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RESUME

La mirtazapine est un antidépresseur de nouvelle généra-
tion, antagoniste des récepteurs Q, présynaptiques d’action
centrale, permettant l'augmentation de la neurotransmission
noradrénergique et sérotoninergique. L'identification et le
dosage dans les milieux biologiques de cette molécule et de
son métabolite actif, la déméthylmirtazapine, peuvent étre
réalisés par chromatographie liquide haute performance
(CLHP) et par électrophorese capillaire de zone (ECZ).

La mirtazapine possede deux fonctions amine de propriétés
acido-basiques trés différentes. Le pKa du groupement
amino-2-pyridine est de 3,60 + 0,05, et celui de la fonction
amine tertiaire, de 7,50 = 0,05. Nous avons étudié ’inciden-
ce de ces constantes d'ionisation sur le comportement analy-
tique de la mirtazapine parmi les antidépresseurs de nouvel-
le génération, dans le cadre du développement de méthodes
de séparation en CLHP et en ECZ.

Nous présentons la séparation d’un mélange de 12 antidé-
presseurs, dont la mirtazapine et la déméthylmirtazapine, en
CLHP sur une colonne Satisfaction® RP 18 AB maintenue a
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SUMMARY

Mirtazapine is a new antidepressant, antagonist of central
o, presynaptic receptors, and thus increases the release of
noradrenaline and serotonin. Determination in biological
fluids of mirtazapine and demethylmirtazapine, the pharma-
cologically active metabolite, can be performed by high per-
formance liquid chromatography (HPLC) and capillary zone
electrophoresis (CZE). '

Mirtazapine has two amino groups with different acido-basic
properties. The pKa of the amino-2-pyridine group was
found to be 3.60 = 0.05 and the pKa of the tertiary amine
group, 7.50 x 0.05. We studied the influence of these acido-
basic characteristics on the analytical behaviour of mirtaza-
pine among other new antidepressants, in developing HPLC
and CZE separative technics.

We performed the separation of twelve antidepressants,
including mirtazapine and demethylmirtazapine, by HPLC
on a Satisfaction® RP 18 AB column at 45° C with a mobi-
le phase composition of acetonitrile/phosphate buffer pH 4.8
(35 : 65, v/v). In CZE, we optimized the separation at 15° C
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45° C avec une phase mobile acétonitrile/tampon pH 4,8
(35: 65, v/v). En ECZ, la séparation a été optimisée a 15° C
sur un capillaire en silice fondue conditionné par un tampon
borate 42 mM (pH 9,5) et méthanol (80 : 20, v/v) et une ten-
sion appliquée de 15 kV.

En CLHP, nous avons mis en évidence l’influence particulié-
rement importante du pH de la phase mobile (pH 3 a pH
4,95) et de la température (25° C a 50° C) sur les temps de
rétention de la mirtazapine et de son métabolite. En ECZ, le
pH du tampon de migration (entre pH 9,2 et pH 9,9) a une
influence homogéne sur la migration de I’ensemble des anti-
dépresseurs, tous faiblement ionisés dans ces conditions.
Les comportements analytiques de la mirtazapine et de la
déméthylmirtazapine sont donc trés dépendants des varia-
tions de pH dans des zones proches des deux pKa.

MOTS-CLES
Mirtazapine, constante d'ionisation, CLHP. ECZ.

Introduction

La mirtazapine (1, 2, 3, 4, 10, 14b-hexahydro-2-
méthyl-pyrazino [2, 1-a] pyrido [2, 3-c] benzazépine),
est un antidépresseur du groupe chimique des pipérazi-
noazépines. Elle est la premiere et la seule représentan-
te de la classe des antidépresseurs noradrénergiques et
sérotoninergiques ou NaSSA (Noradrenergic Specific
Serotoninergic Antidepressants).

Elle peut étre dosée dans les milieux biologiques par
différentes méthodes chromatographiques (1-7). Maris
et al (6) ont étudié la pharmacocinétique de la mirtaza-
pine dans le plasma humain en chromatographie liqui-
de haute performance (CLHP) avec une détection fluo-
rimétrique. Ils sont les seuls a décrire une méthode per-
mettant le dosage simultané de la mirtazapine et de son
dérivé déméthylé actif. Anderson et al (1) et Moore et
al (2) ont étudié la distribution tissulaire de la mirtaza-
pine dans plusieurs cas médico-1égaux par chromato-
graphie en phase gazeuse (CG) couplée a un détecteur
azote-phosphore ou a la spectrométrie de masse.

