Développement et validation d’une méthode de dosage de la glucosamine par SPE/LC/MS dans différentes matrices plasmatiques
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Dans le cadre d’une étude visant à suivre la concentration plasmatique en glucosamine chez plusieurs espèces animales, une méthode de dosage par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC/MS) a été développée. Une étape de préparation de l’échantillon par extraction sur phase solide (SPE) a été nécessaire non seulement pour nettoyer l’échantillon mais aussi et surtout pour minimiser les effets de matrice. De part le caractère ionique de cette molécule dans les conditions physiologiques, différents types de cartouches d’extraction échangeuse de cation ont été envisagées lors de l’optimisation de la phase de préparation de l’échantillon. Les étapes de conditionnement, de chargement, de lavage et d’élution de la cartouche ont été étudiées au moyen d’un plan d’expérience. Au terme de cette phase, une étape d’évaporation de l’éluât a ensuite été réalisée pour concentrer l’échantillon préalablement à son analyse chromatographique. L’intervalle de dosage ciblé s'étend en effet de 50 ng/ml à 1000 ng/ml.
Considérant les propriétés physico-chimiques de la glucosamine, la séparation chromatographique a quant à elle été réalisée sur une colonne de silice greffée cyanopropyle (150 x 2.1 mm, 3 µm) en mode Hilic. Face à la récente pénurie d’acétonitrile, le méthanol a été privilégié comme modificateur organique (MO) dans le cadre de cette étude. Dans ces conditions, la glucosamine présente deux pics résultant des deux conformations de la molécule. Un plan d’expérience visant à maximiser la séparation entre ces deux pics ainsi que l’intensité de la réponse de ce composé a à nouveau été utilisé en considérant le pourcentage en modificateur organique, le débit de la phase mobile et la température de la colonne. Enfin, une optimisation du signal en spectrométrie de masse a été effectuée en suivant le rapport signal sur bruit (S/N) par infusion d’une solution de glucosamine en présence de la phase mobile considérée.
La validation de la méthode ainsi développée a été réalisée en utilisant le profil d’exactitude [1-2] comme outil de décision. Cette approche permet en effet de contrôler le risque associé à l’utilisation de cette méthode en routine [3]. Finalement, la méthode ainsi développé et validée a été utilisée lors d’une étude pharmacocinétique préliminaire réalisée sur le chien.
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