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Introduction générale

Les travaux de nombreux scientifiques, Biot, Pasteur, le Bel, Van’t Hoff puis Lord Kelvin, au
XIX® siecle, ont conduit & démontrer 1’existence de I’isomérie et a dévoiler les secrets et les
propriétés des molécules chirales.

Une molécule chirale est une molécule asymétrique qui existe sous deux formes non
superposables et images 1’'une de 1’autre dans un miroir. Ces deux entités sont nommeées des
énantioméres. Comprendre la chiralité a permis d’expliquer les différents phénoménes
observés au niveau de la réactivité biologique. Un exemple tristement célébre est celui du
thalidomide, que je détaillerai dans le premier chapitre, qui a conduit a de nombreuses
malformations irréversibles chez les nouveau-nés attribuées a l'usage du mélange racémique.
Les autorités sanitaires et réglementaires prennent désormais de sérieuses précautions pour
¢viter de renouveler cette erreur en exigeant une documentation compléte d’essais
pharmacologiques, pharmacocinétiques et toxicologiques, tant sur le mélange racémique que
sur chaque énantiomeére pur.

Pour commercialiser un médicament chiral sous une forme énantiomériquement pure, il est
donc imperatif de controler la présence éventuelle de traces de I’autre énantiomére dans le lot
de fabrication. Cette détermination exige des méthodes analytiques capables de répondre a ces
objectifs. De nos jours, le nombre croissant de molécules pharmaceutiques, pour lesquelles la
pureté énantiomérique doit étre déterminée avant la poursuite de leur développement, incite
I’industrie pharmaceutique a rechercher des méthodes d’analyse rapides basées sur des

protocoles simples.

Actuellement, parmi les nombreuses méthodes de discrimination chirale, les techniques
chromatographiques et électrophorétiques constituent des méthodes de choix pour la
séparation et la quantification d’énantiomeéres. Deux approches distinctes sont utilisées pour
résoudre des racémates en chromatographie liquide et en électrophorése capillaire.
L’approche indirecte consiste a dériver des énantioméres en diastéréoisomeres. L’approche
directe implique [’utilisation de sélecteurs chiraux soit dans la phase mobile (en
chromatographie, additif chiral de la phase mobile : ACPM) ou dans le tampon de migration
(méthode électrophorétique), soit immobilisés a la surface de la phase stationnaire (phases
stationnaires chirales : PSCs). Jusqu'a présent, la plupart des séparations chirales ont été
réalisées en mode direct. Un grand nombre de sélecteurs chiraux ont été découverts et utilises
avec succes. Plus de 100 PSCs sont disponibles commercialement avec le sélecteur chiral
déposé, immobilisé ou greffé sur un gel de silice. La résolution des énantiomeéres sur ces

phases est fonction de la différence de stabilité des complexes diastéréoisomériques formés

14



Introduction générale

entre les énantiomeres et le sélecteur chiral. Le processus de reconnaissance chirale est fondé
sur différentes interactions entre 1’énantiomere et la phase stationnaire telles que les liaisons
hydrogéne, les interactions m-m, les interactions dipéle-dipole, I’effet hydrophobe, les

interactions ioniques et les effets stériques.

Les selecteurs chiraux ont été classés en deux grandes familles : les sélecteurs dits
«conventionnels» (polysaccharides, glycopeptides, Pirkle, cyclodextrines et éther couronnes,
protéines et les sélecteurs utilisés par échange de ligands) et les sélecteurs dits «sur mesure»
(les polymeéres a empreinte moléculaire, les anticorps et les aptameres). Généralement, la
découverte de nouveaux sélecteurs chiraux est motivée par le besoin croissant de séparer des
molécules chirales, mais aussi et surtout de proposer un sélecteur ayant un domaine

d’applications le plus vaste possible.

La séparation chirale par échange de ligands est une technique intéressante qui a été
développée par Davankov en 1971. Elle repose sur la formation d’un complexe
diastéréoisomérique entre un métal de transition, un ligand et un énantiomeére.

Jusqu’a présent, seulement deux types de ligands ont été utilises, a savoir les acides aminés ou
dérivés et le chitosane. Ces selecteurs présentent I’inconvénient de posséder un nombre limité
de groupements réactifs pouvant étre fonctionnalisés, ce qui représente un handicap pour
moduler les interactions avec le support solide ou avec les énantioméres a séparer.

Les aminoglycosides de type néamine sont capables de complexer des cations métalliques. De
plus, ils possedent de nombreuses fonctions réactives qui peuvent étre fonctionnalisées de

facon a pouvoir les immobiliser.

L’objectif de ce travail a consisté a développer un nouveau type de sélecteur chiral & base
d’aminoglycosides. La premiere partie de la thése se focalisera sur un rappel bibliographique.
Le premier chapitre rappellera les notions de chiralité et ses incidences biologiques et
thérapeutiques. Le deuxiéme chapitre sera dédié aux différentes techniques utilisées pour
obtenir des énantiomeéres purs et aux propriétés de différents sélecteurs chiraux utilisés en
chromatographie et électrophorése. Nous nous attacherons, dans le troisieme chapitre, a
¢tudier les aspects concernant 1’échange de ligands et ses applications en séparation chirale.
La deuxiéme partie de la these sera consacre au travail expérimental et sera présentée dans le
chapitre IV en majorité sous forme d’articles scientifiques. La premiére partie de 1’étude

expérimentale portera sur le développement de nouvelles PSCs a partir de dérivés de la
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Introduction générale

néamine synthétisés par 1’équipe EMAN du Département de Pharmacochimie Moléculaire
(DPM). La seconde partie du travail illustrera I’utilisation de ces dérivés en chromatographie

électrocinétique micellaire (MEKC).
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Chapitre I: Chiralité et incidences

| La reconnaissance chirale

La chiralité est une propriété inhérente a tous les systemes biologiques et peut expliquer les
differents phénomenes observés au niveau de leur réactivité.

Les propriétés biologiques varient fréquemment d’un énantiomeére a 1’autre. Ceci peut
s’expliquer par le fait que la fixation des ligands aux récepteurs biologiques fait intervenir la
configuration tridimensionnelle des molécules. Cette reconnaissance chirale a été expliquée
en 1933 par Easson et Stedman [1] qui ont introduit la notion d’interaction en trois points
pour expliquer les différences d’activité liées a la stéréochimie. Cette notion a été reprise plus
tard par Ogston [2] et Dalgliesh [3].

Ce concept de reconnaissance chirale indique que les deux énantiomeres ont des affinités
différentes pour un méme récepteur (ou enzyme). Cette affinité est basée sur un minimum de
trois sites d’interaction entre le soluté et le récepteur. Le récepteur sera capable de différencier
les deux énantioméres car un seul énantiomére aura une complémentarité satisfaisante et sera
I’énantiomere actif appelé eutomére. L’autre énantiomére inactif, qui ne peut interagir
qu’avec un ou deux groupements du récepteur, est appelé distomeére (figure 1). De nombreux
exemples sont décrits dans la littérature ou une activité biologique donnée est essentiellement

liée a un seul des deux énantiomeres.

Enantiomere R Enantiomeéere S

(Eutomere) (Distomere)

1 X &

I 1
+ I |

Surface d'enzyme ou récepteur

Figure 1 : Modele de reconnaissance chirale [4].
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Chapitre I: Chiralité et incidences

Il La chiralité et les acides aminés

Les acides aminés sont des molécules essentielles a la vie, ils jouent un réle important, soit
sous forme libre, soit assemblés en peptides ou protéines. Malgré la prédominance des acides
aminés de la série L, on trouve également des acides aminés en série D a faible concentration
dans les organismes vivants ou ils peuvent jouer un rdle prépondérant en biochimie et en
physiopathologie humaine [5]. Par exemple la D-sérine, un acide aminé synthétise et liberé
par les cellules gliales, est un puissant neuromodulateur [6]. L’aspartate en séric D est
impliqué dans le développement et les fonctions endocriniennes [7] et la D-arginine joue un
réle dans le cycle de I'urée. Plus récemment, I’alanine en série D a été détectée dans le
pancréas au niveau des Tlots de Langerhans et plus particulierement au niveau des cellules
produisant I’insuline. Il a été suggéré que la D-alanine est impliquée dans la régulation de la
glycémie [8].

Des différences de comportements des énantioméres des acides aminés sont également
observées dans de nombreux domaines. A la mort de 1’individu, les acides aminés présents au
niveau des différents tissus et 0s ne sont pas renouvelés et les acides aminés en série L ont
tendance a étre transformés en acides aminés en série D par une transformation non
enzymatique. Ainsi, en sciences médicolégales, le taux de racémisation de I’acide aspartique a
été utilisé pour estimer 1’age des individus au moment du déces [9]. Il en est de méme en
archéologie ou la mesure de la racémisation d’acides aminés spécifiques est utilisée pour la
datation des fossiles.

Une autre application intéressante concerne la détermination de I’exces €énantiomérique des
acides aminés dans les méteorites. Ainsi, Pizzarello et ses collaborateurs ont étudié les
météorites de Murchison et de Murray, des météorites carbonées renfermant plusieurs acides
aminés différents [10,11]. Ils ont ainsi trouvé un excés de I’énantiomére L pour certains
acides aminés non protéiques allant de 2,8 a 9,2% pour la météorite de Murchison et de 1,0 a
6,0% pour la météorite de Murray.

Enfin, dans le domaine de l’agroalimentaire, le degré de racémisation ou le rapport
énantiomérique des acides aminés est un parameétre fiable pour tester la qualité des produits

alimentaires et pour vérifier leur conformité [12].

I1l La chiralité et I’environnement

De nombreux polluants tels que les produits agrochimiques, les pesticides comme les

insecticides, les fongicides, les herbicides et les parasiticides sont des molécules chirales, dont
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Chapitre I: Chiralité et incidences

le mode d’action et les effets pathogenes (toxicité, effets mutagénes, carcinogenes ...)
dépendent de leur configuration énantiomérique.

Dans de nombreux cas, 1’activité herbicide est principalement liée a un isomere optique
particulier, de sorte que I’on s’efforce de synthétiser ces produits sous forme d’énantiomeres
purs. Par exemple, 1’énantiomére (R) du dichlorprop (acide 2-(2,4-dichlorophénoxy)
propionique) (figure 2) possede des propriétés herbicides, alors que I’énantiomere (S) est
inactif. Afin de diminuer la quantité d’herbicide employée et d’éviter la possibilité d’un
impact défavorable de I'énantiomeére inutile, plusieurs pays européens ont decrété que seul

I’énantiomere R serait commercialisé comme herbicide.

( CH; HsC \

Cl 0-7-, \‘.vo cl
// \\
COOH | Hooc

H

C(R)-(+)-diclllo1'p1'0p (S)-(-)-dichlorprop v

Figure 2 : Structure des énantioméres du dichlorprop [13].

A coté des principaux contaminants chimiques de I’environnement, on trouve divers
médicaments sous forme initiale ou métabolisée. Diverses molécules actives sont
consommeées en quantité trés importante dans notre société, comme les stéroides synthétiques
(cestradiol, testostérone) [14], les PB-bloquants (propranolol), les antidépresseurs (diazépam,
amitriptyline), les analgésiques (ibuprofene, paracétamol, diclofénac), les antibiotiques
(néomycine, chloramphénicol, tétracyclines...) [15,16], les hypolipémiants [17] (acide
clofibrique, gemfibrozil) ...etc. Parmi ces groupes, on peut distinguer plusieurs médicaments
chiraux (propranolol, ibuprofene, chloramphénicol, tétracyclines, néomycine ...) dont les
énantiomeres peuvent présenter des risques environnementaux non négligeables. En général,
ces composeés sont retrouves dans la totalité des compartiments aquatiques de 1’environnement
[18, 19].
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IV Incidences de la chiralité dans le domaine thérapeutique

IV.1 Introduction

Sur le plan thérapeutique, étant donné que la majorité des médicaments mis sur le marché
posseédent au moins un centre de chiralité, il n’est donc pas étonnant d’observer des effets
différents des énantiomeres d’un médicament chiral, lorsque celui-ci est administré chez
I’lhomme. De nombreux énantioméres présentent des propriétés pharmacocinétiques,
pharmacodynamiques, une toxicité et une capacité de liaison aux protéines différentes. Pour
cette raison, il faut considérer les énantiomeres comme des substances distinctes.

L’exemple le plus dramatique est celui du thalidomide, qui a été synthétisé en 1954 par la
firme pharmaceutique allemande Griinentha, et commercialisée comme sédatif antiémétique
et hypnotique non barbiturique, en Europe en octobre 1957, sous la forme d’un mélange
racémique nommé Contergan® [20]. Ce médicament a été administré aux femmes enceintes
parce qu’il avait une action rapide et montrait une faible toxicité a haute dose dans les études
pharmacologiques, réalisées chez le rat [21].

Aprés quelgues années de commercialisation, en 1961, les épidémiologistes ont noté un effet
tératogeéne sur le développement feetal créant une amélie ou une phocomélie induite par la
capacitt du médicament a inhiber I’angiogénése, c’est-a-dire, a interférer avec le
développement des vaisseaux sanguins du feetus [22]. La molécule fat alors retirée du marché
en 1965.

Des travaux ultérieurs ont permis de séparer les deux énantioméres de cette molécule [23] et
d’étudier leurs propriétés biologiques. Ces €tudes ont montré que 1’activité tératogene néfaste

était essentiellement due a I’énantiomere (S) [24] (figure 3).

\

\ R-(+)-Thalidomide S-(-)-Thalidomide /

Figure 3 : Structure des énantioméres du thalidomide [25].
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Cet épisode tragique a montré le risque potentiel de développer des médicaments chiraux sous
forme de mélange racémique. C’est pourquoi, aujourd’hui les énantiomeéres d’une molécule
pharmaceutiquement active sont considérés comme des entités différentes avec des propriétés

pharmacologiques et toxicologiques distinctes.

IV.2 La chiralité et les médicaments [26]

Différents cas de figure peuvent se présenter au cours de 1’étude des relations entre la chiralité
et ’activité biologique d’un médicament. Bien qu’un médicament puisse présenter différents
types d’isoméries, dans ce chapitre, seules les différences d’activités biologiques liées a des
médicaments présentant un seul centre de chiralité seront abordees. Ainsi, différentes
situations peuvent se présenter en fonction des activités pharmacologiques,

pharmacocinétiques et toxicologiques des deux énantiomeres.

IV.2.1 Enantiomeres présentant qualitativement et quantitativement la méme
activité
Dans ce cas précis, la séparation a peu d’intérét. Les énantiomeéres de la cocaine, par exemple

appartiennent a cette catégorie.

IV.2.2 Enantioméres présentant qualitativement le méme type d’activité mais

d’intensité différente

Lorsque deux énantiomeres possédent la méme activité biologique mais d’intensité différente,
le composé le plus actif correspond a celui dont I’affinité de fixation au site actif ou au
récepteur est la plus forte et implique une interaction stéréosélective. Ainsi, 1I’énantiomeére (R)
de I’adrénaline a un effet vasoconstricteur plus important que I’isomeére (S). Cette différence
d’activité entre les deux énantioméres a été expliquée par la théorie d’Easson et Stedman,
évoquée précédemment, envisageant trois points de contact pour 1’antipode le plus actif.
Ainsi, la meilleure activiteé de la (R)-adrénaline s’explique par une meilleure fixation de celle-
ci au récepteur (3 sites de fixation: une interaction de Van der Waals pour le noyau
benzénique, une liaison hydrogeéne pour 1’hydroxyle et une interaction charge-charge de la
fonction amine ionisée) par rapport a la (S)-adrénaline (2 sites d’ancrage) [1] (figure 4). Dans
ce cas, la commercialisation de I’énantiomere le plus actif présente I’avantage de 1’emploi

d’une dose plus faible de principe actif.
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Figure 4 : Représentation des énantiomeéres de I’adrénaline (a et b) ainsi que leurs sites d’ancrage sur un
récepteur (c et d) [26].

IV.2.3 Un des deux énantiomeres est I’eutomere tandis que 1’autre est inactif
Dans ce cas, la séparation d’un mélange racémique s’aveére parfois peu intéressante. Dans le
cas de I’ibuproféne, I’action antalgique et antirhumatismale est présente seulement chez
I’énantiomere (S) et pourtant le racémique est utilisé. Ce choix peut s’expliquer par le fait que
le composé (R)-ibuproféne n’est pas toxique et d’autre part, dans 1’organisme, le composé
Iévogyre inactif subit une inversion chirale en composé dextrogyre actif.

Cependant, I’emploi exclusif d’un énantiomeére peut se révéler intéressant dans la mesure ou il
épargne 1’organisme de 1’obligation de procéder a la métabolisation et a 1’élimination de

I’énantiomeére inactif, diminuant ainsi les risques d’interactions médicamenteuses.

IV.2.4 Les deux énantiomeres possédent des activités biologiques différentes

Lorsque les énantiomeres possédent des propriétés pharmacologiques différentes, I'usage du
mélange racémique peut étre maintenu si leurs effets sont bénéfiques sur le plan
thérapeutique. En revanche dans le cas de la lévothyroxine, la séparation des énantiomeres a
un intérét économique puisqu’elle permet d’accéder a deux médicaments distincts ayant des
activités thérapeutiques différentes. En effet, la lévothyroxine, I’hormone thyroidienne
physiologique, est commercialisée pour traiter des patients souffrant d’hypothyroidie alors

que la dextrothyroxine permet le traitement de patients atteints d’hypercholestérolémie.
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IV.2.5 Un des deux énantiomeéres est I’eutomere tandis que 1’autre est toxique

Lorsque I'un des deux antipodes est toxique, la séparation des énantiomeéres s’avere
obligatoire pour ne retenir que 1’énantiomere actif non toxique, grace a la mise en ceuvre du
dédoublement du racémique ou par une méthode de separation énantiosélective et de
purification appropriée. Cependant, méme en cas d’utilisation d’un énantiomeére pur, il
convient toujours d’étre prudent et de ne pas exclure la possibilit¢é d’une racémisation
métabolique possible, se traduisant par 1’apparition éventuelle d’une toxicité ou d’effets
secondaires inattendus. L’usage d’un antipode actif, dont I’énantiomere est toxique, nécessite
donc une étude préliminaire, démontrant la non-isomérisation metabolique du principe actif
en son énantiomere toxique ainsi que la non-formation de métabolites toxiques.

Ainsi, dans le cas du thalidomide décrit précédemment, des études ont montré que
I’énantiomeére (S) était responsable des effets tératogénes. Cependant, des études portant sur
les métabolites du thalidomide ont été réalisees indiquant que les malformations feetales

observées étaient plus précisément liées au métabolite hydroxylé de 1’énantiomére (S) (figure

5) [27, 28].
/Il]fel‘l]]edlﬂll e \
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Figure 5 : Représentation des métabolites du (S)-thalidomide (TD). Le métabolite majoritaire est

=

représenté par une fleche plus épaisse [28].

V Chiralité et propriétés pharmacocinétiques
Les propriétés pharmacocinétiques des énantioméres d’un médicament, 1’absorption, la

distribution, le métabolisme et 1’élimination (ADME) peuvent étre fort différentes.
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La stéréosélectivité de 1’absorption est associée au transport actif, processus impliquant
I’interaction de composés chimiques avec des protéines de transport. Bien que 1’absorption et
le transport gastro-intestinal peuvent étre considérés comme étant pratiquement identiques,
des différences de fixation a des protéines de transport entre les énantiomeres sont observees.
C’est le cas par exemple de la DOPA, un antiparkinsonien. La L-DOPA est transportée a
travers les membranes par une protéine de transport alors que 1I’énantiomere D ne I’est pas. Le
passage intestinal de la L-DOPA est par conséquent plus rapide [29,30].

La stéreosélectivité de la distribution est associée a la fixation aux protéines plasmatiques qui
peut étre différente selon 1’énantiomeére. C’est le cas, par exemple des isomeéres du
propranolol. La fixation de I’énantiomére 1évogyre sur ces protéines est plus importante que
celle de I’antipode dextrogyre [31].

De méme, les enzymes peuvent agir différemment sur chaque énantiomere et conduire a la
formation de métabolites différents. Le métabolisme du (S)-(-)-propranolol, par exemple,
conduisant a la formation d’un glucuronide et a I’oxydation de la chaine latérale, est plus
rapide que celui de I’antipode dextrogyre. Il convient d’étudier les activités propres de chaque
métabolite car le métabolisme stéréosélectif peut entrainer des problémes de toxicité (cas du
thalidomide évoqué précédemment).

Enfin, des différences de vitesse d’élimination des énantiomeres et de leurs métabolites
correspondants peuvent se présenter et induire des conséquences sur le plan thérapeutique. En
effet, une accumulation de I'un des énantiomeéres, et par conséquent de ses métabolites, peut

donner lieu a des interactions médicamenteuses pouvant s’avérer dangereuses.