A cOté de la classe des NaSSA, il existe deux autres
classes de nouveaux antidépresseurs de type inhibiteur
spécifique de la recapture de la sérotonine (ISRS) ou
inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la nora-
drénaline (IRSNa) (8). De trés nombreuses études
décrivent I’identification et le dosage d’une ou plu-
sieurs de ces molécules (7, 9, revue générale : 10). Les
techniques les plus couramment utilisées sont la CLHP
et la CG. Il n’existe actuellement pas de méthode de
screening pour ces nouveaux antidépresseurs en élec-
trophorese capillaire de zone (ECZ) (11).

Faisant suite a des premiers travaux (12, 13), nous pré-
sentons dans cet article deux méthodes permettant la
séparation de I’ensemble de ces nouveaux antidépres-
seurs. La premiére étude est réalis€e en CLHP phase

on a fused silica capillary with a migration buffer consisting
of borate buffer 42 mM (pH 9.5) and methanol (80 : 20, v/v),
and an applied voltage of 15 kV.

In HPLC, we pointed out the major effect of the pH of the
mobile phase (pH 3 to pH 4.95) and of the temperature
(25° C to 50° C) on mirtazapine and demethylmirtazapine
retention times. In CZE, the pH of the migration buffer (pH
9.2 to pH 9.9) has a similar and minor effect on all the anti-
depressant molecules migration, weakly ionized in these
conditions.

In conclusion, the analytical behaviours of mirtazapine and
demethylmirtazapine are very dependent of pH changes in
pH zones near the two pKas.

KEY-WORDS
Mirtazapine, ionisation constant, HPLC, CZE.

inverse sur une nouvelle phase stationnaire
Satisfaction® RP 18 AB (Cluzeau Info Labo, France)
couplée a un détecteur a barrette de diodes (12). La
seconde étude est une premiere approche de la sépara-
tion de ces molécules en ECZ couplée a un détecteur a
barrette de diodes (13). Lors de ces deux études, notre
attention s’est portée plus particulierement sur la mir-
tazapine et la déméthylmirtazapine. Ces deux molé-
cules présentaient des comportements analytiques sin-
guliers, différents de ceux des autres molécules antidé-
presseurs.

Ainsi, apres avoir fait quelques rappels sur la pharma-
cologie et sur les propriétés acido-basiques de la mirta-
zapine, nous étudierons les comportements de cette
molécule et de son métabolite actif dans ces deux
méthodes de séparation pour différentes conditions
opératoires.

Rappels sur la pharmacolo-
gie de la mirtazapine

La mirtazapine est commercialisée en France depuis
septembre 1999, sous le nom de Norset® (Organon,
Eragny-sur-Epte, France) en boites de 30 comprimés
pelliculés a 15 mg. Ses indications thérapeutiques sont
les épisodes dépressifs majev. ., (14).

Elle est rapidement absorbée apres administration orale .
avec une biodisponibilité de 50 %. Les concentrations
plasmatiques sont dose-dépendantes avec un pic plas-
matique (30 ng/mL - 200 ng/mL) atteint au bout de 2 h
et une demi-vie plasmatique comprise généralement
entre 20 et 40 h (8, 15). Elle subit une déméthylation
hépatique (cytochrome P450 3A), une hydroxylation
(cytochrome P450 2D6 et 1A2) et une glucurocongu-
gaison, a ’origine de nombreux métabolites dont la
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majorité est inactive. Seul le dérivé déméthylé, la
déméthylmirtazapine, s'avere actif mais 1l est présent
dans le plasma en concentration tres faible.
Approximativement 75 % de la dose ingérée est élimi-
née dans les urines (2, 8, 15).

Les études toxicologiques ne montrent pas d'effet car-
diotoxique cliniquement significatif apres surdosage en
mirtazapine. Les symptomes de surdosage aigu sont
limités a une sédation prolongée (8). Plusieurs cas mor-
tels dans le cadre d’une polyintoxication pour laquelle
la mirtazapine a été mise en évidence, ont été décrits
dans la littérature. Les auteurs décrivent des concentra-
tions de 30 a 570 ng/mL dans le sang cardiaque et de
40 a 240 ng/mL dans le sang fémoral périphérique
(1-3).

