Discussion Session IV, Preparation and biomedical application of labeled 
molecules, EUR 220.e, Euratom, Venise, aoiit 1964, 261-262. 

8. Compte rendu de la Table ronde des syntheticiens et utilisateurs de molecules marquees 
en pharmacologie, Genkve (octobre 1969, non publie. 

9. GLASSON, B. et BENAKIS, A., Helveticu Physiol. Acta, 19 : 320-334, (1961). 
10. GLASSON, B. - Acquisitions recentes concernant le mktabolisme des urkides, Actualires 

phurmacologiqnes, 15e sdrie, Masson & Cie ed., 100-137 (1963). 
11. CARLOS, G., BELL, J.R. et NEWTON Hayes, F. - Cd., Liquid scintillation counting, 

Pergamon Press (1958). 
12. BURCHFIELD, H.P. et STORRS Eleanor E., Biochemical Applications of Gas Chromato- 

graphy, Academic Press, New York, London (1962). 
13. BRAM, E.G. Jr. - The Marriage of infrared and N M R  gas chromatography, Du Pont 

de Nemours. U.S.A. 
14. F & M. Scientific Corporation Technical Paper 32, Avodale, Pennsylvania, U.S.A. 
15. Wilks Scientific Corporation, South Norwalk, Connecticut, U.S.A. 
16. BAUDET, P. et coll. - Techniques nouvelles de microspectrophotometrie IR, Geln. Chem. 

Actu, 47 : 2341 (1964). 