VI Chiralité et affaires réglementaires

A la suite de 1’évenement dramatique du thalidomide, des répercussions profondes sur
I’industrie pharmaceutique sont apparues, mettant I’accent sur la prudence nécessaire a la
commercialisation d’un médicament racémique. Ainsi, les autorités réglementaires en Europe,
au Japon et aux Etats-Unis (Food and Drug Administration (FDA)) ont fourni des directives
concernant la mise sur le marché d’un médicament. En tout état de cause, les régles établies
pour les principes actifs non chiraux s’appliquent également aux énantiomeres. Par ailleurs,
des indications doivent étre fournies sur les propriétés pharmacologiques, pharmacocinétiques
et toxicologiques de chaque énantiomere et du racémique, I’inversion chirale éventuelle de
I’énantiomére d’une forme a 1’autre doit étre également étudiée in vitro et in vivo. Dans tous
les cas, I’industriel doit justifier de 1’intérét de 1’emploi du racémique ou d’un énantiomere

pur.
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VII Chiralité et intérét économique

Les firmes pharmaceutiques sont maintenant dans I'obligation de fournir aux patients des
composés enantiomériquement purs, a moins que I'on ne prouve que l'autre isomere optique
est sans danger. Pour cette raison, la demande en produits chiraux, souvent sous la forme d’un
seul énantiomeére, a augmenté de fagcon considérable ces dernieres années.

Cette demande est stimulée par deux facteurs principaux :

e Les deux ¢énantiomeéres d’un composé chiral peuvent présenter des activités
biologiques drastiquement différentes.

e La deuxiéme raison est purement commerciale car la commercialisation de
médicaments sous forme énantiopure a donné naissance a une nouvelle tendance
appelée « chiral switching ». Cette tendance consiste a développer les énantiomeéres
purs de molécules chirales et a réévaluer les anciens médicaments racémiques afin

d’estimer les éventuels bénéfices du passage du racémate a I’énantiomere pur.

Les entreprises pharmaceutiques remplacent ainsi un produit racémique efficace arrivant en
fin de brevet par sa nouvelle version énantiomériquement pure. Ceci a pour effet d’éviter ou

de minimiser la compétition avec les médicaments génériques [32].

De plus, la procédure d’enregistrement de 1’énantiomere est simplifiée puisqu’une grande part
des données du racémate est utilisée. L’énantiomeére devient ainsi une nouvelle entité
chimique, couverte par une protection de brevet plus importante. Cependant, la majorité de
ces substances ne sont pas innovantes puisqu’il s’agit de I’eutomére du mélange racémique
déja commercialisé. Un exemple bien connu de chiral switching est celui de I’oméprazole
(Antra®), un anti-ulcéreux inhibiteur de la pompe a protons enregistré a la fin des années
1980. Alors qu’il était en téte des ventes des médicaments sur ordonnance dans les années
2000, ce qui le rendait idéal pour les firmes de génériques, AstraZeneca a introduit, avant

expiration du brevet, I’ésoméprazole (Nexium®), I’énantiomeére S de I’oméprazole.

Une poussée économique spectaculaire a été observée au niveau de la commercialisation des

médicaments énantiopurs a la place des mélanges racémiques (figure 6).
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Figure 6 : Représentation de la distribution des médicaments approuvés a travers le monde en fonction de
leurs propriétés chirales entre 1983-2006 [33].

Environ 300 milliards de dollars ont été dépensés dans le monde entier pour la
commercialisation des médicaments en 1997 et environ 28% de cette somme a concerné un
seul énantiomere [34]. En fait, parmi les dix médicaments les plus vendus dans le monde
actuellement, neuf contiennent un principe actif chiral. Le marché des molécules

commercialisées sous la forme d’un unique énantiomére représentait prés de 9 milliards $ en

2004 [35].

La chiralité joue donc un réle fondamental dans différents domaines, et tout particulierement
dans celui de la pharmacie, tant au point de vue thérapeutique, réglementaire, qu’économique.
La demande accrue en composés énantiomériquement purs de la part de 1’industrie
pharmaceutique a conduit au développement de méthodologies de synthése et d’analyse de

plus en plus performantes. Celles-ci seront présentées dans le chapitre suivant.
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Chapitre 1l : Techniques utilisées pour I’obtention d’énantiomeéres purs

La production de composés enantiomériquement purs a pris son essor depuis la mise au point
de nouvelles méthodologies de synthése asymétrique et le développement de techniques
séparatives performantes a 1’échelle préparative.

Les méthodes pour obtenir des énantiomeres purs peuvent étre classees en deux principales
catégories, synthese asymétrique et résolution de racémiques [1-3]. La premiére catégorie est
basée essentiellement sur une approche chirale incluant des syntheses énantiosélectives en
utilisant des synthons et auxiliaires chiraux, des enzymes ou des processus catalytiques
énantiosélectifs. La deuxiéme catégorie est une approche racémique et, dans ce cas 13, les
énantiomeres sont obtenus par la discrimination de diastéréoisomeres (cristallisation,

membranes, biocapteurs ou méthodes électrophorétiques et chromatographiques) [1,4].

| La synthese asymetrique

La voie royale pour obtenir des composés chiraux purs est la synthése directe de
I'énantiomeére (synthése asymétrique) sans passer par l'intermédiaire d'un racémique et par
I'¢limination de I'une des deux formes.

En 1904, Marckwald a donné une définition des synthéses asymétriques qui reste d’actualité :
« Les synthéses asymétriques sont celles qui, a partir de corps de structure symétrique et en
utilisant intermédiairement des substances optiquement actives, mais sans faire intervenir
aucun processus analytique, conduisent a des produits optiquement actifs » [5].

Ainsi, la synthése asymétrique consiste a préparer un produit sous forme d’un énantiomére en
partant d’une matiere premicre achirale. Cette transformation nécessite 1’aide d’un auxiliaire
chiral qui est temporairement lié au substrat, a un réactif ou a un catalyseur. L’auxiliaire
chiral, employé en quantité stoechiométrique par rapport au substrat, transforme directement
le substrat achiral en 1’énantiomére désiré.

La premiére synthése asymétrique industrielle a été la préparation de la L-DOPA, en 1975,
par W. S. Knowles (prix nobel en 2001) en utilisant un catalyseur chiral (figure 1). Ce dernier
est un complexe de rhodium ayant une phosphine chirale (dipamp) comme ligand chélatant.
La L-DOPA a ensuite été commercialisée comme medicament antiparkinsonien par la société

Hoffmann-La-Roche.
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Figure 1 : Synthése asymétrique industrielle de la L-DOPA [6].

La synthése asymétrique a connu au cours de ces dernieres années, un développement
considérable et a donné lieu a de nombreuses applications industrielles telles que la synthése
des acides aminés, des antibiotiques, des phéromones, du menthol... Cependant, le
développement de la synthese asymétrique est a la fois colteux et long a mettre en place.

Il Résolution des racémiques

La résolution des racémiques a toujours été considérée comme 1’un des problémes les plus
difficiles en chimie.
Deux aspects coexistent :

e La séparation chirale analytique lorsqu’il s’agit de caractériser la pureté
énantiomérique d’un composé ou de suivre le devenir du mélange racémique, par
exemple dans une métabolisation.

e La séparation chirale préparative pour obtenir des énantioméres de grande pureté

optique lorsque la synthese énantiosélective fait défaut.

Plusieurs méthodologies ont été utilisées pour résoudre les mélanges racémiques. Ces
differentes techniques peuvent étre divisées en deux catégories : les méthodes classiques,
regroupant les méthodes de biotransformations et la cristallisation et les technologies « plus
modernes » comprenant les méthodes par membranes chirales, les biocapteurs, les méthodes
chromatographiques et électrophorétiques ainsi que les méthodes spectroscopiques qui ne

seront pas abordées (figure 2) [7].
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Figure 2 : Les différentes techniques de résolution chirale.

capillaire

I1.1 Méthodes classiques

La résolution du racémique peut étre une résolution enzymatique (ou biotransformation). Les
réactions de biotransformation mettent en oeuvre les propriétés catalytiques hautement
énantiosélectives des enzymes pour un substrat. En effet, les enzymes ne reconnaissent qu’un
des deux énantiomeéres proposés. Un exemple illustrant ce phénomeéne est 1’observation de
Pasteur, en 1858, lequel avait constaté que lorsque la moisissure Penicillium glaucum était
ajoutée a une solution de tartrate de sodium et d’ammonium, la solution devenait lévogyre, la
forme dextrogyre étant sélectivement détruite en solution. Une solution énantiomeériqguement
pure est ainsi obtenue. Mais, il n’est pas toujours aisé de trouver I’enzyme la plus appropriée a
un substrat. De plus, le succés d'une technologie enzymatique demeure lié a divers facteurs
environnementaux (pH et taux d’oxygeéne dissous). Ainsi ces différents inconvénients
constituent souvent un obstacle a l'essor des opérations enzymatiques, notamment a I’échelle

industrielle.

La deuxiéme méthode classique est la cristallisation dont le principe repose sur la formation
de sels de diastéréoisomeres, formés par réaction entre les énantioméres et un réactif
optiquement pur. Les diastéréoisomeéres obtenus possédent des propriétés physico-chimiques
differentes et peuvent donc cristalliser selectivement [8]. Malheureusement, cette technique
présente plusieurs inconvénients : mise en ceuvre longue, nécessité de posséder un réactif de
trés grande pureté énantiomérique, racémisation possible du centre chiral (soit au niveau du
composé lui-méme, soit au niveau du réactif). De plus, le composé chiral doit posséder un

groupement fonctionnel permettant la dérivation [9].
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Pour toutes ces raisons, les analystes se sont tournés vers des techniques de séparation dites

« modernes ».

1.2 Méthodes "modernes"

11.2.1 Les membranes

La technique de discrimination chirale par des membranes a été explorée il y a une quinzaine
d’années [10,11] et peut étre divisée en deux catégories : soit la séparation est « directe » sur
une membrane «intrinsequement » énantiosélective, c’est le cas des polyméres
énantioseélectifs, soit la séparation se produit par I’intermédiaire d’une membrane non-
sélective assistant le processus énantiosélectif, c’est le cas des membranes liquides
comportant un transporteur chiral [12]. Les membranes liquides sont les plus courantes, elles
comportent généralement une phase organique prise en sandwich entre deux solutions
aqueuses. Une des solutions aqueuses contient le mélange racémique a séparer, la phase
organique contient le transporteur chiral qui est insoluble dans les deux phases aqueuses. Les
énantiomeres diffusent, a partir de la solution aqueuse de départ, a travers la membrane
liquide organique jusqu’a la solution aqueuse receveuse. A I’interface entre la solution
aqueuse de départ et la phase organique, chaque énantiomere forme un complexe avec le
transporteur chiral. La constante d’équilibre de formation du complexe ainsi que la diffusion
des complexes diastéréoisomériques peuvent étre différentes, ce qui peut mener a des vitesses
différentes de transport des énantiomeéres a travers la phase organique et donc a la résolution
du mélange racémique initialement présent dans un compartiment. Les membranes liquides
peuvent également étre formées par une phase aqueuse, contenant un transporteur chiral
hydrophile, pris en sandwich entre deux solutions organiques [13].

Cette technique de séparation d’énantiomeéres présente un grand intérét dans le domaine
industriel car elle permet la séparation de mélanges racémiques en grande quantité et avec une

bonne pureté énantiomérique [14].

11.2.2 Les biocapteurs

D’une maniere générale, un biocapteur est constitué d’une membrane qui comprend une
espece d’origine biologique (enzyme, anticorps, récepteur...), permettant la reconnaissance
moléculaire et d’un transducteur chargé de convertir le signal biologique (fixation d’un ligand
sur un récepteur) en un signal physique (électrique ou lumineux par exemple) mesurable et

aisément exploitable (figure 3).
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Figure 3 : Principe de fonctionnement d’un biocapteur [23].

Dans la littérature, de nombreux exemples ont été cités sur 1’application de biocapteurs en
analyse énantiosélective. Ces biocapteurs font intervenir de nombreux sélecteurs chiraux.
Nous pouvons citer sans étre exhaustifs, les cyclodextrines [15], les antibiotiques
macrocycliques [16], les éthers couronnes [17] et les aptameres [18,19]. Le mode de

fonctionnement de ces sélecteurs chiraux sera décrit ultérieurement.

11.2.3 Les méthodes chromatographiques et électrophorétiques

De part leur simplicité, sensibilité et robustesse, la chromatographie et 1’¢lectrophorése
capillaire (EC) sont deux techniques qui remportent le plus de succés dans le domaine de la
discrimination chirale [12]. Elles ont notamment prouveé leur efficacité lors de la séparation
des énantiomeres de produits pharmaceutiques, phytosanitaires et agroalimentaires.

Parmi les techniques chromatographiques employées pour la séparation chirale, on peut citer
la chromatographie liquide haute performance (CLHP) [20-22], la chromatographie sur
couche mince (CCM) [26-28], la chromatographie en phase gazeuse (CPG) [29] et la
chromatographie en phase supercritique (CPS) [30-32]. La chromatographie en phase liquide
(CLHP) est de loin la plus utilisée.

Le principe de fonctionnement de la chromatographie repose sur des différences de

distribution des solutés entre deux phases (la phase mobile et la phase stationnaire) non
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miscibles, ce qui se traduit au niveau macroscopique par une différence de vitesse de
migration des différents constituants du mélange.

La CLHP représente une technique de choix pour la quantification des énantioméres. On peut
estimer qu’environ 90% des séparations chirales se font par CLHP [7] et de nombreux
sélecteurs chiraux sont disponibles [41,7]. La séparation chirale sur PSCs peut étre
développée en utilisant trois modes chromatographiques différents : en phase normale, en

polarité de phase inversée et en mode organique polaire.

Dans les années 1990, les techniques électrophorétiques modernes ont connu un Véritable
essor pour la séparation des énantiomeéres [33-40]. L’¢lectrophorése capillaire de zone (CZE),
la chromatographie électrocinétique micellaire (MEKC) et I’isotachophorése sont devenues
les outils les plus performants. Ceci tient a la fois a la souplesse de la technique qui permet de
changer facilement de mode d’analyse et a la faible consommation d’électrolyte, rendant
possible 1’utilisation de sélecteurs chiraux onéreux.

Par ailleurs I’EC offre de nombreux moyens d’inverser 1'ordre d’élution des énantiomeres par
comparaison avec les méthodes chromatographiques. Il est possible de :

e Changer la chiralité du sélecteur (sélecteurs synthétiques) [44].

e Changer l'ionisation du sélecteur chiral, en changeant le pH du tampon de migration
[45-47]. Par exemple, la direction de migration du complexe diastéréoisomérique
formé est différente suivant que le sélecteur est chargé ou neutre.

e Eliminer ou inverser le flux électroosmotique (FEO), ce qui a également comme
conséquence l'inversion de migration des énantiomeres [45, 48].

e Augmenter la concentration du sélecteur chiral ce qui peut produire une inversion ou
une disparition du FEO [49].

11.2.3.1 Les deux approches permettant la séparation des

énantiomeres

Généralement deux approches permettent la séparation des énantiomeres par la formation de
diastéréoisomeres :

a) Approche indirecte par formation de diastéréoisoméres covalents

L’approche indirecte implique la formation avant I’injection (dérivation pré-colonne), de

diastéréoisomeres avec un réactif chiral (ou agent chiral) de haute pureté énantiomérique et
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leur separation ultérieure au moyen de methodes chromatographiques ou électrophoreétiques
achirales moins colteuses.

Les énantiomeres a séparer doivent posseder un groupement fonctionnel permettant la
dérivation et cette dérivation doit étre realisée prés du centre de chiralité ce qui permet une

augmentation de la différenciation physico-chimique entre les diastéréoisomeres [7].

L’avantage de cette approche est la prédétermination de I’ordre d’élution ce qui facilite la
détermination de la pureté optique. De plus, elle permet parfois d’améliorer simultanément la
sensibilit¢ d’une méthode car il est possible d’ajouter un groupement fluorophore, par
exemple, qui pourrait améliorer la détection globale du composé par fluorimétrie. Cependant,
cette méthode présente un certain nombre de limitations. Elle est limitée aux molécules
possédant des groupements fonctionnels permettant la dérivation (amines, alcools, acides,
etc), elle nécessite des agents chiraux de tres bonne pureté et, pour une application
préparative, une étape synthétique additionnelle est nécessaire pour éliminer 1’agent de
dérivation chiral.

Aujourd’hui, ces approches analytiques indirectes sont en déclin face au développement de
nombreux sélecteurs chiraux capables de séparer, directement, différents énantiomeéres sans la

nécessité d’agents de dérivation.

b) Approche directe par formation de diastéréoisomeéres labiles

L’analyse directe des énantiomeres sans dérivation préalable est de plus en plus répandue.
Cette méthodologie consiste en la formation de diastéréoisomeéres labiles. Les sélecteurs
chiraux sont utilisés soit dans la phase mobile (ACPM) ou dans le tampon de migration, ou ils
peuvent étre liés chimiquement ou adsorbés sur un support solide convenable (PSC).
L’ACPM est une approche plus colteuse nécessitant une plus grande quantité de sélecteur
chiral. D’autre part, I’utilisation de sélecteurs chiraux, absorbant dans I’ultraviolet (UV), peut
compromettre la sensibilit¢ de la méthode. La séparation d’énantiomeéres sur des phases
stationnaires chirales est par conséquent la méthode de choix en chromatographie.

En ¢électrophorese capillaire, I’approche « directe », utilisant le sélecteur chiral dissous dans le
tampon de migration, est la méthode la plus couramment utilisée. L’utilisation de capillaires
remplis par des phases stationnaires chirales se fait en électrochromatographie. Cette
technique est une méthode hybride entre 1’électrophorése capillaire et la chromatographie

liquide.
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Nous insisterons essentiellement sur les séparations chirales directes au moyen de PSCs, étant
donné leur plus grand intérét pratique et la plus grande diversité des sélecteurs chiraux qui y

sont retrouvés.

11.2.3.2 Le sélecteur chiral

Le sélecteur chiral est une espece ayant une affinité préférentiellement plus élevée vers 1’un
des énantiomeres d'un mélange racémique.
De nombreux composés optiquement actifs (naturels, semi-synthétiques ou synthétiques) ont

été développés en tant que sélecteurs chiraux pour la séparation d’énantiomeres.

Toutefois, pour qu’un sélecteur chiral soit intéressant, il doit répondre a certains
criteres [12 ,51] :

e Sa structure moléculaire et conformationnelle doit posséder suffisamment de centres
d’asymétrie, de cavités chirales afin de pouvoir interagir de fagon stéréosélective avec
des énantiomeres a separer.

e |l doit étre facilement synthétisable ou commercialement disponible. Toutes les étapes
de fabrication doivent étre sévérement controlées afin d’obtenir des lots identiques
(taux de greffage, pureté optique...). Ces points sont essenticls pour obtenir des
séparations stéréosélectives reproductibles.

e Il ne doit pas interférer avec la détection des analytes, s’il est utilisé comme additif de
la phase mobile ou du tampon de migration.

¢ |l doit étre soluble et chimiquement stable dans les conditions d’analyse (température,
pH, solvant...), en tant qu’additif dans la phase mobile ou dans le tampon de

migration.

11.2.3.3 La reconnaissance chirale en méthodes séparatives

Le phénomeéne de reconnaissance chirale en chromatographie ou en électrophorese capillaire
repose sur le principe décrit précédemment de la reconnaissance ligand-récepteur (figure 4).

Le premier modele de reconnaissance chirale a été proposé par Dalgliesh [52] puis modifié
par Pirkle [53]. Il suppose I’existence d’un minimum de trois points d’interaction entre le
soluté et le sélecteur. Ces interactions, déterminées par la composition chimique de ces deux

protagonistes, peuvent étre attractives ou répulsives [54]. Ce modéle autorise deux
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interactions pour chagque énantiomere, la troisieme, de nature stéréosélective, est possible
seulement pour 1’'un d’entre eux.

Les interactions pouvant participer au processus de discrimination chirale peuvent étre des
attractions ou répulsions coulombiennes, des liaisons hydrogene, des effets hydrophobes, des
encombrements stériques, des phénomenes d’inclusion dans des cavités, des transferts de
charges, des interactions n-m, et des interactions dip6le-dipOle.