Matériel et méthodes

Réactifs

Tous les réactifs sont de qualité analytique.
L'acétonitrile a été obtenu chez Baker (Deventer,
Hollande), KH,PO,, H;PO, et le méthanol chez Merck
(Darmstadt, Allemagne), la triéthylamine chez
Lancaster (Morecambe, UK) et le tétraborate de
sodium (Na,B,0,, 10 H,0) chez Riedel-de Haén
(Seelze, Allemagne). La mirtazapine et la déméthyl-
mirtazapine ont été gracieusement fournies par les
laboratoires Organon (Eragny-sur-Epte, France), le
citalopram (HBr) et le déméthylcitalopram (HBr) par
Lundbeck A/S (Copenhague, Danemark), la fluvoxa-
mine (maléate) par Solvay Pharma (Suresnes, France),
le milnacipran (HCI) et le standard interne F2570 par
Pierre Fabre (Castres, France), la paroxétine (HCI) par
Smith Kline Beecham (Nanterre, France), la sertraline
(HCl) par Pfizer (Amboise, France) et la venlafaxine
(HCI) et la déméthylvenlafaxine par Lederle (Pearl
River, N.Y., USA). La fluoxétine et la norfluoxétine ont
été obtenues chez Sigma (Saint Quentin Fallavier,
France).

Les solutions meres a 1 mg/ml de chaque molécule
antidépresseur et de 1'étalon interne sont préparées dans
du méthanol et conservées a - 20° C. Parallélement, une
solution mere contenant I'ensemble des molécules a des
concentrations respectives de 1 mg/ml est préparée
dans du méthanol. Les solutions de travail sont prépa-
rées extemporanément dans de la phase mobile en
CLHP et dans de l'eau-en ECZ, jusqu'a l'obtention
d'une concentration finale de 20 ug/ml pour c’:ﬁgque
molécule. Toutes les solutions de travail sont filttées &
travers des filtres en nylon de 0,45 um avant leur injec-
tion en CLLHP et en ECZ.
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Appareillage
CLHP

Les analyses sont réalisées sur une chaine chromato-
graphique constituée d'un injecteur manuel de type
Rhéodyne modele 7125 (boucle d'injection de 20 pl),
d'une pompe SpectraSystem modele P1000 (San Jose,
CA, USA) et d'un détecteur a barrette de photodiodes
Waters 990 (St Quentin en Y velines, France). La sépa-
ration des 12 composés a été€ optimisée sur une colon-
ne Satisfaction® RP 18 AB (250 mm x 4,6 mm, 5 pum)
(Cluzeau Info Labo, Sainte Foy La Grande, France)
maintenue a une température de 45° C par un chauffe
colonne de type CROCO-CIL® (Cluzeau Info Labo).
La phase mobile est constituée par un mélange de tam-
pon phosphate 25 mM + triéthylamine 10mM (pH 4,8)
et d'acétonitrile (65 : 35, v/v). Le débit est de 1 ml/min
(12).

ECZ

Les analyses sont réalisées sur un appareil d’électro-
phorese capillaire de type P/ACE MDQ (Beckman,
Fullerton, CA, USA) avec une détection par barrette de
photodiodes. La séparation a été optimisée sur un capil-
laire en silice fondue (1. totale = 60 cm, 1. efficace = 50
cm, d.i. = 75 pm) maintenu a une température de 15° C.
Le tampon de migration est un mélange borate
(42 mM, pH 9,5) et méthanol (80 : 20, v/v). On
applique une tension de 15 kV entre 'anode et la catho-
de pendant l'analyse. Les échantillons ont été injectés
en mode d'injection hydrodynamique pendant 10
secondes a 0,5 pst (13).

Les conditions strictes de conditionnement du capillai-
re ont été décrites par ailleurs (16).