Ainsi, ce modele de reconnaissance chirale, simplifié, a le mérite d’expliquer le
fonctionnement de la plupart des sélecteurs chiraux utilisés en séparation chirale a I’exception
des polymeres. En effet, lorsque la PSC est un polymere, il convient d’ajouter aux interactions
attractives et répulsives classiques, un phénomene de reconnaissance qui tient compte de la
géomeétrie globale du soluté. Ainsi ce mécanisme de reconnaissance est comparable au

processus de reconnaissance enzymatique de type clef-serrure [9].
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Figure 4 : Principe de la reconnaissance chirale en CLHP (a) et en électrophorése capillaire (b) [55].
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11.2.3.4 Classification des sélecteurs chiraux

On peut distinguer deux grandes familles de selecteurs chiraux : les sélecteurs dits

« conventionnels » et les sélecteurs dits « sur mesure », specifiques d’un énantiomére pré-

déterminé (figure 5).
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Figure 5 : Classification des sélecteurs chiraux conventionnels et sur mesure.
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11.2.3.4.1 Les sélecteurs conventionnels

Il est possible de classer les sélecteurs chiraux en familles distinctes selon la nature du
sélecteur chiral (structure chimique) et des interactions mises en ceuvre lors du processus de
reconnaissance stéréosélective.

La premiére famille (type 1) regroupe les sélecteurs chiraux permettant la séparation
d’énantiomeéres par formation de complexes diastéréoisomeériques « superficiels» basés sur
des interactions attractives (sélecteurs de type Pirkle) ou faisant intervenir des ions
métalliques (échange de ligands).

Les sélecteurs chiraux de type Il impliquent la formation de complexes d’inclusion
hydrophobes (cyclodextrines) ou hydrophiles (éthers couronnes).

Les sélecteurs de type Ill impliquent une combinaison d’interactions attractives et la
formation de complexe d’inclusion pour induire une séparation. Cette famille regroupe les
polymeres naturels et synthétiques.

Les protéines appartiennent a la famille des sélecteurs de type 1V. La séparation chirale est

gouvernée par une combinaison d’effets hydrophobes et d’interactions polaires.

11.2.3.4.1.1 Type I-A : Les sélecteurs de type Pirkle et analogues

En 1976, Mikes introduit une nouvelle phase stationnaire chirale en accrochant directement
une petite molécule chirale, un dérivé de 1’acide propionique, a un gel de silice [56]. Il
qualifie cette nouvelle phase de type « brush ». Plus tard, Pirkle et ses collaborateurs ont
développé ces phases de facon plus étendue et, aujourd’hui, elles sont nommées phases
stationnaires de type Pirkle (voir Tableau 1) [57]. Elles ont en commun de posséder un noyau
aromatique a caractére accepteur d’électrons 7 (m-acide) comme les dérivés benzoylés, ou
donneur d’électrons m (m-basique) comme les dérivés naphtyles. Plus tard, un troisieme
sélecteur chiral est apparu portant les deux types de noyaux aromatiques (accepteur / donneur
d’¢électrons 7) (figure 6). 1l peut donner des complexes diastéréoisomériques par transfert de

charge avec un soluté lui-méme donneur ou accepteur d’électrons 7.
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Figure 6 : Trois phases stationnaires chirales différentes de type Pirkle commercialisées par Regis
(USA) [24].

Par exemple, la PSC 1, contenant un groupement aromatique m-acide (figure 6), a été utilisée
pour la résolution des racémates m-basiques [58]. Au contraire, la PSC 2, qui possede un
groupement aromatique m-basique (figure 6), a été utilisée pour résoudre des racémates m-
acides [58] et la PSC 3 (whelk-0 1), qui posséde deux types de groupements aromatiques z-
acide-basique, a été employée pour résoudre plusieurs racémates présentant des groupements

aromatiques m-acides ou 7t- basiques [59,60].
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Tableau 1 : PSCs de type Pirkle [43].
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Bien que quelquefois utilisés comme additifs chiraux en électrophorése capillaire [61], les
sélecteurs chiraux de type Pirkle sont généralement employés comme phases stationnaires en
chromatographie liquide. Ces phases stationnaires sont généralement utilisées en polarité de
phase normale afin de favoriser les interactions de type n-r entre 1’analyte et le greffon chiral.
Cependant, quelques applications ont été aussi développées en polarité de phase inversée pour
I’analyse de composés polaires ou ioniques [62]. Bien que certains médicaments aient été
sépares directement sur ce type de PSC, la dérivation du soluté est souvent nécessaire car,
pour la séparation des composés chiraux, ces phases imposent des caractéristiques structurales
strictes. Citons, sans étre exhaustifs, les acides aminés [65], les alcools amines [63, 64], les -
bloquants [65], etc.

Des sélecteurs chiraux semblables a ceux développés par Pirkle et ses collaborateurs ont été
congus par I’équipe de Dobashi [66]. Ces sélecteurs, a la différence de ceux décrits
précédemment, ne possedent pas de noyau aromatique mais généralement deux fonctions
amides (sélecteur de type Hara) [67]. Ces groupements sont simultanément donneurs et
accepteurs de liaisons hydrogéne. Pour les PSCs de type Hara, le mécanisme de
reconnaissance est basé uniquement sur 1’établissement de liaisons hydrogeéne et elles sont, du

fait de cette spécificité, nettement moins utilisées.

11.2.3.4.1.2 Type |I-B : Les sélecteurs par échange de ligands

Le principe et I’application d’échange de ligands en séparation chirale, ainsi que les différents
sélecteurs chiraux utilisés, en chromatographie et en électrophorese capillaire, seront

développés dans le chapitre suivant.

11.2.3.4.1.3 Type Il : Les sélecteurs a cavité : cyclodextrines et éthers
couronnes
11.2.3.4.1.3.1 Type Il -A : Les cyclodextrines (CDs)

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques constitués d’unités glucopyranose
liees entre elles par des liaisons glucosidiques a (1-4) et chaque unité glucopyranose possede
5 atomes de carbone asymeétriques, ce qui confére aux cyclodextrines des propriétés chirales.
Elles résultent de la dégradation enzymatique de 1’amidon par les cyclodextrines
glucosyltransférases (CGTases) d’origine bactérienne. Bien que des cyclodextrines contenant

jusqu’a 12 unités de glucose aient été isolées, seules les cyclodextrines a (cyclomaltohexaose,
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6 unités de glucose), B (cyclomaltoheptaose, 7 unités de glucose) et y (cyclomaltooctaose, 8

unités de glucose), ont été 1’objet d’études poussées et sont commercialement disponibles

(figure 7).
ér\ OH]\
OH

o | OH
HO Ho
o
OH
HO
0 o)
HO o—Cyclodextrine n =0 [OH] n
n B—Cyclodextrine n=1
v—Cyclodextrine n =2

Figure 7: Représentation structurale des cyclodextrines o, B et y [42].

HO

Les cyclodextrines forment une cavité hydrophobe de forme toroidale. Les groupements
hydroxyles secondaires (OH en position C2 et C3) bordent 1’entrée de la cavité alors que les
groupements hydroxyles primaires (OH en position C6) plus rapprochés, et par ailleurs plus
flexibles, obstruent partiellement I’acceés opposé, plus étroit, de la cavité. Cette disposition des
groupes -OH confére a I’extérieur de la molécule un caractére hydrophile.

Du fait de : I’absence de groupements hydroxyles, la densité électronique élevée due aux
atomes d’oxygeéne glucosidiques et la présence de groupements -CH- dans la cavité;
I’intérieur de la cyclodextrine est a la fois hydrophobe et apolaire, ce qui favorise la formation
d’un complexe d’inclusion avec les solutés comportant un motif hydrophobe.

Les liaisons hydrogéne et les interactions électrostatiques faisant intervenir les fonctions
hydroxyles ou leurs substituants jouent également un réle important dans 1’orientation relative

des molécules héte et invité [68].
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Les CDs sont capables de différencier des molécules de structure chimique proche, telles que
les isomeres et plus particulierement les énantiomeres. Par ailleurs, les CDs ont des propriétés
physico-chimiques compatibles avec de nombreuses techniques analytiqgues comme la
chromatographie (CLHP, CPG, CPS et CCM) et I’¢lectrophorese capillaire (EC et ECC) [69-
73]. En effet, les CDs présentent les avantages suivants :

- Elles n’absorbent pas en ultraviolet (UV),

- Elles sont stables sur une large gamme de pH,

- Elles peuvent accroitre la fluorescence d’un composé et en faciliter la détection.

Pour qu’une résolution énantiomérique soit possible, un complexe d’inclusion ou la molécule
invitée est étroitement encastrée dans la cavité de la cyclodextrine est indispensable en milieu
aqueux ou hydroorganique. La formation du complexe dépendra de la polarité, de
1I’hydrophobie, de la taille, et de la géométrie de I'invité, mais aussi de la taille de la cavité de
la CD. De plus la température, le pH, et la composition de la phase mobile influencent cette

formation [78].

Wainer et Drayer [79] ont proposé quelques regles afin de faciliter la reconnaissance chirale :
e L’analyte doit étre constitué au moins d’un noyau aromatique situ¢ en position o ou 3
du centre chiral.
e Le soluté doit posséder des groupements hydrophiles proches du centre d’asymétrie
susceptibles de former des liaisons hydrogéne avec les groupements hydroxyles de la
CD.
e La taille de la cavité hydrophobe doit étre en adéquation avec la géométrie du

groupement aromatique du soluté.

Généralement le mécanisme de reconnaissance chirale est fondé sur trois points d’interaction
entre 1’énantiomére et la cyclodextrine: au moins un substituant de I’invité (partie
hydrophobe) doit étre en interaction avec la cavité apolaire de la cyclodextrine (inclusion) et
les substituants de 1’atome asymétrique doivent étre a proximité des groupements hydroxyles
secondaires du bord de la cavité afin que les deux autres points d’interaction interviennent

(formation de liaisons hydrogéne) (figure 8) (concept de Dalgliesh).
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Figure 8 : Représentation schematique des deux étapes de discrimination chirale sur PSC de type cyclodextrine
[80].

Les cyclodextrines natives présentent certains inconvénients, notamment des problémes de
solubilité ainsi que des contraintes de faible interaction avec ’analyte. L’ajout de solvants
organiques a la phase mobile ou au tampon de migration permet d’améliorer leur solubilite.
Une autre alternative est I’emploi de cyclodextrines modifiées par substitution de I’atome
d’hydrogéne du groupement hydroxyle par différents groupements (alkyle-, hydroxyalkyle-,
amino-, thio-, glucosyle-, maltosyle-, méthyle-, hydroxyéthyle-, hydroxypropyle-, acétyle-,
etc) [79].

De nombreuses CDs modifiées ont été utilisées comme sélecteurs chiraux en tant qu’additifs
de phase mobile et de tampon de migration [70, 73, 74, 75] ou comme phases stationnaires
chirales [76, 77]. Les phases stationnaires cyclodextrines natives et modifiées sont utilisées en
polarité de phase normale, en polarité de phase inversée, ou encore en mode organique polaire
[79].

Parmi les nombreuses molécules qui ont été résolues avec les cyclodextrines, citons, sans étre
exhaustifs, les benzodiazépines [81], les dérivés d’imidazole [82], les B-bloquants [74,83], les
anti-inflammatoires non stéroidiens [84], la warfarine [74, 85], les alcaloides [86], les

barbituriques [87], les dérivés d’acides aminés [88].

11.2.3.4.1.3.2 Type Il -B : Les éthers couronnes

Les éthers couronnes sont des polyéthers macrocycliques découverts en 1967 par Pedersen

[89]. L’unité de répétition essentielle est la fonction éthylénoxy (-CH,-CH,-O) qui se répéte 4,
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5 et 6 fois, respectivement pour le 12-couronne-4 (12 C,), le 15-couronne-5 (15 Cs) et le 18-
couronne-6 (18 Cg) (figure 9).

Geénéralement les éthers couronnes possédent une cavité hydrophile et un environnement
extérieur hydrophobe. Les atomes d’oxygeéne du cycle sont orientés vers le centre de la cavite,
et définissent un plan dans lequel les composés alcalins, alcalino-terreux et les cations
possédant des fonctions amines primaires peuvent étre complexés. En effet, 1’arrangement
spatial singulier des groupements donneurs de 1’éther couronne crée un environnement a forte
densité électronique qui lui confére des propriétés nucléophiles. Les interactions primaires
mises en jeu sont de type ion-dipdle entre le soluté cationique et les atomes d’oxygene

électro-donneurs du cycle polyétheré.

(\o/ﬁ (\O/W 0(\0/7) | §‘OH

[o Oj T 07 Ho s ¢ 0
oS O oS " e J Y

\ ) (b) ©

Figure 9 : Structure de quelques éthers couronnes.

(a) : 18-couronne-6 (18Cy); (b) : Crownpak CR (+); (c) : I’acide (-)-2,3,11,12-18-couronne-6
tétracarboxylique ((-)-18CsHa) [42].

OH

Le mécanisme de reconnaissance chirale repose sur la formation de liaisons hydrogene et
d’interactions é€lectrostatiques entre une fonction aminée du composé chiral et les
hétéroatomes de 1’éther couronne (figure 10). Les interactions secondaires entre les groupes
carboxyliques de 1’éther couronne et des groupes situés a proximité du centre chiral de

I’analyte sont essentielles pour la reconnaissance chirale [90].
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Figure 10 : Modéle de complexation entre une amine primaire et un éther couronne tetracarboxylé [72].

Ces sélecteurs chiraux offrent des sélectivités élevées, cependant, leur domaine d’application
est limité aux solutés posseédant une fonction amine primaire (acides aminés, amines, amides,
alcools aminés, esters aminés, etc).

Les éthers couronnes ont été utilisés avec succes pour la reconnaissance chirale des amines
aromatiques (1-naphthyl-éthyl-amine, 1-phényl-éthyl-amine, etc) et des amino-alcools
(noréphédrine, noradrénaline, 2-amino-1,2-diphényl-éthanol) [91]. Cependant, la séparation

les acides aminés et leurs dérivés constituent la cible majeure de ce sélecteur [72].

11.2.3.4.1.4 Type 11l : Les polymeres naturels et synthétiques
11.2.3.4.1.4.1 Type Il : Les polymeres naturels

Les polysaccharides tels que la cellulose, I'amylose, le chitosane, le xylane, le curdlan, le
dextran, et I’inuline ont été utilisés pour la séparation chirale en chromatographie liquide [92].
La cellulose et ’amylose sont composés d’unités de D-(+)-glucose reliées respectivement par
des ponts B-(1-4) ou a-(1-4). lls présentent une structure hélicoidale asymétrique permettant la
séparation d’énantiomeres. Cependant, ces polymeéres naturels ne sont pas commercialisés en
tant que phases stationnaires chirales (PSCs) car les résolutions obtenues sont généralement
faibles [93]. Afin d’améliorer leur énantiosélectivité, ils ont été modifiés par dérivation des
fonctions -OH libres. La dérivation de ces groupements -OH permet a la fois de conserver la
structure hélicoidale de la molécule et de favoriser I’apparition de cavités chirales capables
d’inclure stéréosélectivement des molécules.

Les nouveaux sélecteurs ainsi formés sont essentiellement des derivés ester ou carbamate de

cellulose (Chiralcel) ou d’amylose (Chirapak) (figure 11).
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Figure 11 : Structures chimiques des dérivés de la cellulose et de I’amylose commercialisés par Daicel (Japan)
[42].

La reconnaissance chirale implique des phénoménes d’inclusion, des interactions de type -,
des liaisons hydrogeéne, des interactions dip6le-dip6le et des interactions électrostatiques [94-
96].

Certains des polysaccharides modifiés tels que les dérivés carboxyméthylés, méthylés et
hydroxypropylés de la cellulose, ont été utilisés également en électrophorése capillaire en tant

qu’additifs chiraux dans le tampon de migration [94, 97, 98]. Mais, les dérivés
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polysaccharidiques sont plutdt utilisés, avec un grand succes, en tant que phases stationnaires
chirales en chromatographie liquide haute performance [99 - 101].

Les phases stationnaires cellulosiques ou amylosiques sont utilisées en polarité de phase
normale ou inversée [96, 102].

Le principal défaut de ces PSCs était lié au fait que la phase stationnaire était déposée sur un
gel de silice. Les solvants compatibles étaient limités aux alcools, alcanes et a ’acétonitrile.
L’utilisation de solvants de polarité intermédiaire tels que le méthyle t-butyle éther, I’acétate
d’éthyle, le tétrahydrofurane, 1’acétone et les solvants chlorés était interdite car elle pouvait
partiellement ou totalement dissoudre le reseau polymérique chiral. Ce probleme est
désormais résolu depuis la commercialisation d’une nouvelle gamme de colonnes (IA :
amylose tris-(3,5-diméthylphénylcarbamate), IB : cellulose tris-(3,5-
diméthylphénylcarbamate) et IC : cellulose tris-(3,5- dichlorophénylcarbamate)) dont la phase
stationnaire est immobilisée sur de la silice [99]. Celles-ci montrent une meilleure robustesse
Vis-a-vis d’un large panel de solvants et ouvrent de nouvelles possibilités quant au choix de la
composition de la phase mobile pour la résolution d’énantioméres. De nombreux
médicaments chiraux, a caractéere acide, neutre ou basique, présentant un noyau aromatique et
un groupement polaire prés du centre d’asymétrie ont été résolus sur ce type de PSC. Citons
les alcaloides, les dérivés atropiniques, les B-blogquants, les anti-histaminiques, les anti-
inflammatoires [103-105]. De plus, ces sélecteurs sont trés intéressants a 1’échelle préparative,
en raison de leur nombre élevé de cavités chirales qui induisent une forte capacité de charge.

De plus, ces sélecteurs sont disponibles en grandes quantités [104].

11.2.3.4.1.4.2 Type 11 : Les polymeres synthétiques

Ces sélecteurs chiraux introduits par Blaschke [107], sont produits par polymeérisation de
monomeres chiraux. Cette polymérisation aboutit a la formation d’un réseau tridimensionnel
permettant la création de cavités asymétriques. L’inclusion des énantioméres dans ces cavités
constituerait le principal mécanisme de reconnaissance chirale [106,107]. Cependant, les
chaines polymeériques, possédant de multiples centres de chiralité provenant du monomeére,
interviennent également dans ce mécanisme de reconnaissance.

De nombreux polymeres d’origine synthétique ont été utilisés en tant que sélecteurs chiraux.
Citons les molécules de polyméthacrylate, de polyacrylamide, de polyméthacrylamide et les
dérivés du polystyréne, du polyoléfine, d’éther de polyvinyle, du polychlorale, du
polyisocyanide, du polyacétyléne, du polyéther, du polyamide, du polyuréthane, etc [108].
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Ces sélecteurs chiraux ont été principalement utilisés comme phases stationnaires en
chromatographie. Leur utilisation a I’échelle préparative connait un grand succes (plus de 200
composés chiraux ont été résolus sur ce type de selecteur chiral [93,109]). Citons a titre
d’exemple la nilvadipine [110], les dérivés de prostaglandines [111], les dérives de
calixarenes [112] et le thalidomide [113].

11.2.3.4.1.5 Type IV : Les protéines

La premiere utilisation de protéines immobilisées en tant que phase stationnaire chirale
remonte a 1973. La BSA-Sépharose (albumine de sérum de beeuf) a été utilisée avec succes
pour la séparation des énantiomeres du tryptophane [114].

Diverses protéines telles que 1’avidine [115], I’az-glycoprotéine acide (AGP) [116, 117],
I’ovomucoide (OVM) [118], la cellulase (CBH) [119], I’albumine de sérum humain (HSA)
[120] ou de beeuf (BSA) [121,122] ont la capacité de fixer certaines molécules de fagon
stéréosélective. Les sélecteurs protéiques sont caractérisés par la présence de nombreux sites
chiraux dans lesquels des effets hydrophobes, des interactions électrostatiques et des liaisons
hydrogene sont responsables de la reconnaissance chirale [42]. L’importance de ces
mécanismes dépend de la structure tridimensionnelle de la protéine qui varie en fonction de la
nature et de la teneur en solvant organique de la phase mobile [51].

En régle générale, la reconnaissance chirale exige la présence d’au moins deux fonctions
polaires dans la structure du soluté. La présence d’un substituant encombrant ou rigide a
proximité du centre d’asymétric favorise la reconnaissance chirale au niveau des sites
d’interaction de la protéine.

Ces sélecteurs chiraux permettent la résolution d’une large gamme de mélanges racémiques.
Ainsi, des molécules médicamenteuses chirales acides, neutres ou basiques ont été séparées
en CLHP ou en électrophorese capillaire a ’aide des différents sélecteurs chiraux protéiques
existants [9].

Cependant, 1’application de ces sélecteurs chiraux en tant que PSC est limitée par un certain
nombre de points critiques : les protéines sont sujettes a des dégradations irréversibles dans le

temps et leur colt est éleve. Elles ne sont pas utilisées a I’échelle préparative [42].
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11.2.3.4.1.6 Type V : Les sélecteurs chiraux a base d’antibiotiques

macrocycliques

En 1994, Armstrong a introduit une nouvelle classe de sélecteurs chiraux a base
d’antibiotiques macrocycliques en électrophorése capillaire [123] et en CLHP [124].

Les antibiotiques macrocycliques employés en tant que sélecteurs chiraux, sont classés en
quatre groupes (les ansamycines, les peptides macrocycliques, les glycopeptides
macrocycliques et les aminoglycosides). Parmi ces groupes, les glycopeptides macrocycliques
(ristocétine, vancomycine, teicoplanine et avopracine) sont les plus utilisés et donnent les
meilleurs résultats en tant que sélecteurs chiraux [125,126].

La structure de ces sélecteurs, est composeé de trois ou quatre macrocycles fondus reliés a des
unités saccharidiques (nombre important de centres chiraux, de cavités d’inclusion) et a
différents groupements fonctionnels acides, basiques ou neutres (par exemple, groupement
aromatique, hydroxyle, amine, et acide carboxylique). Ces sélecteurs montrent des propriétés
énantiosélectives vis-a-vis d’une large variété de composés anioniques, neutres et cationiques.
La premiere PSC commerciale était constituée de vancomycine (Chirobiotic V) [124]. Des
PSCs a base de teicoplanine (Chirobiotic T) [128] et de ristocétine A (Chirobiotic R) ont
ensuite été developpées. La ristocétine a également été utilisée avec succes en EC [129]. La
derniére PSC commercialisée de cette famille est la teicoplanine aglycone (Chirobiotic-TAG)

[130] qui a été produite en enlevant les parties saccharidiques de la teicoplanine (figure 12).

Vancomycin Ristocetin A Teicoplanin T-Aglycone
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Figure 12 : Structures de quelques glycopeptides [25].
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Bien que le mécanisme de reconnaissance de ces sélecteurs chiraux ne soit pas clairement
¢lucidé, il semblerait que des mécanismes d’inclusion dans la cavité hydrophobe, des
interactions dipdle-dipble, des liaisons hydrogene, des interactions de type =n-m,
électrostatiques ou des répulsions stériques, jouent un réle dans la reconnaissance chirale
[125, 131 ,132]. Les propriétés énantioselectives des antibiotiques macrocycliques semblent
se rapprocher de celles des protéines, des cyclodextrines et des sélecteurs chiraux
polymériques.

Ils ont été tres largement utilisés pour la seéparation de divers composes chiraux en utilisant
differentes technologies analytiques (CLHP, CCM, CE, CE-MS...) [127]. Nous pouvons citer
les acides aminés et dérivés, les peptides, des composés acides, alcools, aminés, esters,
sulfamides, aromatiques ou aliphatiques.

11.2.3.4.2 Les sélecteurs chiraux sur mesure

L’un des problemes majeurs avec les sélecteurs conventionnels est qu'il n'existe pas de régle
simple de choix du sélecteur en fonction de la structure des composés a séparer (plus de 100
PSCs commerciales). Ces sélecteurs ne sont pas dirigés spécifiqguement contre une molécule
cible pré-déterminée.

Le choix du sélecteur chiral s'effectue en régle générale de maniére empirique, en fonction
des données existantes pour des molécules voisines, ou en effectuant un «screening » des
sélecteurs disponibles. De plus, la présence de sites non spécifiques, dans la plupart des cas,
entraine une diminution de 1’énantiosélectivité apparente, et une efficacité limitee se
traduisant par des pics asymétriques. D’autre part, I’ordre d’élution des énantiomeéres séparés
par ces sélecteurs conventionnels n’est pas défini. De nouvelles voies de recherche ont été
explorées afin de mettre au point des outils de reconnaissance moléculaire capables d'afficher
de hautes spécificités et affinités. Trois stratégies générales ont été décrites pour créer un
sélecteur chiral spécifiquement désigné contre un racémique a résoudre : la formation de
polymeres & empreinte moléculaire, la production d’anticorps et 1’approche combinatoire.
Cette derniere méthode implique deux procédures différentes : une approche a partir d’une
petite bibliothéque de sélecteurs a faible poids moléculaire et une approche impliquant une

large banque d’oligonucléotides simples brin (aptaméres ADN et ARN).
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11.2.3.4.2.1 Les sélecteurs chiraux a empreinte moléculaire

Les polyméres a empreinte moléculaire (Molecularly Imprinted Polymer : MIP) sont des
réseaux de polymeres réticulés possédant des sites récepteurs spécifiques d’une molécule
cible. L’impression moléculaire consiste a créer des images complémentaires en terme de
structure et de fonctionnalités chimiques d’une molécule chimique cible, dite « template », au
sein d’un polymere synthétique tridimensionnel (c’est a dire création de cavites de forme et de
dimension déterminées) et a considérer cette empreinte comme le mime d’une interaction

enzyme-substrat.

Deux approches ont été mises au point pour la préparation des MIPs, I’impression covalente
[133,135] et I’impression non covalente développée par Mosbach et ses collaborateurs [136].
L’approche covalente est basée sur la dérivation chimique de la molécule cible avec des
molécules contenant des groupements polymérisables utilisant des liaisons covalentes
réversibles. La deuxiéme approche est une impression non-covalente. Dans ce procédé, le
complexe entre la molécule empreinte et le monomere est formé in-situ par des interactions
non covalentes de type liaisons hydrogéne, interactions m-m ou liaisons eélectrostatiques.

L’approche la plus courante est la technique d’impression non covalente [134].

Le principe de la synthése d’un MIP (approche non covalente) est fondé sur trois principales
étapes (figure 13) : formation d’un complexe, polymérisation et extraction. Pour ce faire, une
molécule empreinte est mise, dans le solvant de synthése, en présence a) de monomeres
choisis pour leur grande affinité avec la molécule empreinte (dérivés méthacryliques,
vinyliques, acryliques), b) d’un agent réticulant et ¢) d’un initiateur de polymérisation. Par
initiation thermique ou photochimique, les monomeres polymérisent autour de la molécule
empreinte ce qui induit la création de cavités spécifiques présentant une complémentarité
structurale avec la molécule empreinte. Une fois la polymérisation achevée, la molécule
empreinte est éliminée de la matrice polymérique, ce qui conduit a la formation d’un
polymere rigide renfermant des sites de reconnaissance spécifique de la molécule modele. La
présence d'un solvant porogene dans le mélange de polymérisation permet le développement
d’une structure macroporeuse qui facilite I'élimination de la molécule empreinte et I'accés

aux sites lors de l'utilisation ultérieure du polymeére.
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Figure 13 : Principe de synthése dun polymére a empreinte moléculaire. Adapté de [142].

Cette technique a été utilisée pour la séparation de divers composés chiraux en utilisant
différentes technologies analytiques comme les CEC [137], CLHP [138], CCM [139] et CPS
[140]. Les phases stationnaires & base de MIP présentent plusieurs caractéristiques
intéressantes : leur préparation est simple et facile, les réactifs nécessaires a la synthése de la
phase stationnaire sont commercialement disponibles et peu onéreux. Ces phases présentent
une remarquable stabilit¢ mécanique et chimique [141]. Enfin, les polymeres a empreinte
moléculaire (MIPs) présentent en général une trés haute sélectivité pour leur molécule cible,

comparable a celle des anticorps pour leur antigéne.

Un nombre important de PSCs de type MIP a été décrit dans la littérature. Ces PSCs ont
permis la séparation d’énantioméres d’acides aminés et de leurs dérivés [143], de peptides
[144], d’hormones [145], d’antibiotiques [146].

Les MIPs présentent des inconvénients dus a une grande disparité des sites énantiosélectifs et
non-spécifiques situés a la surface du polymére. Ceci entraine une efficacité médiocre, une
trainée importante des pics et une capacité de fixation énantiosélective limitée en CLHP
[138]. De plus, la synthése du MIP nécessite une grande quantité de molécules empreintes, ce

qui est un facteur limitant lorsque 1’analyte n’est disponible qu’en quantité limitée.

11.2.3.4.2.2 Les anticorps

Les immunoglobulines (Ig) sont formées de 4 chaines polypeptidiques: 2 chaines lourdes (H
pour heavy) et 2 chaines légéres (L pour light) (figure 14) qui sont reliées entre elles par un

nombre variable de ponts disulfure assurant une flexibilit¢ de la molécule. L'anticorps
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identifie I'antigene grace a la complémentarité entre une partie de l'anticorps et une zone

précise sur I’antigéne nommeée épitope [149].

Site de fixation de
I’antigéne

haine lourde Epitope de I’antigéne

Chaine légere

Région variable
Ponts disulfures

Figure 14 : Représentation de la structure générale d’un anticorps [147].

Le fait que les anticorps soient composés d’acides amines en série L et de sucres en série D
leur donne une chiralité intrinséque. En 1917, Karl Landsteiner et ses collaborateurs ont
démontré que les anticorps pouvaient étre stéréoselectifs et qu’ils étaient capables de
reconnaitre les énantioméres d’une molécule chirale [157].

Leur utilisation comme sélecteurs chiraux pour la résolution des racémiques en CLHP, a été
décrite plus récemment. Ils sont greffés sur des billes d’agarose ou immobilisés a la surface de
la silice pour constituer la phase stationnaire [150-157].

L-enantiomer » l
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Figure 15 : Phase stationnaire chirale a base d’anticorps [148].

Les interactions spécifiques entre 1’anticorps et la molécule cible sont de nature non
covalentes et impliquent des interactions électrostatiques, des effets hydrophobes, des liaisons
hydrogene et des interactions de type Van der Waals [154].
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La plupart des applications chromatographiques relatives a 1’utilisation d’anticorps comme
sélecteurs chiraux a permis la séparation de principes actifs pharmaceutiques [150,155],
d’acides aminés et dérivés [151-154] et d’acides-a-hydroxylés [156].

Toutefois, cette technique présente un certain nombre d’inconvénients. Les anticorps
specifiques d’un énantiomere donné sont obtenus a partir d’animaux. Ceci implique des
étapes longues de production, des problémes de reproductibilité et des difficultés d’obtention
d’anticorps contre des molécules non tolérées par les animaux (exemple : toxines). De plus,
les capacités d’immobilisation sur support chromatographique sont limitées a cause de leur
taille importante. D’autre part, et en régle genérale, les petites molécules sont faiblement
immunogeéniques [158]. Par ailleurs, la longueur des cycles d’élution des analytes et de
régénération de la phase stationnaire rend cette méthode inutilisable en laboratoire de controle
qualité. Enfin, les anticorps sont sensibles a la température et peuvent subir des dénaturations

irréversibles [158].

11.2.3.4.2.3 L’approche combinatoire

La chimie combinatoire constitue un processus qui permet de déterminer, parmi N molécules,
les ligands selectifs d’une molécule cible. L utilisation d’une méthode combinatoire repose
sur la maitrise de trois étapes essentielles : la synthése d’une banque de composés, le criblage
de ces composés afin de sélectionner celui (ceux) qui posséde(nt) les propriétés désirées et
enfin I’identification des candidats sélectionnés.

Cette stratégie combinatoire s’est montrée trés prometteuse en discrimination chirale. Elle
utilise des méthodes rapides selon différentes approches. La premiére méthode combinatoire
décrite impliquait une petite bibliothéque contenant des sélecteurs chiraux a faible masse
moléculaire. Plus récemment, une approche combinatoire tres efficace, a partir d’une trés
grande bibliotheque contenant des oligonucléotides simple brin, a permis la création d’une

nouvelle classe de sélecteurs chiraux a base d’aptameéres en série ADN et ARN [159].

11.2.3.4.2.3.1 Les sélecteurs a faible masse moléculaire

La découverte de sélecteurs chiraux a faible masse moléculaire par la stratégie combinatoire
implique plusieurs approches faisant intervenir un « screening » par chromatographie liquide

(ou électrophorese capillaire) ou un « screening » sequentiel.
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La premiere approche (réciproque) introduite par Pirkle et ses collaborateurs [160-161],
établit que , si un sélecteur chiral possede différentes affinités pour les énantioméres d’une
molécule cible, alors les énantiomeres de la molécule cible, pris séparément, devraient
posséder une affinité différente pour les énantiomeres du sélecteur chiral. Dans cette
approche, un énantiomére du racémique cible est immobiliseé sur un support
chromatographique, puis, un criblage est réalise par CLHP en faisant passer au niveau de cette
phase stationnaire chirale une banque de composés racémiques a faible masse moléculaire
(selecteur candidat), préparés par synthése combinatoire, susceptibles d’étre separés sur cette
PSC. Le racéemique le mieux résolu est alors préparé sous une forme énantiomériquement
pure et fixé par la suite sur un support chromatographique (figure 16). La phase stationnaire

ainsi obtenue permet alors une tres bonne résolution du racémique cible [162].

Bibliothéque de sélecteurs racémiques
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Figure 16 : Concept de criblage réciproque pour I’identification d’un sélecteur spécifique pour la préparation
d’une phase stationnaire chirale [162].

Cette technique a 1’avantage de faire intervenir seulement deux colonnes afin de développer
une PSC optimisée pour la séparation énantiomérique d’un seul composé. Cependant, il a été

montré que ces colonnes ont la capacité de séparer d’autres racémiques avec des
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énantiosélectivités plus faibles. Cette technique a été employeée par plusieurs équipes pour le

criblage de diverses familles de composés chiraux [163-166].

La deuxieme approche implique une bibliothéque contenant un mélange de sélecteurs chiraux
potentiels énantiomériquement purs. Celle-ci a été fixée sur un support chromatographique et
testée par un protocole de criblage pour évaluer la séparation des énantiomeres de 1’analyte
cible (figure 17). Si une séparation est réalisée, des sous-banques de colonnes contenant les
sélecteurs chiraux les plus énantiosélectifs, sont ensuite préparées afin d’identifier le sélecteur
optimal [159]. Cette approche présente 1’« avantage du parallélisme » c'est-a-dire que le
nombre de colonnes nécessaires lors de 1’étape de criblage du sélecteur optimal, par
déconvolution, est trés inférieur au nombre de sélecteurs chiraux présents dans la bibliotheque
initiale [167].
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Figure 17 : Concept de criblage par greffage sur billes d’une large bibliothéque de sélecteurs potentiels
[167].
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En suivant cette approche, Welch et al. [168, 169] ont synthétisé une large banque de derives
d’oligopeptides dinitrobenzoylés qu’ils ont fixé sur un support chromatographique afin
d’identifier les sélecteurs spécifiques d’analytes a caractére m-basique. De la méme facon,
Chiari et ses collaborateurs ont utilisé une banque contenant plus de 8000 cyclohexapeptides
afin d’évaluer leurs propriétés énantiosélectives pour les dérivés d’acides aminés

dinitrophénylés (DNP) par electrophorese capillaire [170].

La recherche de nouvelles techniques rapides et efficaces pour cribler des composés afin
d’identifier des ligands qui se lient spécifiquement a une cible particuliére, a conduit
Weingarten et ses collaborateurs a développer une troisiéme approche basée sur un criblage
visuel en utilisant la microscopie optique. Cette technique permet de sélectionner
manuellement des sélecteurs chiraux potentiels. Les auteurs ont identifié par cette méthode
des sélecteurs chiraux spécifiques de dérivés d’acides aminés [171].

Cette approche s’effectue en incubant un support solide contenant 60 membres d’une banque
d’amines chirales, formées principalement de macrocycles, de diamines, et de différents
acides aminés, avec deux énantiomeres (composé cible) marqués par des chromophores
absorbant dans le visible a des longueurs d’ondes différentes (I’énantiomére S et
I’énantiomére R sont marqués respectivement en "bleu” et en "rouge™). Ainsi, 1’attachement
énantiosélectif entre 1’analyte et les sélecteurs peut étre observé visuellement pour chaque
énantiomere (figure 18), par exemple 1’association entre le sélecteur chiral et 1’énantiomére S
produira des billes colorées en bleu alors que 1’association avec 1’énantiomére R entrainera
une coloration des billes en rouge et, la présence de billes non colorées (marron) indique la
non-affinité de la molécule immobilisée sur le support pour les énantioméres cibles. D’autre
part les molécules les plus intensément colorées correspondent aux sélecteurs chiraux qui

présentent le plus d’affinité pour la cible [12].
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Figure 18 : Approche combinatoire permettant le criblage de sélecteurs chiraux par inspection visuelle [12].

11.2.3.4.2.3.2 Les aptameres

Les aptameres nucléotidiques sont des ADN ou des ARN, simple brin, synthétiques, qui ont la
particularité d’adopter une conformation tridimensionnelle unique (tige-boucle, tétrades, boucles
internes, pseudo-noecuds...) qui leur permet de se lier spécifiguement a des molécules cibles
[172]. lls sont capables de se fixer spécifiquement a de trés nombreuses classes d’espéces
comme les ions métalliques [173], les colorants organiques [174], les peptides [175], les
protéines [176], les acides aminés [177], les nucléotides [178] ou encore les médicaments [179].

Les aptameéres nucléotidiques sont sélectionnés in vitro par la méthode SELEX (Systematic
Evolution of Ligands by EXponential enrichment) [176,180]. Elle repose sur un principe simple
d’enrichissement exponentiel d’une banque d’oligonucléotides par des cycles successifs de
sélection/amplification [172].

L’utilisation des aptaméres en tant que nouveaux sélecteurs chiraux spécifiques d’un
énantiomere cible prédésigné, en CLHP et électrophorése capillaire, a été introduite recemment
par notre équipe [181-183].

L'utilisation d'acides nucléiques aptaméres comme sélecteurs chiraux offre de nombreux
avantages. Les oligonucléotides aptameres sont selectionnés in vitro, stables en série ADN (pas
de dénaturation irréversible) et facilement fonctionnalisables pour une immobilisation ou un

marquage (greffage de biotine ou de fluorescéine par exemple).
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La procédure d’immobilisation de I'aptameére sur le support chromatographique a été réalisée
par deux méthodes différentes. La premiére méthode se fait par I’intermédiaire d’un lien
biotine-streptavidine. Dans ce cas, chaque aptamére est biotinylé en 5°, ce qui permet sa
fixation sur un support chromatographique de polystyréne divinyle benzéne contenant des
greffons steptavidine (POROS-streptavidine). La deuxieme méthode implique une stratégie
d’immobilisation covalente de I’aptamére modifié par un groupement amino sur un support
commercial de silice (Macrosphére-WCX, Alltech Assoc) fonctionnalisé par des groupements
carboxyliques. La liaison amide créée permet d’obtenir une PSC résistante a des conditions
plus drastiques (pourcentage de solvant organique et température appliquée plus éleveés) par
rapport aux PSCs possédant une liaison biotine-streptavidine.

Les aptameres en série ADN ont été utilisés avec succes pour la séparation énantiomérique de
la vasopressine (oligopeptide) [181], de I’adénosine (nucléoside) et du tyrosinamide (dérivé
d’acide aminé) [182]. Une PSC formée a partir d’un aptamere ARN en série L (produit par
synthése chimique) a été concgue afin de s’affranchir des problemes de dégradation de I’ARN.
Il a été démontré qu’une PSC formée d’un aptameére ARN en série L, image dans un miroir de
I’aptameére ARN en série D naturel, est stable pendant une longue période (~ 1600 volumes de
colonne) dans des conditions chromatographiques d’utilisation et de stockage normales [184].
Plusieurs aptaméres en série ARN ont été utilisés pour séparer les énantioméres de 1’arginine
[184], de I'histidine [185] et un aptamere a méme montré des capacités énantiosélectives vis a

vis de plusieurs couples d’énantiomeres [186].

Notre équipe a également testé les sélecteurs chiraux de type aptamére en électrophorese
capillaire. L utilisation d’une méthode de remplissage partiel d’un capillaire en silice fondue a
permis de séparer les énantioméres de I’arginine avec un aptamére L-ARN anti D-arginine
[183]. La résolution chirale a été réalisée entre 50 et 60°C, a 15 kV. De plus, un essai
énantiosélectif par compétition en ECA (électrophorése capillaire d’affinité) a été réalisé pour
la premiére fois au laboratoire, et a permis la détection d’une impureté énantiomérique a
0,01% avec le méme aptamére [187,188].

Récemment, 1’équipe a utilisé un capillaire modifié avec de 1’alcool polyvinylique,
partiellement rempli par une phase micellaire non ionique (chaine cholestéryle (Apt-chol))
pour la séparation par chromatographie électrocinétique micellaire des molécules anioniques
(nucleotides) qui ne présentent pas de difféerence de mobilité électrophorétique avec I’
aptameére. Cette technique a permis la séparation des énantioméres de I’AMP (adénosine

monophosphate), I’ADP (adénosine diphosphate) et I’ATP (adénosine triphosphate) en une
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seule analyse [189]. Une méthode de déplacement de brin complémentaire a également éte

développée pour discriminer les énantiomeres de I’AMP [190].