Résultats et Discussion

Propriétés acido-basiques de la mirtaza-
pine

Toutes les molécules de 1a classe des ISRS, des IRSNa
et des NaSSA sont des molécules basiques comportant
au moins une fonction amine. Ainsi, la fluvoxamine et
le milnacipran poss€dent une fonction amine primaire,
la paroxétine, la fluoxétine et la sertraline une fonction
amine secondaire, le citalopram et la venlafaxine une
fonction amine tertiaire. La mirtazapine, quand a elle,
posséde deux fonctions basiques, une fonction amine,
ici tertiaire et une deuxieme fonction liée au groupe-
ment amino-2-pyridine (figure 1). La fonction amine
tertiaire peut étre déméthylée, se transformant ainsi en
fonction amine secondaire dans la déméthylmirtazapi-
ne (figure 1).
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Figure 1 : Structures chimiques de la mirtazapine et de la
déméthylmirtazapine.

Nous avons mesuré par potentiométrie ou spectromé-
tric UV les pKa de ces deux fonctions. Nous avons
trouvé pour 1'amine tertiaire une valeur de 7,50 = 0,05,
similaire a celle obtenue par Kelder (17). Pour les
molécules possédant une fonction amine primaire ou
tertiaire, la valeur du pKa est généralement comprise
entre 9 et 10 (18). Pour les molécules possédant une
fonction amine secondaire la valeur est plus élevée,
proche de 10,50. La valeur trouvée pour la mirtazapi-
ne est donc beaucoup plus faible.

Le deuxieme pKa relatif au groupement amino-2-pyri-
dine, a pour valeur 3,60 + 0,05 (résultats non publiés).
Il est également beaucoup plus faible que celui classi-
quement décrit pour une fonction de type amino-2-
pyridine non substituée : pKa proche de 6,70.

Les valeurs faibles obtenues pour les deux pKa sont
liées a la structure encombrée de la mirtazapine, ren-
dant les doublets électroniques des azotes moins dispo-
nibles, a ’origine du caractere basique moins marqué
de ces deux fonctions.

Face a ces caractéristiques acido-basiques tout a fait
particulieres, il nous a paru intéressant d'étudier le
comportement analytique de la mirtazapine et de son
métabolite parmi les autres antidépresseurs, dans le

cadre du développement de méthodes de séparation en
CLHP et en ECZ.

Etude de la séparation des nouveaux
antidépresseurs en CLHP

Dans les conditions décrites plus haut, on obtient le
chromatogramme représenté dans la figure 2. Ainsi,
pour une durée d'analyse de l'ordre de 20 minutes,
toutes les molécules sont parfaitement séparées avec
une résolution et des facteurs de rétention satisfaisants
(k compris entre 0,5 et 10). Dans ces conditions, la
déméthylmirtazapine et la mirtazapine ont des temps
de rétention (trR) respectifs de 3,63 et de 5,14 minutes
(figure 2).

Lorsqu'on étudie l'influence du pH de la phase mobile
sur la rétention des différentes molécules, on s'apercoit
de I'importance particuliere de ce parametre sur les tr
de la mirtazapine et de son métabolite. En effet, lorsque
le pH varie de 3 a 4,95, on note un comportement sin-
gulier de la mirtazapine et 2 un moindre degré de la
déméthylmirtazapine, avec une augmentation impor-
tante de leur rétention (figure 3). L'influence de la
variation de pH sur la rétention de I'ensemble des dix
autres molécules antidépresseurs est beaucoup moins
marquée.

La figure 4 montre 1'évolution des tr de cinq molécules
(déméthylvenlafaxine, déméthylmirtazapine, milnaci-
pran, mirtazapine et venlafaxine) lorsqu'on fait varier le
pH de 3,50 a 4,95. Dans les chromatogrammes présen-
tés, ces cinq antidépresseurs ont été choisis car leurs tr
sont proches. Ainsi, lors de I’augmentation du pH de la
phase mobile, les trR de la mirtazapine et de la démé-
thylmirtazapine augmentent nettement plus rapidement
que celui des autres molécules. A pH 3,50, la mirtaza-
pine est éluée en troisieme position, alors qu'a pH 4,95,
elle est éluée la derniere, apres les quatre autres molé-
cules pour lesquelles 1’ordre d’élution n’a pas changé.