Malgré leurs avantages, les aptameres présentent un certain nombre d’inconvénients :

e Comme nous 1’avons vu, les aptameéres sont aujourd’hui obtenus par sélection in vitro
(SELEX), qui est une méthode trés efficace mais relativement lourde car elle nécessite
des équipements sophistiqués et des réactifs colteux. Elle peut étre relativement
longue a réaliser.

e En comparaison avec les sélecteurs chiraux « conventionnels », les PSCs aptameres
sont généralement caractérisées par des cinétiques de désorption plus faibles, ce qui
entraine une faible efficacité.

e Un autre probléme est le prix élevé des aptameéres (300 € pour 100 nmoles
d’oligonucléotides), ce qui limite leur application a des systémes miniaturisés tels que
les puces (« chips »), 1’électrophorése capillaire, et la micro/nano-CLHP. Cette
contrainte exclut, a I’heure actuelle, une application en chromatographie

énantiosélective a 1’échelle préparative.
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Chapitre 111 : I.’échange de ligands en séparation chirale

| Introduction

La premiére utilisation d’un complexe métal-ligand en séparation a été decrite par Tsuji en
1960 [1]. Cet auteur a immobilisé un hydrazide d’acide isonicotinique sur une résine
échangeuse cationique chargée de divers ions métalliques. Il a observé que la plus forte
rétention de I’hydrazide était obtenue avec le cuivre (1), puis par ordre décroissant : le nickel
(11), le mercure (11), le cobalt (1), le cadmium (11), le zinc (I1), le fer (1), le manganese (I1), et
I’aluminium (111). Dans tous les cas, le compose d'intérét était ensuite élué de la résine par un

mélange ammoniaque-eau. Mais Tsuji n'a pas appelé ce processus échange de ligands [1].

Le principe de la chromatographie par échange de ligands (CEL) a été brievement présenté
pour la premiére fois, en 1961, par Helfferich [2]. Helfferich a isolé la diamine (1,3-diamino-
2-hydroxypropane) en utilisant une résine échangeuse de cations et une solution ammoniacale

de cuivre. Chaque molécule de diamine déplace deux molécules d'ammoniaque :

Res,Cu(NH;), + diamine Res,Cu(diamine) + 2 NH,

Res:Résine

C’est ainsi que la chromatographie par échange de ligands a debuté pour la séparation des
composés complexant les cations métalliques.

En 1968, Rogozhin et Davankov ont développé la technique de chromatographie par échange
de ligands pour la séparation des isomeéres optiques des acides aminés [3]. Les auteurs ont
greffé un acide aminé optiquement pur, la L-proline, sur un support de polystyréne, puis ils
ont fait percoler sur la phase stationnaire une solution de sulfate de cuivre dissoute dans de
I’hydroxyde d’ammonium. Un complexe est formé entre 1’ion cuivrique et deux molécules de
prolines fixées sur le polymeére. Les énantioméres de la proline ont ainsi €té séparés apres
fixation sur la colonne via le cuivre puis sont élués par une solution aqueuse ou ammoniacale.

La L-proline est I’énantiomere élué en premier.

/ RPro-Cu-ProR <+ HA RPro-Cu-A 4+ HProR \

RPro-Cu-A + HProR + NH,

RPro-Cu-ProR + NH,'A

Pro:Proline, HA: Acide aminé

\ R: Support chromatographique
de polystyréne /
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Il Principe de la chromatographie par échange de ligands

La séparation chirale en chromatographie par échange de ligands est fondée sur la formation
de complexes entre un soluté donneur de doublets électroniques et un cation métallique
présentant des orbitales vacantes. Ces complexes diastéréoisomériques ont différentes

stabilités et/ou différentes affinités pour la colonne. Les cations métalliques utilisés sont

2+ 2+ 2+ 2+
principalement des meétaux de transition : Cu , Zn , Cd , Ni qui donnent des complexes

stables avec des ligands tres variés.

Les molécules chirales posseédant des atomes a caractére donneur d’électrons, tels que 1’azote,
I’oxygene et le soufre, sont considérées comme de bons ligands car elles ont la capacité de
coordonner les cations métalliques (métaux de transition). Généralement les acides aminés et
leurs dérives sont les plus utilisés pour la séparation chirale. A titre d’exemple, on peut citer
la proline, I’hydroxyproline, [I’histidine, la phénylalanine, 1’acide aspartique, 1’acide
glutamique, la méthionine, la thréonine, la leucine, et la valine [6-9]. D’autres composés tels
que la pénicillamine (métabolite de la pénicilline) [10] ou le chitosane [11,12] ont été
envisagés comme une alternative aux acides aminés pour la séparation chirale.

La séparation chirale par échange de ligands a été utilisée pour différentes techniques
chromatographiques (CPG [14], CCM [13,15], CPS [16], CLHP [17]), en électrophorése
capillaire [18] et en électrochromatographie [130].

Dans cette partie, les techniques chromatographiques (CLHP) et électrophorétiques mises en
ceuvre pour la séparation chirale par échange de ligands seront détaillées et ’utilisation des

aminoglycosides en chromatographie par échange de ligands (CCEL) sera introduite.

I11 Séparation chirale par échange de ligands en chromatographie
liquide
Genéralement, trois approches différentes sont mises en ceuvre pour dédoubler les mélanges

racémiques en chromatographie chirale par échange de ligands (CCEL).

I11.1 Les sélecteurs chiraux en CCEL immobilisés de maniére covalente sur un

support chromatographique

La premiére approche est fondée sur I’utilisation de sélecteurs chiraux greffés soit sur des
matrices polymériques organiques soit sur des gels de silice ou plus récemment sur des

monolithes. La formation des complexes ternaires entre le ligand-cuivre (1) et I’analyte a
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séparer a lieu dans la phase stationnaire. L'énantiomére qui forme un complexe ternaire plus

stable avec le ligand-cuivre (I1) est le plus retenu dans la colonne chromatographique.

1- Les premiéres phases stationnaires proposées pour la CCEL étaient de nature polymérique.

Ainsi, la premiere résine d'échange de ligands présentée par Rogozhin et Davankov était

constituée de polystyrene (figurel) [20].

COCH

ystyréne

o

Matrice pol

K K
K K
ettt sttt e et et e e e e e et

/

(Support chromatographique)

N

Figure 1 : Polystyrene sur lequel est greffé une molécule de proline [3].

Un autre polymére de type polyacrylamide sur lequel étaient greffés plusieurs acides aminés

comme la proline et ses dérivés a ensuite €té introduit par Lefebvre et al. en 1977 pour la

séparation chirale [20]. Plus tard, ce type de phase stationnaire chirale a été commercialisé

tives pour la séparation d’énantioméres d’acides aminés (figure2).

r

sous le nom de Chiosolve par JPS chimie (Suisse). Celle-ci est utilisée pour des applications
prepara

COOCH

K X e
heetatatatatatatatatatototototetet et atet et et et ettt ettt bt b b bt

bttt

/

vacrylamide

Matrice poly
(Support chromatographique)

Figure 2 : Polyacrylamide sur lequel est greffé une molécule de proline [3].
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D’autres types de polymeres ont également éte utilisés comme supports chromatographiques
pour la CCEL comme par exemple le polyméthacrylate [21], la polyvinylpyridine [22-23].
Mais ce type de support présente plusieurs inconvénients: gonflement des résines, en présence
d’une phase mobile aqueuse, mauvaise efficacité des colonnes due aux faibles débits utilisés
par manque de résistance aux pressions élevées. Afin de pallier ces différents problemes, les

gels de silice sont aujourd’hui préférés.

2- En 1979, trois équipes différentes (Foucault, Davankov et Guebitz) [3,19, 24-27] ont
présenté indépendamment et simultanément des PSCs a base de gels de silice pour la CCEL
avec un sélecteur chiral fixé de maniére covalente sur la colonne chromatographique.

Le principe de ces immobilisations est fondé sur le greffage covalent sur gel de silice d’un

groupement chimique de type aminopropyl, chloroalkyl ou 3- glycidoxypropyl (figure 3).

%ﬁ((«‘ﬂz)s_}{ﬂz
/
7

(CH))n—Cl

7
(CHZ)S_O_CHZ_HC\—O/(?

Figure 3 : Les groupements aminopropyl, chloroalkyl , 3- glycidoxypropyl fixés sur la silice [19].

/ Support ch l'()lnnt()gl'éiphi(h
silice

Le bras aminopropylé du gel de silice est relié au sélecteur chiral via la fonction carboxylique
de I’acide aminé alors que les groupements chloroalkyl et 3- glycidoxypropyl réagissent plus
facilement avec le groupement amino du sélecteur. La premiere PSC disponible sur le marché,
avec ce type d’immobilisation, a été la L-proline immobilisée sur gel de silice par un

époxyde-activé (ProCu chiral, Serva, Heidelberg, Allemagne) [27].

Plus tard, plusieurs stratégies d’immobilisation covalente des sélecteurs chiraux sur gel de
silice ont eté développées pour la CCEL [8,9, 28-33]. On peut citer quelques exemples de

sélecteurs chiraux immobilisés sur un support chromatographique :

e Yang et al. [34] ont préparé une PSC contenant de la L-proline comme ligand chiral greffé

par I’intermédiaire d’un bras espaceur (S)-triazine.

86



Chapitre 111 : I.’échange de ligands en séparation chirale

e Du N1-benzyl-(R)-1,2-propanediamine peut également étre utilisé comme ligand chiral et
permet de séparer 10 couples d’énantioméres d’acides aminés [3].

e De I’acide tartrique ou de la L-phénylalaninamide peuvent étre respectivement employés
pour la séparation de certaines catécholamines [36] ou d’énantioméres d’acides aminés
dansylés ou dabsylés [37].

e De nombreux ligands chiraux ont été developpés par Hyun et al. [35] comme le N-
carboxymeéthylique-L-leucinol pour la séparation de 24 acides aminés. Récemment, le
méme groupe a créé de nouvelles PSCs en immobilisant le N- [(S)-1-hydroxyméthyl-3-
méthylbutyl]-N-undécyl aminoacétate, le N-[(R)-2-hydroxy-1- phényléthyl)]-N-undécyl
aminoacétate [38] et le sel monosodique de  (R)-N,N-carboxyméthyl
undécylphénylglycinol sur gel de silice [39]. Ces PSCs ont montré des valeurs
importantes de résolution pour la séparation des o-acides aminés et une forte
énantiosélectivité pour la séparation des P-—acides aminés. Les auteurs ont réussi
également a résoudre une série d’a. - hydroxyacides en utilisant ces phases [40].

e Une nouvelle PSC, utilisant un complexe métallique cuivre(ll)-chitosane, a été préparée et
utilisée pour la séparation chirale de divers énantioméres d’a-acides aminés et les

énantiomeéres d’acides a-hydroxycarboxyliques par CCEL (figure 4) [41].

di
Support chromatogr aphique
silice

Figure 4 : Les structures proposées du complexe ternaire formé entre le sélecteur chiral chitosane-Cu (I1) et
’acide aminé en série D (a) ou I’acide aminé en série L (b) [41].

3- Chen et al. [42] ont préparé des phases monolithiques par polycondensation du

tétraméthoxysilane dans un processus sol-gel, puis cette phase a été activée par le 3-
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glycidoxypropyl triméthoxysilane qui réagit avec la L-phénylalaninamide, la L-alaninamide

ou la L-prolinamide (figure 5).

Manolithe Manolithe

NH,

N

Acide amine dansyle(L)-Cu(Il)-Phénylalaninamide(L) Acide amine dansyle(D)-Cu(Il)-Phénylalaninamide(L)

Monolithe

Moungolithe

. . . - . . Acide aminé dansylé(D)-Cu(ll)-Prolinamide(L
Acide aminé dansylé(L)-Cu(ll)-Prolinamicde(L) cide aminé dansylé(D)-Cu(ID)-Prolinamide(L)

Figure 5 : Les structures proposées des complexes diastéréoisomériques obtenus entre des énantiomeres

d’acides aminés dansylés et le sélecteur chiral immobilisé sur support monolithique [42].

Ces phases ont montré une perméabilité élevée et ont permis la séparation chirale des acides
aminés dansylés et de quelques hydroxyacides en micro CLHP. Les meilleurs résultats ont été

obtenus avec le L-prolinamide.

4- Une autre approche intéressante de séparation chirale repose sur I’utilisation d’un polymeére
a empreinte moléculaire avec échange de ligands. Vidyasankar et al. [44] ont co-polymérisé
sur gel de silice un dimethylacrylate d'éthyléne-glycol et un complexe ternaire de N-
vinylbenzylimminodiacétate—Cu(ll)-D-phénylalanine immobilisé. Aprés élimination de
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I’empreinte moléculaire (D-phénylalanine), ils ont obtenu une cavité imprimée chirale qui est
capable de reconnaitre selectivement la D-phénylalanine, la D-tyrosine et la (S)-a-

méthylphényléthylamine.

Pour conclure, on peut donner, d’une maniére non exhaustive, des exemples de PSCs utilisées
en CCEL et disponibles sur le marché, pour lesquelles le sélecteur chiral est greffé sur des

matrices polymériques ou sur un gel de silice:

Nom commercial Ligand chiral Nom de société
de la colonne

Daicel (Japan)

Chiralpak (WH) (L)-Proline greffee J. T. Baker(USA)

sur gel de silice

Nucleosil Chiral-1 | | _Hydroxyproline | Macherey-Nagel
greffée sur gel de (Germany)
silice

Chiral Hypro-Cu- | L-Hydroxy-proline | Serva (Germany)

100 greffée sur gel de
silice
Acide (D)- JPS Chimie
ChirosolveD-Pipec Pipecolinique (Switzerland)

greffé sur gel de
polyacrylamide

Tableau 1 : Exemples de PSCs utilisées pour la séparation chirale par CCEL et disponibles sur le marché [43].

I11.2 Les sélecteurs chiraux en CCEL immobilisés de maniére non covalente sur

un support chromatographique

La deuxiéme approche consiste a immobiliser le sélecteur chiral de maniére non covalente
sur un support : il sera adsorbé sur la surface chromatographique. Par ce mode dynamique
décrit par Davankov [45], on peut preparer des PSCs par simple effet hydrophobe entre des
dérivés alkylés du sélecteur chiral (heptyle, décyle ou hexadécyle) et des colonnes disponibles
dans le commerce préalablement remplies de silice greffée par des chaines octyles ou
octadécyles, ou en carbone graphite poreux. La formation de complexes diastéréoisomériques

ternaires dans ce cas, a lieu sur la surface de la phase stationnaire chirale. Des interactions
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supplémentaires entre l'analyte a séparer et la surface de la PSC peuvent jouer un réle

important dans la reconnaissance chirale.

Une colonne sur laquelle a été dynamiquement immobilisée de la N-décyl-L-4-
hydroxyproline a été commercialisée sous le nom «colonne de Davankov » par REGIS

(Etats-Unis), et peut séparer sept couples d’énantioméres d’acides aminés (figure 6).

Au 12
3
78
| 456*
n
L JII
\ 9 11
12
| (Y, 8 g
T T T T T -
5 35 Min

Figure 6 : Séparation d'un mélange de sept couples d’énantioméres d’acides aminés sur une colonne adsorbée
de N-décyl-L-Hydroxyproline en polarité de phase inversée. Les conditions : colonne: 100 x 4.2 mm,
LiChrosorb RP 18, dp 5um. Phase mobile : (eau : méthanol) (15 : 85) + 0,1 mM acétate de Cu (Il), pH : 5,0,
débit : 2 ml /min; température : 20°C, UV 254 nm. Ordre d’élution : 1-L-alanine, 2- D-alanine, 3- L-valine, 4-
L-arginine, 5- D-arginine, 6- L-leucine, 7- L-N-isobutylglycine, 8- D-valine, 9- L-phénylalanine, 10- D-
leucine, 11- L-tryptophane, 12- D- N-isobutylglycine, 13- D-phénylalanine, 14- D-tryptophane [27].

Davankov [6] a également testé un autre sélecteur chiral, la N-décyl-L-histidine-Cu(ll).
Plusieurs types de sélecteurs chiraux, N-n-décyl-L-histidine-Cu(ll) [47], N-n-décyl-L-
spinacine-Cu(Il) [48], N, N-dioctyl-D-pénicillamine-Cu(ll) [10], N-substitu¢ (S)-
phénylglycinole-Cu(ll) [53], (R, R)-acide tartrique mono (R)-1-(a-naphthyléthylamide)-
Cu(ll) [54], (R, R)-acide tartrique mono-L-valine (S)-1-(a-naphthyl)éthylamide)-Cu(ll) [55],
O-benzyl-(S)-sérine-Cu(ll) [56] , S-benzyl-(R)-cystéine-Cu(ll) [57] (figure 7) et N, N-dioctyl-
L ou D-alanine-Cu(ll) [49], immobilisés de maniére non covalente sur un support

chromatographique alkyle, ont montré une capacité a séparer des mélanges d’énantiomeres.
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Figure 7 : Les ligands chiraux O-benzyl-(S)-sérine et S-benzyl-(R)-cystéine [56,57].

Plusieurs d’entre eux sont commercialisés et disponibles sur le marché sous une forme de

colonne chromatographique. On peut citer :

e Les sélecteurs N,N-dioctyl-L-alanine-Cu(ll) et N,N-dioctyl-D-alanine-Cu(ll) qui sont
commercialisés par Mitsubishi Kasei (Tokyo, Japon) sous les noms respectifs de MCI
GEL CRS10W et CRS10WD (figure 8). Ces phases ont été utilisées pour la séparation
d’énantiomeres d’acides aminés. Nagasawa et al. [50] ont réussi a séparer les formes de D,

D- méso et L, L de I'acide 2,6 diaminopiméligue sur la colonne MCI gel CRS10W.

4 )

Me Me
H
N"“"'
Me N Me
\_ T B/

Figure 8 : Les ligands N,N-dioctyl-L-alanine (A) et N,N-dioctyl-D-alanine (B) [43].

<
o

<
)

e Le sélecteur N, S-dioctyl-D-pénicillamine-Cu(Il) immobilisé sur un support Cis a été
commercialisé par Phenomenex (USA) sous le nom de Chirex (D) penicillamine et par
Sumica Chemical Analysis Service (Osaka, Japon) sous le nom de Sumichiral OA-5000

(figure 9). Cette phase a des applications pour la séparation chirale d’énantioméres
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d’acides aminés, d'o-alkyl-acides aminés [51], de plusieurs acides carboxyliques et de

diamines [52].

Figure 9 : Le ligand N, S-dioctyl-D-pénicillamine (Sumichiral OA-5000® ou Chirex (D) penicillamine®)[43].

e Un autre sélecteur chiral disponible commercialement, est le (R, R)-acide tartriqgue mono
(R)-1-(a- naphthyléthylamide)-Cu(ll), qui est commercialisé sous le nhom de Sumichiral
OA-6000 (figurel0) par Sumica Chemical Analysis Service (Osaka, Japan). Ce sélecteur
adsorbé sur un support chromatographique a été utilise pour analyser les énantioméres de

I'acide p-hydroxymandélique dans 1’urine [54].

Figure 10 : Le ligand (R, R) -acide tartrique mono (R)-1-(a- naphthyléthylamide) (Sumichiral OA-6000%) [43].

e Le sélecteur chiral (R, R)-acide tartrique mono-L-valine (S)-1-(a-naphthyl)éthylamide-
Cu(ll) est commercialisé sous forme d’une colonne appelée Sumichiral OA-6100 (figure
11) et utilisé pour la détermination de la pureté énantiomérique de I'acétyl-L-carnitine.
Une concentration de 0,1% de I’énantiomere en série D a pu étre détectée comme

impureté dans les échantillons d'acétyl-carnitine [55].
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Figure 11 : Le ligand chiral (R, R)-acide tartrique mono-L-valine (S)-1-(a-naphthyl)éthylamide) (Sumichiral
OA-6100%)[43].

Le carbone graphite poreux permet également I’immobilisation dynamique des sélecteurs
chiraux hydrophobes [58]. Knox et Wan ont utilise le N-(2-naphthylsulfonyl)-L-
phénylalanine pour la séparation d’énantioméres de certains acides amines et acides

hydroxyliques [58].

Des séparations rapides ont été rapportées par Schmid et al. [46] en utilisant plusieurs dérivés
alkyles (longue chaine) de L-hydroxyproline complexés au cuivre(ll) comme sélecteur chiral
adsorbé sur un support monolithique Cig (Chromolith ; Merck, Darmstadt, Allemagne). Ces
colonnes montrent une permeabilité élevée en permettant des applications avec un débit élevé.

La figure 12 montre une séparation rapide de DL-DOPA en moins de 25 secondes.

Abs. 208 nm (mAU|

a 10 20 30 40 50 60 7O 80

time (sec.)

Figure 12 : Séparation chirale rapide de DL-DOPA sur une colonne monolithique. Conditions : la phase
stationnaire est une colonne RP-C1g monolithique sur laquelle est immobilisée de maniére non covalente de la N-
décyl-L-4-hydroxyproline, phase mobile : 50 mM dihydrogénophosphate de sodium, 0,1 mM de sulfate de
cuivre, pH 4,5 [46].

En conclusion, I’approche dynamique de la CCEL presente de nombreux avantages [48] :
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e Facilité et simplicité de préparation puisque ces phases sont préparées par introduction
directe d’une solution de sélecteur chiral dans une colonne chromatographique
achirale disponible dans le commerce.

e Elle permet de modifier 1’énantiosélectivit¢é des PSCs (par la modification de la
structure du sélecteur chiral), la rétention des énantiomeres (en variant la quantité du
sélecteur chiral immobilisé) et leur ordre d'élution (en changeant la configuration du
sélecteur).

e Le codt est relativement faible car la colonne chromatographique utilisée n'est pas
chirale.

e On peut restaurer le support chromatographique en utilisant des solvants organiques

comme le méthanol ou 1’éthanol.

Par rapport aux phases stationnaires chirales pour lesquelles le sélecteur est attaché d’une
maniere covalente, les phases stationnaires sur lesquelles le sélecteur est adsorbé
dynamiquement ne peuvent pas étre utilisées avec tout type de phase mobile, le risque majeur

étant la désorption du sélecteur [59].

[11.3 Les sélecteurs chiraux en CCEL comme additifs de la phase mobile

La troisieme approche se base sur I’utilisation de sélecteurs chiraux comme additifs de la
phase mobile. Pour cela, ils doivent étre solubles dans la phase mobile. Les énantiomeres a
séparer forment alors des complexes diastéréoisomériques avec le sélecteur chiral dans la
phase mobile. Ceux-ci peuvent, par conséquent, étre difféeremment retenus par interaction
avec le support chromatographique de la colonne achirale. L'énantiomere qui forme un
complexe diastéréoisomérique plus stable avec le sélecteur dans la phase mobile, sera élué en
premier, par rapport aux modes précédents ou I'énantiomere qui forme le complexe
diastéréoisomérique le plus stable est élué en second.

En 1979 deux équipes différentes [60 -62] ont décrit ce modele pour la premiére fois. LePage
et al. [60] ont utilisé comme sélecteur chiral la L-2-alkyl-4-octyldiéthylenetriamine
complexée au Zn (1), afin de séparer les énantiomeres des dérivés d’acides aminés dansylés
sur une colonne achirale de type Ce.

La méme équipe [61] a testé différents sélecteurs chiraux comme additifs de la phase mobile
tels que la L-propyl-N-octylamine avec du Ni (1) pour la séparation chirale des amines et

acides aminés. Plus tard, Gil-Av et al. [62,63] ont employé des complexes de [D- ou L-
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proline-Cu(ll)] en tant que sélecteurs chiraux pour la séparation d’énantioméres d’acides

aminés.

D’autres ligands chiraux ont également été utilisés avec du cuivre (I1). La plupart sont des
dérivés d'acides aminés, comme 1’ester méthylique de la L-histidine [64], la N-tosyl-I-
phénylalanine [65], la L-phénylglycine [66], I’aspartame et son ester méthylique [67]. Mais
également des alkylamides d’acides aminés [68 ,69].

Plusieurs énantiomeres ont été separés grace a ce mode chromatographique : les acides
aminés et leurs dériveés, les acides hydroxylés, les amides aminés, les dipeptides, les alcools
aminés et d'autres molécules bifonctionnelles [60, 70,71].

L avantage majeur de cette technique est de pouvoir tester différents types de sélecteurs dans
un temps relativement court, par comparaison avec les autres modes de CCEL.

Par contre, ce mode chromatographique présente deux inconvénients: la consommation d’une
grande quantité de sélecteurs chiraux et la difficulté d’une application en chromatographie

préparative.

I11.4 Optimisation des conditions de séparation chirale par CCEL

Généralement, pour réaliser une bonne séparation chirale par CCEL, plusieurs parametres
doivent étre considérés. Parmi ces parameétres expérimentaux, une attention particuliére a été
portée sur I'éluant, le type et le pourcentage de solvant organique, la nature et la concentration

de I’ion métallique, le pH, la température de la colonne et le débit de la phase mobile [74].

111.4.1 Composition de la phase mobile

En général, les phases mobiles sont constituées d’eau ou d’un tampon phosphate ou acétate.
La concentration du tampon de la phase mobile est un facteur tres important pour la
séparation d’énantioméres par CCEL. Il est observé qu'une augmentation de la concentration
du tampon acétate conduit a une diminution du temps de rétention et de la sélectivité pour
tous les acides aminés, exceptés les acides aminés basiques [47]. Une étude a été effectuée
afin d’optimiser la séparation chirale des acides aminés en faisant varier la concentration
d'acétate d'ammonium (1, 10 et 100 mM) en utilisant deux dérives de L-hydroxyproline-
Cu(ll) et L-proline-Cu(Il) comme sélecteurs chiraux immobilisés de maniére covalente sur un

support de silice [8]. Cette étude montre une diminution de la valeur de la rétention pour une

95



Chapitre 111 : I.’échange de ligands en séparation chirale

concentration élevée d'acétate d'ammonium. Les auteurs ont expliqué ce résultat par la
compétition entre I’ammonium et les acides aminés pour le sélecteur chiral. Davankov et ses
collaborateurs [6] ont également étudié la résolution chirale de quelques acides aminés en
utilisant le n-décyl-L-histidine-Cu(ll) comme sélecteur chiral immobilisé de maniére non
covalente sur un support alkyle avec et sans chlorure d'ammonium dans la phase mobile. Les
auteurs ont montré une diminution rapide de la résolution chirale apres addition du chlorure
d'ammonium dans la phase mobile. Ils ont expliqué ces résultats par I'effet de diminution du
pH de la phase mobile en présence de chlorure d'ammonium. Celle-ci entraine une
protonation partielle des acides aminés fixes et mobiles. D’autre part la concentration

importante du ligand (ammonium) influence la coordination des acides aminés avec le cuivre

().

Plusieurs solvants organiques ont été utilisés dans la phase mobile afin d’améliorer la
résolution, comme par exemple [D’acétonitrile [75], le méthanol, 1’éthanol et le
tétrahydrofurane (THF) [6, 8, 76, 77]. Généralement, 1’addition de solvant organique a la
phase mobile permet de modifier la rétention des solutés. Classiquement, une augmentation
de la teneur en solvant entraine une diminution de la rétention. Celle-ci est surtout utilisée
dans le cas de séparations d’énantiomeéres a forte rétention sur la PSC, car ces ajouts de
solvants organiques réduisent I’effet hydrophobe conduisant a I’amélioration de la séparation.
Roumeliotis et al. [8, 76] ont étudié I’effet des ajouts de solvant comme le méthanol,
I’acétonitrile et le tétrahydrofurane sur la résolution chirale d’acides aminés analysés sur une
colonne contentant le sélecteur L-hydroxyproline-Cu(ll) immobilisé de maniere covalente sur
un support de silice. lls ont rapporté que I’utilisation du méthanol dans la phase mobile
permet d’atteindre des valeurs plus élevées de résolution et d’énantiosélectivité. Row et ses
collaborateurs ont également testé les mémes solvants pour la séparation des énantiomeres de
I’ofloxacine avec deux sélecteurs chiraux différents, la L-leucine-Cu(ll) [80] et la L-
phénylalanine-Cu(ll) [81]. La meilleure séparation a été obtenue avec le méthanol a un
pourcentage de 12% pour la L-leucine et de 20% pour la L-phénylalanine dans la phase
mobile.

Seulement quelques publications ont démontré une utilisation de PSCs en phase normale [27,
78,79].
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111.4.2 pH de la phase mobile
Le pH de la phase mobile est considéré comme le facteur le plus important, qu’il faut
optimiser en premier [82]. Globalement, le pH a une grande influence sur 1’état d’ionisation

des ligands et agit donc sur la formation des complexes diastéréoisomeriques.

En général, une augmentation du temps de rétention de tous les racémates est observée
lorsque le pH de la phase mobile croit [19]. Watanabe et al. [87] ont étudié I'effet du pH (4 —
5,5) sur la résolution chirale de I'asparagine, de la thréonine et de I'histidine en utilisant un
dérivé de I’histidine-Cu (I1) immobilisé de maniére covalente comme sélecteur chiral. Ils ont
indiqué que la valeur optimale du pH pour la séparation d’énantioméres d’acides aminés est
5,5. Roumeliotis et al. [76] ont obtenu de meilleurs résultats a pH 4,5. En outre, Roumeliotis
et al. [8] ont optimisé la séparation chirale des acides aminés sur différentes PSCs en
utilisant une phase mobile de différents pH. La meilleure résolution a été obtenue avec un pH
de 4,75. Par contre, Gubitz et Juffmann [86] ont réalisé la séparation des énantiomeres de la
thyroxine avec une phase mobile a pH 8,5.

Généralement, la zone optimale de pH pour la séparation chirale des a-acides aminés est
comprise entre 4,5 et 6 [7, 63, 83-85].

111.4.3 Nature et concentration du cation métallique

Les cations métalliques utilisés en CCEL, sont principalement des cations de métaux de

2+ 2+ 2+ 2+
transition : Cu , Zn , Cd , Ni qui donnent des complexes stables avec des ligands trés
varies.
Irving-Wiliams a classé des complexes constitués par un cation métallique selon leurs

stabilités relatives [93] :

+ + 2+

2 2+ 2+ 2
Mn <Fe <Co <Ni <Cu (1)

2+ 2+

Cu >Zn (2

Parmi ces cations, on peut observer que I’ion cuivrique convient le mieux car il donne des
complexes plus stables avec un grand nombre de ligands et ces complexes sont facilement
détectables (généralement, les solutés sont élués sous la forme de complexes avec le cuivre
(11) qui absorbent, pour la plupart d’entre eux, dans I’ultraviolet). De petites quantités d’ions
Cu?* sont généralement ajoutées a la phase mobile de fagcon a maintenir la capacité d’échange
de ligands de la colonne chromatographique constante et a empécher sa variation au cours de
I’analyse [88].
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Watanabe et al. [87] ont étudié I’influence de la concentration de cuivre (11) sur la résolution
chirale de la glutamine, de la thréonine et de l'asparagine. Ils ont trouvé que la meilleure
résolution était observée a la concentration de 0,5 mM de cuivre (11). Les auteurs ont proposé
d'éviter l'utilisation d’une trop grande concentration d’ions cuivriques car elle augmente la
limite de détection des composes étudiés. Davankov et ses collaborateurs [6] ont également
effectué une étude sur I’effet de la variation de la concentration en acétate de cuivre (de 0,05
mM a 0,2 mM) dans la phase mobile sur la separation chirale d’acides aminés. lIls ont observé
gu'une augmentation de la concentration de cuivre (I1) entraine une diminution du temps de
rétention des énantiomeéres. Okubo et al. [89] ont fait varier la concentration du sulfate de
cuivre de 0,5a2 mM dans la phase mobile pour la séparation des énantiomeéres du lactate en
utilisant un dérivé de la L-proline-Cu(ll) comme sélecteur chiral immobilisé de maniére
covalente sur gel de polyméthacrylate. Avec une concentration de 1 mM, la résolution des
énantiomeéres est meilleure.

Li et son équipe [90] ont testé le complexe de L-aspartame-cuivre(ll) comme additif a la
phase mobile pour la séparation chirale de quelques antifongiques par CCEL. lls ont obtenu
une résolution optimale avec 1 mM d’acétate de cuivre dans la phase mobile. L’augmentation
de la concentration en cuivre (I1) de 1 @ 2 mM n’a pas modifié la rétention ni la résolution,
mais a entrainé une augmentation significative du bruit de fond en raison de I'absorbance
élevée de la phase mobile. Une diminution de la concentration de cuivre (1) a 0,5 mM a

entrainé une diminution de la résolution et une augmentation du temps de rétention.

111.4.4 Nature des contre-ions du cation métallique utilisé

Remelli et al. [47] ont étudié, pour la séparation d’énantioméres d’acides aminés, 1’effet des
contre-ions du cuivre (I1) (acétate, chlorure, nitrate, perchlorate, sulfate) dans la phase mobile
avec de la N-n-décyl-L-histidine comme ligand chiral adsorbé sur un support Cis. Les
résultats obtenus montrent que I'anion du sel cuivrique utilisé dans la phase mobile n’a que
peu d’influence sur le temps de rétention ou sur 1’énantiosélectivité. Néanmoins en utilisant

I'acétate de cuivre dans la phase mobile, la rétention et 1’énantiosélectivité sont plus élevées.

Plusieurs types de sels cuivriques organiques (acetate, formate) et inorganiques (bromure,
chlorure, nitrate, perchlorate, sulfate) ont également été testés pour la separation
d'énantiomeres d’acides aminés aliphatiques (allo-isoleucine, isoleucine, leucine, norleucine ,

norvaline, valine) et d’acides aminés aromatiques (acide 1-aminoindane-1,5-dicarboxylique
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(AIDA), 2-(5’-carboxy-thien-2’-yl) glycine (ATIDA), phénylglycine, tyrosine, histidine,
phénylalanine) par Natalini et al. [74], sur une colonne chromatographique chirale contenant
la S-trityl-(R)—cystéine comme ligand chiral immobilisé d’une maniere non covalente sur un
support Cis. La variation de la nature des sels de cuivre (II), entraine un changement
significatif du facteur de résolution. Pour presque tous les acides aminés aliphatiques et
aromatiques testés, les valeurs de résolution les plus élevées sont obtenues avec le nitrate de
cuivre alors que I’acétate de cuivre donne les valeurs les plus faibles. Le méme groupe [56] a
également testé plusieurs types de sels de cuivre (Il) (acétate, chlorure, nitrate, perchlorate,
sulfate) pour séparer des énantioméres d’acides aminés naturels et de synthése en utilisant la
O-Benzyl-(S)-sérine (OBS) comme ligand chiral ajouté a la phase mobile ou immobilisé
dynamiquement sur un support Cis. lls ont également démontré que le nitrate de cuivre

permet d’atteindre les valeurs de résolution et d’énantioséléctivité les plus éleveées.

111.4.5 Température

La température est également un parametre trés important pour optimiser la séparation chirale
par CCEL. En général I’augmentation de la température de la colonne chromatographique
conduit a une diminution du temps de rétention [89] et des valeurs d’énantiosélectivité [19].
Au contraire, I'efficacité de la colonne est augmentée car le transfert de masse des composés
entre les phases mobiles et stationnaires est plus rapide [90]. Les valeurs de résolution
associées sont trés souvent réduites lors de I’augmentation de la température de la colonne

chromatographique [90].

111.4.6 Débit de la phase mobile

Il 'y a trés peu de données sur I’optimisation de la résolution chirale par ajustement du débit
de la phase mobile. Ainsi, Davankov a indiqué qu’une meilleure résolution peut étre réalisée a
faible débit [73], le méme résultat a été obtenu par Gui-Juan et al. [72]. Jin et He [91] ont
étudié l'effet du débit de la phase mobile (débits compris entre 0,12 et 0,56 mL /min) sur la
séparation chirale des acides aminés. lls ont montré que la sélectivité et la résolution
augmentent lorsqu’un débit faible est appliqué. Aboul-Enein et Ali [79] ont mis en évidence
une meilleure résolution pour la séparation des énantiomeéres de 1’éconazole, du miconazole et
du sulconazole a un débit de 0,5 mL /min. Ce faible débit permet un temps de contact

important des énantiomeres dans la PSC, ce qui améliore le processus d’échange de ligands.
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IV Séparation chirale par échange de ligands en électrophorése
capillaire

Trois modes d’électrophorése capillaire ont été développés pour la séparation des
énantiomeres : 1’¢électrophorése capillaire de zone (ECZ), la chromatographie électrocinétique
micellaire (MEKC) et I’électrochromatographie (ECC). Deux stratégies sont adoptées pour la

discrimination chirale par échange de ligands [92]:

» Le mode dynamique ou la séparation est effectuée en ajoutant le sélecteur chiral au
tampon de migration pour former des complexes diastéréoisomériques (ECZ, MEKC).
> La séparation directe des énantioméres sur phase stationnaire chirale (PSC) qui
contient le sélecteur chiral immobilisé. Dans ce cas, des complexes

diastéréoisomériques labiles sont formés sur les supports chiraux (ECC).

IV.1 Electrophorése capillaire de zone (ECZ)

La premiére application de discrimination chirale par échange de ligands en électrophorese
capillaire a été rapportée par Zare et al. en utilisant des complexes L-histidine- cuivre(ll) [18]
comme additifs au tampon de migration pour la séparation des énantiomeres d’acides aminés

natifs et dansylés. Globalement, trois approches sont utilisées :

e La premiére approche est basée sur I’ajout d’un complexe (ligand chiral—cuivre(ll)) au
tampon de migration (figure 13). Les énantiomeres forment un complexe ternaire

diastéréoisomérique présentant différentes stabilités et / ou différentes mobilités [94-101].

(T )

Sélecteur chiral Cul£],

-
LN Complexe ternaire
Cu[£][D-Acide aming]

D-Acide aminé 3

v
x ::\ Complexe ternaire
L @ Cul£][L-Acide aming]
2 Cu % L-Acide aming £
\ ----------------------------- \ Ligand ))

— "

Figure 13 : Principe d’échange de ligands en électrophorese capillaire [102].
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En général, le mécanisme de séparation chirale par échange de ligands dépend de plusieurs
parameétres électrophorétiques tels que la nature du tampon de migration (solvants organiques,
pH d’électrolyte), la température appliquée, la nature et la concentration en sélecteur chiral
[103].

Des travaux ont montré que le principe d'échange de ligands pouvait étre appliqué en milieu
non aqueux, en utilisant des complexes cuivriques de la L-proline ou de la L-isoleucine

comme sélecteurs chiraux [104].

e La deuxieme approche est fondée sur la combinaison de deux principes différents de
séparation chirale, 1’échange de ligands et la formation de complexes d’inclusion
hydrophobes (cyclodextrines (CD)). La premiére application de ce principe a été présentée par
Horimai et al. [105] qui ont employé un systéme basé sur I’utilisation de deux sélecteurs
chiraux, la y-CD et le complexe D-phénylalanine-Zn(ll) pour séparer quelques dérivés de
quinolones. lls ont constaté que des complexes ternaires diastéréoisomériques de dérivés de
quinolones-Zn(l1)-D-phénylalanine étaient formés. Aucune séparation n’est obtenue en
I’absence de y-CD. Les auteurs ont supposé que des inclusions différentielles, entre les deux
complexes diastéréoisomériques se déroulaient, a I'intérieur de la cavité de la cyclodextrine. A
la suite de ces résultats, une nouvelle méthodologie a été utilisée, basée sur I’immobilisation
covalente du ligand chiral sur la CD (figure 14) [106-109].

NH - NH, \

N"_'{:lu(-”')'_- N H -
) “\\\\
ooC :

=

H -—Gul(ll-)---- NH

..... il

H

<o -

Figure 14 : Mécanisme proposé de la séparation chirale du tryptophane par échange de ligands en utilisant

une B-CD modifiée par une histamine comme ligand chiral [107].
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e La troisiéme approche est basée sur la formation des complexes mixtes (énantiomere—
borate—ligand chiral) pendant I’analyse électrophorétique. Afin de former ces complexes,
I’énantiomeére a séparer et le ligand chiral doivent posseder un groupement diol (cis-1, 2 diols

ou cis-1, 3 diols par exemple) (figure 15) [110-114].

/ Diol | Diol \

| _C-
_(ID_OH E ‘ e 9 OH - ‘ ‘ -
_(’:—OH —(‘:eo\ ‘\‘\\A;\OH et _(‘}o\ 00—
- = o
B(O —_———
itk —C-0 \OH ——C—O/ \O_C__
| \ |
@m deHorate Complexe monocyclique Complexe Spirocyclique /

Figure 15: Formation des complexes mixtes de borate [114].

V.2 Chromatographie électrocinétique micellaire (MEKC)

La MEKC consiste a ajouter des micelles ioniques ou neutres qui jouent le réle de pseudo-
phase stationnaire dans la solution électrophorétique (tampon de migration) afin de séparer
des petites molécules neutres, hydrophobes, hydrophiles ou chargées (figure 16). La
séparation des composés est fondée sur leur partage entre la micelle et le tampon de migration
[115]. Le pH du tampon est un paramétre déterminant puisqu’il conditionne 1’ionisation du

surfactant (dans le cas d’un surfactant non neutre) et la vitesse du flux électroosmotique.

Les surfactants utilisés sont constitués d’une chaine hydrophobe et d’une téte hydrophile. Ils
sont employés a une concentration supérieure a leur concentration micellaire critiqgue (CMC).
L’orientation téte — queue des molécules au sein de la micelle dépend de la polarité du solvant

de solubilisation.
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Figure 16 : Principe de séparation en électrophorese micellaire (surfactant anionique). Adapté de [102].