Pour un pH de la phase mobile compris entre 3,50 et
4,95, on se situe a proximité de la constante du premier
équilibre acido-basique de la mirtazapine (pKa = 3,6).
Il parait alors tout a fait normal qu'une variation de pH
dans cette zone ait une grande influence sur les condi-
tions d'ionisation de cette molécule et donc sur son
temps de rétention en CLHP. La déméthylmirtazapine
qui possede une structure voisine, présente un compor-
tement similaire. La variation de son tr en fonction du
pH est cependant moins nette, car cette molécule, plus
polaire que la mirtazapine, est éluée pres du temps mort
dans les conditions décrites. Pour les autres molécules
antidépresseurs, l'existence d'une seule constante
acido-basique proche de 9 ou de 10 explique leur com-
portement homogene et moins influencé par le pH dans
une zone acide variant entre pH 3 et pH 5.

L'influence de la température d'analyse sur la sépara-
tion de ces molécules en CLHP a également été étu-
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Figure 2 : Chromatogramme d’un mélange des douze antidépresseurs réalisé a 45° C pour une phase mobzle de composition :
acétonitrile/KH,PO4 (25mM) et triéthylamine (10 mM) pH 4,8 (35 : 65, v/v).
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Figure 3 : Influence du pH de la phase mobile en CLHP sur les facteurs de rétention des douze antidépresseurs.
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Figure 4 : Chromatogrammes d’un mélange de cinqg antidépresseurs (1/ déméthylvenlafaxine, 2/ déméthylmirtazapine, 3/ mil-
nacipran, 4/ venlafaxine et 5/ mirtazapine) obtenus a 25 ° C pour différents pH de la phase mobile : a/ pH 3,5 ; b/ pH 4,5 ;
¢/ pH4,8 ; d/ pH 4,95.
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Figure 5 : Influence de la température d’analyse en CLHP sur les facteurs de rétention des douze antidépresseurs.
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diée. On retrouve lors de cette étude, un comportement
particulier de la mirtazapine et de la déméthylmirtaza-
pine (figure 5). Alors que I’on observe une 1égere dimi-
nution des tR de I’ensemble des molécules lorsque la
température d’analyse varie de 25° C a 50° C, la réten-
tion de la mirtazapine et de son métabolite augmente.
Cette constatation peut s'expliquer par l'influence de
I'équilibre acido-basique liée a la fonction amino-2-
pyridine de la mirtazapine dans la zone de pH choisie.
En effet, on se retrouve a proximité d'un équilibre ther-
modynamique, donc dépendant entre autre de la tem-
pérature.

I1 est donc primordial de réaliser ce type de screening
en CLHP dans des conditions de pH et de température
parfaitement définies. Nous avons montré qu’une trés
faible variation de 1'un de ces deux paramétres peut
étre a I’ origine d’une modification assez importante des
tR de la mirtazapine et de la déméthylmirtazapine, et
donc de coélutions avec les autres antidépresseurs.

Etude de la séparation des nouveaux
antidépresseurs en ECZ

Dans les conditions opératoires décrites dans le para-
graphe matériel et méthodes, la séparation des onze
molécules antidépresseurs est possible en ECZ en
moins de 18 minutes. Un exemple d'électrophérogram-

me est donné dans la figure 6. On peut observer la sépa-
ration de la majorité des molécules entre la 127 et la
16 minute alors que la mirtazapine et la déméthyl-
mirtazapine ont des temps de migration (tM) plus
importants, respectivement de 17,06 et 17,54 minutes.
Ces deux molécules migrent & proximité du flux élec-
troosmotique (FEO), qui correspond a la migration des
molécules non chargées (16). Ces tM plus importants
peuvent s'expliquer simplement par une différence de
I'état d'ionisation de la mirtazapine et de son métaboli-
te dans les conditions opératoires choisies. Au pH du
tampon de migration (pH 9,5), ces molécules se retrou-
vent dans un état d'ionisation trés faible (pKa mesuré
pour la mirtazapine a 7,5) expliquant ainsi leurs migra-
tions proches du FEO et leur excellente séparation
d’avec les autres antidépresseurs. A ce pH, ces derniers
se retrouvent dans un état d’ionisation comparable, ont
des mobilités électrophorétiques voisines et migrent
plus rapidement que les molécules neutres (marquées
par le FEO). Seule la présence d'un modificateur orga-
nique comme le méthanol additionné au tampon de
migration permet de les séparer en ECZ.