Deux approches distinctes permettent de séparer les énantioméres en MEKC utilisant les
surfactants chiraux et achiraux.
Les surfactants chiraux peuvent étre divises en deux principaux groupes :

e Les surfactants naturels tels que les sels biliaires (acide cholique), les saponines ou leurs
dérivés organiques, la digitonine.

e Les surfactants synthétiques comme les N-alkanoyl-L-acides aminés, les N-
dodécoxycarbonyl acides aminés, 1’alkylglucoside, les glycosides stéroidiens, 1’acide
tartrique (R, R) et les acides aminés polymériques [116].

Parmi les surfactants chiraux naturels, les sels biliaires sont les surfactants les plus utilisés
[117]. lls sont capables de discriminer les énantioméres de composés rigides tels que les
hydrocarbures polyaromatiques planaires. Cependant, 1’utilisation de surfactants synthétiques
offre de nombreux avantages par rapport aux surfactants naturels. De part un transfert de
masse plus rapide du soluté du tampon de migration vers la micelle, I’efficacité¢ et la
résolution sont meilleures [118]. De plus, ils montrent une plus grande stabilité chimique (pH
extrémes et haute tolérance aux solvants organiques (50 - 60 %)).

La deuxiéme approche est reliée a I’utilisation d’un surfactant achiral auquel est ajouté un
sélecteur chiral. Cette approche est particulierement bien adaptée pour la séparation
énantiomeérique des composes hydrophobes. La majorité des applications décrivent 1’addition

conjointe d’une cyclodextrine neutre avec le sodium dodécyle sulfate (SDS). En effet, en
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MEKC classique, les composés hydrophobes montrent trop d’affinité envers la micelle et ne
se partagent pas suffisamment entre les phases micellaires et aqueuses. Avec les sélecteurs
chiraux de type cyclodextrine, chaque énantiomére, complexé préférentiellement soit par la
micelle soit par la CD, posséde des mobilités électrophorétiques différentes, ce qui explique

leur séparation.

La premiére application de 1’échange de ligands en MEKC pour la séparation chirale des
acides aminés dansylés a été rapportée par le groupe de Zare en utilisant des complexes de
cuivre(ll)-aspartame [119] comme additifs au tampon de migration qui contient un surfactant
achiral de type tétradécyle sulfate de sodium (STS). Les ligands les plus souvent utilisés sont
les suivants: N,N-didécyl-L-alanine[120, 121], L-proline[122] ou L-hydroxyproline
[122,124,125, 126], L-lysine[123], L-valine[127], D-pénicillamine[128]. Le SDS est le
surfactant achiral le plus couramment employé.

Deux équipes différentes [120,121] ont décrit la participation du ligand chiral alkylé (N, N-
didécyl-L-alanine) dans les micelles mixtes formées avec le surfactant achiral (SDS)
permettant a la partie hydrophile de l'alanine de complexer le cuivre (Il) présent dans la
solution.

Plusieurs équipes ont effectué une étude comparative de la séparation des énantiomeres
d’acides aminés natifs ou dérivés en électrophorése capillaire de zone et MECK [122,123,
125]. lls ont prouvé que l'addition de SDS a un tampon de migration contenant le complexe
ligand-Cu(ll) améliorait significativement la résolution, inversait I'ordre de migration des
acides aminés et les separait en fonction de leur hydrophobie. lls ont montré que I’effet
hydrophobe et les interactions électrostatiques avec les micelles chargées négativement sont

probablement responsables de ce phénomene.

IVV.3 Electrochromatographie

L’¢lectrochromatographie est une technique séparative qui conjugue les phénomenes
d’¢lectrophorese capillaire (EC), avec une séparation sous champ électrique, et les
phénomenes de chromatographie en phase liquide haute performance (CLHP), qui impliquent
des interactions entre les analytes et une phase stationnaire. Les solutés se déplacent vers le
détecteur selon deux processus, 'un de migration électrophorétique et I’autre de rétention

chromatographique.
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Généralement, 1’électrochromatographie peut étre réalisee en utilisant trois types de
capillaires: le capillaire ouvert, ou le selecteur est greffé sur la paroi du capillaire, les
capillaires remplis de particules et les colonnes monolithiques. Le principe d’échange de
ligands en électrochromatographie a été décrit avec les colonnes monolithiques et

particulaires [129].

Deux étapes principales ont été établies pour créer ces colonnes:

e Fixation ou greffage du ligand sur le support.

e Saturation des sites actifs du sélecteur chiral par le passage d’une phase mobile

contenant I’ion métallique (cuivre (11)).

Le principe d’échange de ligands, en électrochromatographie chirale, a été présenté pour la
premiére fois par Schmid et al. pour la séparation chirale des acides aminés en utilisant des
phases stationnaires monolithiques a base de polyméres organiques. Ils ont immobilisé les
ligands par des réactions de copolymeérisation « in situ » [130].
Chen et Hobo ont rapporté la synthése d’une nouvelle colonne capillaire chirale monolithique
a partir de la polycondensation du tétraméthoxysilane dans le processus sol-gel en utilisant, la

L-phénylalaninamide[131], la L-alaninamide[131], la L-prolinamide[132], la L-lysinamide

- v )
T
-

[133], la L-hydroxyproline [134] comme ligand chiral (figure 17).

AA:Amino acylamide

LE-CSP1:L-phénylalaninamide

LE-CSP2:1.-alaninamide
E-CSP3:L-prolinamide /

Figure 17 : Structure chimique de la phase stationnaire chirale monolithique synthétisée par Chen et al. [102].

Ces colonnes produisent un flux électroosmotique (FEO) important et inversé, en raison des
charges positives créées par les complexes avec le cuivre (1) sur la paroi de la colonne

monolithique [102].

105



Chapitre 111 : I.’échange de ligands en séparation chirale

Le deuxiéme type de capillaire utilisé en électrochromatographie par échange de ligands est le
capillaire rempli de particules [129]. Deux approches différentes ont été utilisées pour créer
les PSCs. La premicre est basée sur I’immobilisation covalente entre le sélecteur chiral et le
gel de silice par I’intermédiaire d’un bras espaceur. La deuxieme approche consiste a
immobiliser les dérivés alkylés du sélecteur chiral de maniére non covalente sur un support
chromatographique. Pittler et al. [129] ont présenté les deux types d’immobilisation en
utilisant la L-4-hydroxyproline comme ligand chiral pour la séparation des énantiomeres
d’acides aminés, d’acides hydroxylés et de dipeptides. Ils ont montré que la PSC contenant le
ligand immobilisé de maniére covalente présente une meilleure énantiosélectivité pour la
séparation des énantiomeres d’acides aminés et de dipeptides. Par contre, la PSC contenant le
ligand immobilisé de maniére non covalente montre une énantiosélectivité supérieure pour la

séparation des énantiomeres d’acides hydroxylés.

V Applications

Le domaine d’application de la chromatographie chirale par échange de ligands est tres vaste
puisque cette technique permet de séparer, en principe, tous les solutés donneurs de doublets
électroniques. lls doivent étre bifonctionnels pour établir deux liaisons avec le cation
métallique. La plupart des applications concerne la séparation de molécules azotées (amines,
acides aminés, peptides, etc ...).

Les phases stationnaires de type CCEL ont permis la résolution de mélanges racémiques
d’acides aminés et de leurs dérivés [85, 135, 136], d’acides a-hydroxycarboxyliques [83],
d’amino-alcools [137] et de composés possédant une fonction imide. Les énantiomeres
d’hormones thyroidiennes [86], de B-bloguants [83], d’antifongiques [79], de pénicillamine
[138], d’ofloxacine [80 ,81], de lactate [89], de dipeptides [82], ont également été séparés en

utilisant ce type de phases stationnaires chirales.
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VI Les aminoglycosides en CCEL
V1.1 Propriétés pharmacologiques et structurales

Les aminoglycosides sont des pseudo-polysaccharides polyaminés synthétisés par les
bactéries pour lutter contre d’autres bactéries. Les premiers composés de cette famille ont été
découverts dans les années 40. lls sont doués d’une activité antibiotique et possedent un
spectre d’activité antibactérienne étendu et variable selon les composés.

La plupart des aminoglycosides ont un effet antibiotique & la fois contre les bactéries & Gram
positif et a Gram négatif. En revanche, tous les aminoglycosides sont inactifs sur les bactéries
anaérobies et les mycoplasmes.

De nombreux aminoglycosides (apramycine, hygromycine B, néomycine, etc...) se fixent au
niveau de I’ARN ribosomal 16S, sur le site de décodage de I’ARN de transfert aminoacylé
(site A). Cette fixation perturbe la synthése des protéines provoquant ainsi un effet bactéricide
[139]. Cependant, la forte toxicité au niveau des reins (néphrotoxicité) et des oreilles
(ototoxicité), I’apparition rapide de résistance, la mauvaise biodisponibilit¢ orale et
I’instabilité de ces antibiotiques ont limité leur utilisation [140].

La néamine est un antibiotique 20 fois moins toxique que la néomycine, mais de plus faible
affinité pour le site A et de moindre efficacité [152]. Plus réecemment, il a été découvert que la

néamine et ses dérivés présentent aussi, in vitro, un effet contre le virus du VIH-1 [153, 154].

La majorité des aminoglycosides ont pour élément de structure commun le cycle streptamine
ou 2-désoxystreptamine (2-DOS) lié par liaison glycosidique a une ou deux unités mono ou
disaccharidiques. La paromamine et la néamine, constituées du cycle 2-désoxystreptamine lié
par liaison glycosidique sur la position 4, constituent les motifs de base de deux grandes
familles d’aminoglycosides: la famille de la paromomycine a laquelle la néomycine

appartient, ainsi que la famille de la kanamycine (figure 18).
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Figure 18 : La famille d’aminoglycosides [155].

VI.2 Propriétés de complexation des cations metalliques par les
aminoglycosides

Les aminoglycosides de type néamine et kanamycine sont capables de complexer avec de
fortes affinités des cations métalliques tels que le Cu(ll) [141] (figure 19). Ces complexes

d’aminoglycosides-Cu(ll) peuvent étre liés aux activités pharmacologiques et a la toxicité des

aminoglycosides [141-149].
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Figure 19 : Complexe néamine-Cu(ll) [141].

Une étude par RMN [150] a mis en évidence huit complexes possibles (figure 20) entre la
néamine et le cuivre (I1). Elle a montré que parmi les 4 groupements amino de la néamine, il

y a deux groupements (localisés en position C2' et C1) qui coordonnent fortement le cuivre
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Figure 20 : Les complexes possibles entre le cuivre (1) et la néamine (A, B, C, et D prédominent dans la
solution) [150].
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Une autre étude, réalisée par Cowan et ses collaborateurs [141], a montré que les complexes
formés entre le cuivre (11) et la néamine faisaient intervenir principalement le groupement
amino du carbone C2’ et la fonction hydroxyle située en position 3’. Ainsi la propriété des
aminoglycosides a complexer les cations meétalliques (surtout le cuivre (I1)) permet
d’envisager leur utilisation, la néamine en particulier, en chromatographie chirale par échange

de ligands.

V1.3 Utilisation des aminoglycosides en séparation chirale

L’utilisation des aminoglycosides en séparation chirale est trés rare. Nishi et al. [151] ont
utilisé trois aminoglycosides, caractérises par leur faible masse moléculaire et leur faible
absorbance UV (sulfate de fradiomycine, sulfate de kanamycine et sulfate de streptomycine),
comme agents de résolution chirale en électrophorese capillaire (EC) (conditions opératoires
sans cuivre (I1)). L’utilisation de ces antibiotiques aminoglycosidiques en EC a permis de
séparer les énantioméres de plusieurs molécules chirales telles que le 1,1'-binaphthyl-2,2'-diyl
hydrogénophosphate, I'acide 1,1'-binaphthyl-2,2'-dicarboxylique et un intermédiaire de
synthese du clentiazem. Cependant, leur énantiosélectivité réduite et leur forte adsorption sur
les parois du capillaire ont limité leur utilisation. Nishi et al. ont montré, par contre, que

I’ajout du méthanol au tampon de migration améliorait la forme du pic et I’énantiorésolution.

V1.4 Les derives lipophiles de la néamine

Des méthodes de synthése de nouveaux dérivés aminoglycosidiques ont été dévéloppées par
I’équipe EMAN du Deépartement de Pharmacochimie Moléculaire, afin d’obtenir des agents
antibiotiques ou antiviraux a partir d’un aminoglycoside naturel, la néomycine, et plus
spécifiquement de sa sous-structure néamine [156, 157].

De nombreux dériveés lipophiles de la néamine ont été synthétisés, parmi ceux-ci, six dérivés

sont présentés ici (figure 21).
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o

Néamine 4'mono C18

Néamine 6mono C18

Néamine

Néamine 3',6 di C18

Néamine 3',6 di méthylnaphtaléne

Néamine 4',5 di C18

Figure 21: Les dérivés lipophiles de la néamine synthétisés par 1’équipe EMAN du DPM.

La méthodologie suivie pour synthétiser les dérivés lipophiles de la néamine est fondée sur
deux principales étapes :

e Protection des fonctions amines et alcools de la néamine (protection des amines par
des groupements trityles acido labiles et une protection sélective des alcools par le
groupement 4-méthoxy benzyle).

e Introduction des groupements hydrophobes (soit Cis, soit méthylnaphtalene) et
obtention des produits finaux.

La stratégie de synthese des dérivés lipophiles de la néamine sera developpée au chapitre 1V.
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En considérant les propriétés remarquables des aminoglycosides a complexer le cuivre (I1) avec
une forte affinité, les dérivés lipophiles de la néamine ont été testés en tant que nouveaux
ligands pour la séparation chirale par échange de ligands.

Dans le chapitre suivante, les principaux résultats obtenus au cours du mon travail de thése
seront présentés. Ceux-ci ont fait 1’objet de trois publications proposées dans ce manuscrit.

En considérant les techniques analytiques utilisées, ce chapitre sera traité sous la forme de
deux parties :

 Dans la premiere partie, les études réalisées par CLHP seront exposées. Elles présentent
I’utilisation des différents déerivés lipophiles cuivriques de la néamine en tant que nouveaux
sélecteurs chiraux adsorbés sur deux supports chromatographiques achiraux différents. L un
de type Cyg et I’autre en carbone graphite poreux (CGP).

« Dans la deuxiéme partie, la possibilité d’utiliser ces ligands en électrophorese capillaire, en

mode MEKC, sera présentée.
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Chapitre 1V : Résultats et Discussion

| Dérives lipophiles de la néamine complexés par le cuivre (I1) en

tant que selecteurs chiraux en CLHP

.1 Publication N° 1 “Complexes Cu(ll)-dérivés lipophiles
d'aminoglycosides pour la separation énantiomérique d'acides aminés

en chromatographie chirale par échange de ligands”

Les aminoglycosides de type néamine et kanamycine sont capables de complexer avec de fortes
affinités des cations métalliques tels le cuivre (11). Dans la partie bibliographique, nous avons
rappelé les principes de I’échange de ligands. En se basant sur ces observations, nous avons émis
I’hypothése que les aminoglycosides, et en particulier la néamine, pouvaient étre utilisés comme

sélecteurs chiraux en chromatographie chirale d’échange de ligands.

Pour prouver cette hypothese, trois dérivés monoalkylés de la néamine, contenant une chaine
Cysg introduite sur la fonction hydroxyle localisée en position 4°, 5 ou 6, ont été synthétisés
pour tester les propriétés énantiosélectives de la néamine. Ces dérivés lipophiles de la
néamine présentent I’avantage d’étre chiraux et peuvent étre dynamiquement adsorbés sur un
support achiral de type Cis.

Trois PSCs a base de néamine modifiée ont été créées. Leurs propriétés énantiosélectives ont
été comparées dans des conditions de chromatographie chirale par échange de ligands pour la
séparation d’énantiomeres d’acides aminés.

Les résultats obtenus montrent que la phase stationnaire contenant la néamine 4'-mono Cig
est plus stéréoselective que les autres phases chirales testées (néamine 5-mono C;g néamine

6-mono Cs)

L’effet de différents paramétres chromatographiques sur la rétention et 1’énantiosélectivité de

la néamine modifiée en position 4’ a été étudié sur un acide aminé test, la proline.
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Abstract

In this paper, a new class of ligand-exchange chiral stationary phase (LE-CSP) based on the copper complexes of lipophilic aminoglycoside
derivatives was reported. Different stationary phases were developed by coating reversed-phase liquid chromatography supports with three neamine
derivatives carrying a lipophilic octadecyl chain at the 4’, 5 and 6 positions, respectively. The enantioselective ability of these LE neamine-based
CSPs was evaluated and the 4’-derivative coated column was found to be the most interesting one for the amino acid resolution. The effects of the
variation of several chromatographic parameters on the enantioseparation were evaluated in order to identify the analysis optimal conditions.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

During the last decades, the chiral analysis of amino acids
is appeared to be of great interest in the study of the formation
and differentiation of cells or tissues, in biological and geo-
logical dating, in the study of origin of life on Earth, in food
control, and in clinical biochemistry and diagnostics [1]. To
date, a variety of chiral selectors including crown-ethers [2],
macrocyclic antibiotics [3], target-specific bioaffinity receptors
[4,5] and ligand-exchange (LE)-based selectors [6] have been
reported for the liquid chromatography (LC) enantiomeric sep-
aration of native amino acids.

The enantioselective LE-LC, originally introduced in the
1970s [7], constitutes one of the most useful methods for the
resolution of amino acids. At the present time, bi- or trifunc-
tional chiral compounds selected from the group of “simple”
a-amino acids, amino amides and amino alcohols represent the
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most used ligands for the development of LE chiral stationary
phases (CSPs) [6-9]. Relatively few other kinds of optically
active materials have been evaluated for enantioselective LE-LC
[10,11]. However, the design of new chiral ligand exchanging
systems remains a challenging task to enhance the chemical
diversity of ligands and evaluate the effects of alternative chem-
ical structures on the chiral differentiation.

Aminoglycosides are highly potent and broad-spectrum
antibiotics used in clinics for over 50 years. These compounds
are cationic oligosaccharides which, in most cases, include a
modified a-glucose unit attached to a 2-deoxystreptamine ring.
They possess many stereogenic centers and their resulting stere-
ochemical features have been shown to be of importance for the
selective binding to the RNA targets and activity [ 12]. Moreover,
it has been shown that some aminoglycosides can be employed
as chiral selectors, albeit with a limited applicability [13]. Fur-
thermore, due to their numerous amino, hydroxyl and glycosidic
oxygen functions, aminoglycosides can form a great variety of
transition metal complexes [14-16].

The unique stereochemical/conformational features of
aminoglycosides, and their strong capacity to coordinate transi-
tion metal ions through a multiple-site pattern, encouraged us to
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Fig. 1. Structures of neamine and 4’-, 5- and 6-neamine derivatives.

combine these aspects and consider their use as anew class of lig-
ands for enantioselective LE-LC. In this paper, we report, for the
first time, the preparation and the evaluation of LE-CSPs based
on an aminoglycosidic ligand, i.e. neamine. Neamine (Fig. 1)
is the common pseudodisaccharide core of several aminogly-
cosides and can be easily obtained through methanolysis of
the cheap neomycin B. In this work, three neamine deriva-
tives carrying a lipophilic octadecyl chain at the 4/, 5 and 6
(Fig. 1) positions, respectively, were synthesized. The lipophilic
derivatives were then dynamically adsorbed on C18 reversed-
phase LC supports to create three neamine-modified stationary
phases. These coated phases were subsequently evaluated and
screened for the chromatographic resolution of test amino acid
racemates.

2. Experimental

2.1. Synthesis of the neamine derivatives and preparation
of the coated stationary phases

Details on the synthesis as well as the characterization of the
neamine derivatives can be found in the supplementary data.

Commercial end-capped C18 reversed-phase columns
(Inertsil-ODS 3: 150 mm x 1 mm I.D.; particle diameter: 3 pum;
pore size 100 A) were employed to immobilize hydrophobi-
cally the 4'-, 5- and 6-derivatives of neamine through an in situ
method, as previously described [17]. Briefly, the methodology
involved the passage of coating solutions containing the mod-
ified neamine (23.5 mM in water—methanol 98:2, v/v) through
the columns at a flow rate of 15 pL/min during at least 8 h.
The Cu(Il) binding capacity of the stationary phases was sub-
sequently evaluated by frontal chromatography. The modified
columns were washed with water and then treated with a cop-
per(Il) sulfate solution (20mM in water) at a flow rate of
15 pL/min. From the observed breakthrough curve for cop-
per (detection at 220 nm), the amount of Cu(Il) loaded on the
different columns was estimated using the following relation:
O =[(Ve—Vp)cl/Vs where Q is the dynamic binding capacity, Ve
the 50% breakthrough volume, Vj the void volume, c the copper
concentration in the mobile phase and V; is the stationary phase
volume.