Comme en CLHP, nous avons étudié I'influence de plu-
sieurs parametres comme le pH ou le pourcentage en
méthanol dans le tampon de migration, la température
d’analyse et la tension appliquée entre I’anode et la
cathode sur les tM des différentes molécules. La varia-
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01 déméthylcitalopram 12,67
02 fluoxétine 13,01
03 paroxétine 13,22
04 milnacipran 13,45
05 venlafaxine 13,65
06 citalopram 14,47
07 sertraline 14,65
08 déméthylvenlafaxine 14,78
09 fluvoxamine 15,38
10 déméthylmirtazapine 17,06
11 mirtazapine 17,54

Figure 6 : Electrophérogramme d’un mélange de onze antidépresseurs, réalisé a 15° C pour une tension appliquée de 15 kV
et un tampon de migration de composition : méthanol/borate 42 mM pH 9,5 (20 : 80, v/v).
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tion du pH du tampon de migration, entre 9,2 et 9,9, a
une influence homogeéne sur tous les antidépresseurs y
compris sur la mirtazapine et la déméthylmirtazapine :
on observe une augmentation de I’ensemble des tM
pour les pH les plus basiques. II n’a pas été possible
d’améliorer la séparation de la mirtazapine et du FEO.
Une diminution plus nette du pH serait nécessaire pour
cette séparation, permettant d’augmenter-1’état d’ioni-
sation de la mirtazapine et de son métabolite, mais ren-
dant alors- la séparation des autres molécules impos-
sible en ECZ (19). De la méme fagon, l'augmentation
du pourcentage en méthanol de O a 20 % dans le tam-
pon de migration, la diminution de la température
d'analyse de 40 a 15° C ou la diminution de la tension
appliquée pendant 1'analyse de 30 a 12 kV entrainent
une augmentation des tM de 1'ensemble des molécules
avec des valeurs restant plus élevées pour la mirtazapi-
ne et la déméthylmirtazapine (résultats non présentés).

Lors de cette optimisation en ECZ, le pH est basique et
tres différent de celui que nous avions choisi en CLHP.
On est ainsi plus éloigné du deuxieme équilibre acido-
basique de la mirtazapine (pKa = 7,5). Le choix de
cette zone de pH a pour conséquence une faible varia-
tion de I’état d'ionisation de la mirtazapine et de la
déméthylmirtazapine qui sont déja peu ionisées, lors-
qu'on fait varier le pH du tampon de migration de 9,2 a
9,9. Les autres antidépresseurs dont le pKa varie de 9 a
10,5, se retrouvent ionisés sous forme de cations, et
migrent ainsi plus rapidement que le FEO. Ces compo-
sés subissent peu l’influence d’une variation de pH
dans la fourchette choisie.

Conclusion

Les comportements analytiques de la mirtazapine et de
la déméthylmirtazapine sont trés dépendants des varia-
tions de pH dans des zones proches des deux pKa (3,6
et 7,5). Ainsi, en CLHP on observe entre pH 3 et pH 5
un changement de 1'état d'ionisation de la mirtazapine a
l'origine d'une variation importante de son trR. La majo-
rité des études décrites dans la littérature pour le dosa-
ge des nouveaux antidépresseurs est réalisée a un pH
acide en général proche de pH 4 (9, 20). Dans ces
conditions, il est donc important de préparer les phases
mobiles dans des conditions parfaitement définies, per-
mettant d’obtenir un pH précis. Les deux molécules
sont beaucoup moins sensibles aux variations de pH
dans des zones plus basiques utilisées en ECZ.

Les résultats des deux techniques présentées sont une
illustration du fait qu’il n’existe pas de similitude entre
un screening réalisé en CLHP et en ECZ (21). La sépa-
ration présentée en CLHP est plus performante que
celle obtenue en ECZ. Ceci peut s’expliquer par le
choix des conditions opératoires présentées en ECZ
dans lesquelles les molécules comme la mirtazapine se
retrouvent dans un état d’ionisation trés faible.

Les caractéristiques de migration des molécules d’une
méme famille chimique deviennent différentes en pré-
sence de micelles et sont moins dépendantes de la
valeur du pKa (16, 21). Ainsi, de nouvelles études uti-
lisant les performances de 1’électrophorése capillaire
en mode micellaire sont en cours de réalisation pour
permettre d’améliorer la séparation des nouveaux anti-
dépresseurs.
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