2.2. Chromatographic experiments

All racemates and enantiomers were purchased from
Sigma—Aldrich (Saint-Quentin, France), Bachem (Weil am
Rhein, Germany) or ChemGenes (Wilmington, MA, USA).
Copper(II) sulfate was obtained from Prolabo (Rhone-Poulenc,
France), cobalt(I) sulfate, nickel(II) sulfate and zinc(II) sulfate
were purchased from Aldrich (Saint-Quentin, France). Methanol
HPLC grade was purchased from Fischer Scientific (Loughbor-
ough, UK). Water was obtained from an Elgastat option water
purification system (Odil, Talant, France) fitted with a reverse
osmosis cartridge. The HPLC system consisted of a LC Shi-
madzu pump 10AT (Sarreguemines, France), a Cheminert TM
CN2-4346 injection valve (250nL sample loop), a Shimadzu
SPD-10A UV-vis detector (detection at 236 nm for injected
solutes, cell volume 140nL), a Shimadzu SCL-20A system
controller with LC solution software (Shimadzu), and an oven
Igloocil (Interchim). Unless otherwise stated, the mobile phase
consisted of water—methanol (98:2, v/v) containing 0.5 mM
CuSOy4. The flow rate was varied from 10 to 40 pL/min in
relation to the compound analyzed. Samples were injected in
triplicate. The chromatographic parameters were determined as
previously reported [17]. When not in use, the stationary phases
4,5 and 6 were stored in the mobile phase at 4 °C.

3. Results and discussion

3.1. Design and characterization of the neamine
derivative-based stationary phases

Two strategies are generally reported to create CSPs. The first
one involves the covalent immobilization of the chiral selec-
tor on the chromatographic surface. The second approach is
related to the physical adsorption of the optically active species
on a functionalized matrix. Such methodology is frequently
based on the coating of apolar RPLC chromatographic surfaces
with chiral selectors covalently attached to a suitable apolar
anchor molecule. The ligand-coated columns represent a useful
approach to evaluate quickly the enantioselective potentialities
of a new chiral selector. As a consequence, neamine was mono-
substituted by a lipophilic C18 chain to allow the subsequent
dynamic coating of an octadecyl chromatographic support by
the aminoglycosidic motif.

It is well established that the location and/or the nature of
the substituent (anchor, spacer) present on a given ligand affect
the enantioselective properties of the LE-based CSPs [6,18,19].
In this context, the hydrophobic C18 chain was regioselectively
attached to the 4’-, 5- or 6-OH groups of neamine (see supple-
mentary data) to allow the generation of three aminoglycosidic
core-containing positional isomers.

After the coating procedure (see Section 2), the Cu(Il)
dynamic binding capacity of the neamine derivative-based sta-
tionary phases was evaluated by frontal chromatography. The
experimental breakthrough curves are presented in the supple-
mentary data, for the three coated columns. The Cu(II) load was
estimated to be equal to 3.9, 2.5 and 5.2 pwmol/column for the
stationary phases 4’, 5 and 6, respectively.
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3.2. Evaluation of the retention and enantioseparation
propetrties of the copper complexes of the three neamine
derivative-based stationary phases

The LE-based enantioseparation ability of the three neamine
derivative-based stationary phases was evaluated in order to
select the most useful ligand positional isomer for the chro-
matographic resolution of amino acids. Several amino acids
were tested as model solutes (Table 1). To note, some nucle-
osidic and dipeptidic species were also included in the study.
The enantioselective properties of the neamine-modified sta-
tionary phases were firstly analyzed with a mobile phase which
did not contain any transition metal ion. The racemates of test
solutes were not resolved on the three modified supports, using
a water—methanol mixture (98:2, v/v) as mobile phase, at a col-
umn temperature of 20 °C. However, when 0.5 mM CuSO4 was
added to the eluent, enantioseparations were observed for the
three columns. This demonstrates that, for the tested compounds,
the enantiodiscrimination properties of the neamine derivative-
based stationary phases were dependent on the ligand-exchange
principle. The obtained chromatographic data are summarized
in Table 1. Here, it is important to point out that the stabil-
ity of the modified C18 columns over the time was evaluated
by comparing the proline retention factor and enantioselectiv-
ity during an extended period of time, under such operating
conditions. The k and « value did not change significantly
after the passage of around 5000 column volumes of mobile
phase, demonstrating the good stability of the CSPs. The solute
retention factors appeared to be relatively important on the
three CSPs, especially for the CSP 5. The retention properties
of the CSPs for the amino acids were found to be inversely
proportional to their Cu(Il) binding capacities. The amino
acid retention factors varied as follows: ke—csp < ky/_csp <
ks—csp whereas the Cu(Il) loads displayed the following trend:
Os5-csp < Q4 —_csp < Qe—csp. From a chiral resolution point
of view, the 9 amino acids tested were separated on the CSP

4’ while the CSPs 5 and 6 were able to discriminate only
some amino acid enantiomers, with typically a lower appar-
ent enantioselectivity (Table 1). Fig. 2 shows representative
chromatograms obtained using the three CSPs, for the pro-
line and methionine racemates. In all cases, D-enantiomers
were eluted after L-enantiomers. To note also, the enantiomers
of nucleosides (adenosine, guanosine) were separated only by
the CSP 5 while Gly-Tyr was resolved by the two CSPs 5
and 6. The efficiency performances were similar for the three
columns, the number of theoretical plates for the amino acids
being comprised between about 300 and 1500 in relation to
the tested solutes. Such low efficiencies are in accordance with
the data usually observed with other types of LE-based CSPs
[6,18].

As expected above, these results show clearly the prepon-
derant role of the substituent position on the chiral recognition
properties of the cooper complex of the aminoglycosidic ligand.
This screening study indicates that the 4’-derivative of neamine
was the most useful ligand for the enantioseparation of amino
acids by LE-LC and then the CSP 4’ was selected for subsequent
optimization experiments.

3.3. Optimization of the chromatographic operating
conditions for the amino acid enantioseparation using the
csp4

The effects of the variation of various chromatographic
parameters on the amino acid enantioseparation were evaluated
for the CSP 4’ in order to define the analysis optimal conditions.
D,L-Proline was used as test racemate.

The role of the metal ion type [Cu(Il) vs. Zn(II), Ni(II) and
Co(ID), sulfate salts at 0.5 mM] on the separation of the proline
enantiomers was evaluated at a column temperature of 24 °C.
Cu(II) appeared to be the most efficient transition metal ion for
the enantioseparation. The use of Zn(II) as metal ion determined
a slight retention factor increase with a significant decrease in

Table 1
Retention factor k. (first eluted, L-enantiomer), enantioselectivity « and resolution R for the test solutes using the three neamine derivative-based stationary phases®

CSpP 4/ CSP5 CSP6

ki, o Ry ki o R; ki a Rs
Pro 3.90 1.61 2.18 12.8 1.61 2.64 2.59 1.32 0.63
Ile 40.1 1.42 2.51 166.8 1.23 0.80 324 1.10 0.60
Leu 44.1 1.30 1.54 nd nd nd 375 1.05 0.46
Val 11.9 1.39 1.90 49.2 1.20 0.84 8.68 - -
Met 255 1.31 2.03 102.4 - - 17.3 - -
Gln 1.64 1.23 0.69 4.95 - - 1.05 - -
Ala 1.36 1.20 0.69 4.30 - - 0.73 - -
Ser 0.81 1.19 0.55 3.05 - - 0.71 - -
Glu 18.8 1.21 0.81 77.6 - - 145 - -
Gly-Tyr 17.0 - - 34.7 1.15 1.27 26.9 1.51 2.78
Ado® 29.7 - - 33.8 1.16 0.90 17.2 - -
Guo® 135 - - 16.9 1.07 0.81 15.1 - -

2 Experimental conditions—phase mobile: HyO-CH3OH (98:2, v/v) containing 0.5 mM CuSOy; column temperature: 20 °C; injection volume: 250 nL; detection
at 236 nm. Relative standard deviation of the solute retention factors was typically less than 3%. nd: not determined; —: no apparent enantioselectivity.

b Ado: adenosine.
¢ Guo: guanosine.
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Fig. 2. Representative chromatograms obtained using the three neamine
derivative-based CSPs for (a) proline and (b) methionine racemates. Experi-
mental conditions: phase mobile: HoO—CH3OH (98:2, v/v) containing 0.5 mM
CuSOy; column temperature: 20 °C; injection volume: 250 nL; detection at
236 nm; flow rate: 40 wL/min.

the enantioselectivity and efficiency. This was responsible for a
strong diminution of the resolution (2.20 £ 0.05vs. 1.12 £ 0.14).
Ni(II) and Co(II) did not allow any chiral resolution. The effects
of the nature of associated anion (sulfate vs. acetate) was also
investigated, at the same temperature and using Cu(Il) as cen-
tral ion. The replacement of the sulfate by the acetate anion
determined a decrease in the apparent retention, enantioselec-
tivity and efficiency, which governed a significant decrease in
the resolution (2.20 = 0.05 vs. 1.29 4= 0.08).

The influence of the column temperature on the enantiosep-
aration was evaluated between 15 and 35 °C, using an eluent
CuSOy4 concentration of 0.5 mM. When the column temperature
increased, both the retention and enantioseparation factor values
diminished while no crucial change in the chiral resolution was
observed.

The most interesting feature was related to the effects of
the eluent Cu(II) concentration (sulfate salt, variation from 0.1
to 10 mM, column temperature of 24 °C). The increase in the
CuSO4 concentration was responsible for an enhancement of
the enantioselectivity and chiral resolution (Fig. 3a), with a
significant decrease in the analysis time (Fig. 3b).

(a) 31
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s
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Fig. 3. (a) Effects of the eluent CuSOy4 concentration on the apparent enantios-
electivity () and resolution (@) for the proline racemate. (b) Chromatograms
illustrating the influence of the eluent CuSOy4 concentration on the enantiosep-
aration of proline. Experimental conditions: column: CSP 4’; phase mobile:
H;O-CH30H (98:2, v/v); column temperature: 24 °C; injection volume: 250 nL;
detection at 236 nm; flow rate: 40 pL/min.

4. Conclusion

In summary, the present report demonstrates that copper com-
plexes of immobilized lipophilic aminoglycoside derivatives can
be used as a new, alternative class of LE-based CSP. A sim-
ple change in the substituent position appears to have crucial
effects on the chiral discrimination properties of the immobilized
neamine metalloderivatives, the 4’-neamine derivative being the
most efficient ligand for the amino acid enantiomeric separa-
tion. Further regioselective substitutions/modifications of the
neamine template are readily possible. Various bi-, tri-, tetra-
substituted derivatives, with different functionalizing groups, as
well as dimers and trimers of neamine were recently synthesized
in our laboratory and experiments are currently in process to test
the potentialities of such derivatives.
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Chapitre 1V : Résultats et Discussion

Supplementary data

Copper (11) Complexes of Lipophilic Aminoglycoside Derivatives for the Amino Acid
Enantiomeric Separation by Ligand-Exchange Liquid Chromatography

1. Synthesis and characterization of the lipophilic neamine derivatives
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General

TH NMR (400 MHz) and *C NMR (100 MHz) spectra were recorded with a Brucker
Advance 400 spectrometer using the residual solvent signal as internal standard. HRMS were
obtained from the Mass Spectrometry Service, CRMPO, at the University of Rennes I,
France, using a MICROMASS ZABSPEC-TOF spectrometer and a VARIAN MAT311
spectrometer. Melting points were determined with a Bichi 510 apparatus. Thin layer
chromatography was performed on silica gel (Alugram Sil G/UV3s) or Alumina gel
(Alugram Alox N/UVs4) from Macherey-Nagel and spots were detected either by UV-
absorption or by charring with ninhydrin. Column chromatography were performed on
alumina gel (MP Ecochrom Biomedicals, Act IlI-11l acc. to Brockman) or on Cyg silica gel
(Macherey-Nagel polygoprep 60-50 C;g). All starting materials were obtained from suppliers
and used without further purification unless otherwise noted. DMF was distilled in the
presence of CaH,, THF on sodium with benzophenone and stored under argon atmosphere
prior to use. Compounds 4, 6 and 7 were synthesised as previously described (Riguet, E.;
Désiré, J.; Bailly, C.; Décout, J.-L. Tetrahedron 2004, 60, 8053).

134



Chapitre 1V : Résultats et Discussion

4’-octadecylneamine derivative 2

To the protected neamine derivative 6 (1.0 g, 0.65 mmol) dissolved in DMF (60 mL) under
argon was added NaH (60% in oil, 520 mg, 13 mmol). After 30 min stirring at room
temperature, 1-octadecyl bromide (325 mg, 0.95 mmol) was added. The reacting mixture was
stirred at 70°C for 24 h and concentrated under reduced pressure. The residue was dissolved
in CH,Cl, (100 mL) and washed with sat. aq. NH4CI (100 mL), water (100 mL) then brine
(100 mL). The organic phase was dried over MgSQOy,, filtered and evaporated to dryness. After
purification on alumina gel eluting with CH,Cly/cyclohexane (30/70), the protected 4’-
octadecylneamine derivative was obtained (40%). The protecting groups were then removed
in a TFA/CH,Cl,/anisole mixture (10 mL/10 mL/1 mL). After concentration under reduced
pressure, coevaporation with MeOH and purification on a C18 silica gel column with an
eluting gradient H,O/MeOH, compound 2 was obtained in a 60% vyield.

'H NMR (400 MHz, D,0): 8 =5.98 (d, ] = 3.6 Hz, 1H, H1"), 4.00-4.16 (m, 3H, H3’, H4, H5",
H6), 3.83 (m,1H, CH,0 chain), 3.73 (t, J = 9.2 Hz,1H, H5), 3.50-3.65 (m, 4H, H3, H2’, H6,
1H CH,0 chain), 3.26-3.46 (m, 3H, HI1, H4’, H6’b), 3.20 (m,1H, H6’a), 2.51 (m,1H, H2¢),
1.94 (dd, J=12.4 Hz, 1H, H24),1.53 (s, 2H, CH; chain) 1.05-1.35 (m, 30H, CH, chain), 0.78
(t, J = 6.4 Hz, 3H, CH3); *C NMR (100 MHz, D;0): & = 95.2 (C,), 79.5 (C4), 77.1 (C4), 75.2
(Cs), 74.3 (CH;0), 72.5 (Cs), 68.6 (Cs-), 68.5 (C5-), 53.8 (C,-), 49.8 (Cy), 48.7 (C3), 40.6 (Cs),
32.0, 29.9, 29.8 et 29.5 (CH, chain), 28.2 (C,), 25.7 et 22.7 (CH; chain), 13.9 (CHj3 chain);
MS (FAB): m/z = 615 [M+K]", 575 [M+H]", 413, 395, 366, 324, 203, 163; HRMS (ESI):
[M+H]" m/z calculated = 575.4548, found = 575.4748.

5-octadecylneamine derivative 3

To the protected neamine 7 (1.0 g, 0.60 mmol) dissolved in DMF (60 mL) under argon was
added NaH (60% in oil, 250 mg, 6.25 mmol). After 30 min stirring at room temperature, 1-
octadecyl bromide (1.0 g, 3.0 mmol) was added. The reacting mixture was stirred at 70°C for
24 h and concentrated under reduced pressure. The residue was dissolved in CH,Cl, (100 mL)
and washed with sat. ag. NH4CI (100 mL), water (100 mL) then brine (100 mL). The organic
phase was dried over MgSQ,, filtered and evaporated to dryness. After purification on
alumina gel with CH,Cl,/cyclohexane (20/80), the protected 5-octadecylneamine derivative
was obtained (68%). The protecting groups were then removed in a mixture of
TFA/CH,Cl,/anisole (10 mL/10 mL/1 mL) to give, after concentration under reduced
pressure, coevaporation with MeOH and purification on a C18 silica gel column with an
eluting gradient H,O/MeOH, the compound 3 in a 64% vyield.

'H NMR (400 MHz, D,0): 8 =5.70 (d, ] = 3.6 Hz, 1H, H1"), 3.77-3.96 (m, 4H, H3’, H4, H5",
H6), 3.52-3.68 (m, 3H, H5, CH,O chain), 3.37-4.48 (m, 2H, H3, H4"), 3.30 (t, ] = 9 Hz,1H,
H6’b), 3.19-3.27 (m, 2H, H1, H2’), 3.04 (dd, J=8.4 et 13.2 Hz,1H, H6’a), 2.35 (dd, T=4.0 et
12.4 Hz,1H, H2y), 1.76 (dd, J = 12.4 Hz,1H, H2,), 1.43 (s, 2H, CH, chain) 1.05-1.25 (m,
30H, CH, chain), 0.76 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHs); *C NMR (100 MHz, D,0): § = 92.9 (C;"),
82.4 (Cs), 73.5 (Cy), 72.9 (Cs), 72.2 (CH,0), 70.7 (C4), 70.0 (Cs-), 68.7 (C5:), 53.5 (Cy’), 49.9
(Cy), 48.9 (Cs), 40.5 (C¢), 31.8, 29.7, 29.5, 29.4, 29.3 et 29.2 (CH; chain), 27.9 (C,), 25.3 et
22.5 (CH, chain), 13.7 (CH3 chain); MS (FAB): m/z = 575 [M+H]", 415, 397, 161; HRMS
(ESI): [M+H]" m/z calculated = 575.4548, found = 575.4751, [M+Na]® m/z calculated =
597.4567, found = 597.4546.

6-octadecylneamine derivative 5

To the tritylated neamine derivative 4 (1.5 g, 1.16 mmol) dissolved in a mixture of DMF/THF
(20 mL/120 mL) under argon was added NaH (60% in oil, 439 mg, 11 mmol). After 30 min
stirring at room temperature, 1-octadecyl bromide (850 mg, 2.55 mmol) was added. The
reacting mixture was stirred at room temperature for 4 h and concentrated under reduced
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pressure. The residue was dissolved in CH,Cl, (100 mL) and washed with sat. ag. NH4ClI (100
mL), water (100 mL) then brine (100 mL). The organic phase was dried overMgSQO,, filtered
and concentrated to dryness. After purification on alumina gel with CH,Cl,/MeOH (99.5/0.5),
the protected 6-octadecylneamine derivative was obtained (21%). The protecting groups were
then removed in a mixture of TFA/CH,Cl,/anisole (10 mL/10 mL/1 mL) to give, after
concentration under reduced pressure, coevaporation with MeOH and purification on a C18
silica gel column with an eluting gradient H,O/MeOH, the compound 5 in a 56% yield.

'H NMR (400 MHz, D,0): & = 5.83 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H1’), 3.80-3.93 (m, 3H, H3’, H4,
H5), 3.78 (m, ] = 7.6 Hz, 1H, CH,O chain), 3.67 (t, J = 9.2 Hz, 1H, H5), 3.52 (m, J = 7.6 Hz,
1H, CH,0 chain), 3.29-3.41 (m, 5H, H3, H2’, H6, H4’, H6’b), 3.10-3.24 (m, 2H, H1, H6’a),
2.37 (m, 1H, H2¢), 1.82 (dd, J = 12.4 Hz, 1H, H24), 1.48 (s, 2H, CH, chain) 1.05-1.25 (m,
30H, CH, chain), 0.75 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHs); *C NMR (100 MHz, D20): & = 95.9 (C;"),
80.5 (Cg), 77.8 (Cy), 75.7 (Cs), 74.2 (CH,0), 70.8 (C4:), 69.2 (Cs5-), 68.3 (C5:), 53.5 (Cy), 49.0
(Cy), 48.4 (C3), 40.2 (Cs), 31.8, 29.6, 29.5 et 29.3 (CH; chain), 28.3 (C,), 25.3 et 22.5 (CH;
chain), 13.7 (CHs chain); MS (FAB): m/z = 615 [M+K]", 575 [M+H]", 415, 397, 161; HRMS
(ESI): [M+H]" m/z calculated = 575.4548, found = 575.4749.

2. Breakthrough curves for copper (20 mM in water, flow rate of 15 pL/min) on the
three neamine derivative-modified stationary phases.

Nea-5 Nea-4’ | Nea-6

10 15 20 25 30

O
o4

time (min)
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Chapitre 1V : Résultats et Discussion

Trois nouvelles phases stationnaires chirales (C18 Néa4’, C18 Néa5 et C18 Néa6) ont donc
été utilisées avec succes pour la séparation d’un nombre total de douze couples
d’énantiomeres. Les propriétés énantiosélectives et le domaine d’application des PSCs créées

dépendent de la position de la chaine C,gsur la néamine (4°, 5 ou 6).
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1.2 Publication N°2 “Chromatographie chirale par échange de ligands
utilisant le carbone graphite poreux modifié par des dérivés dinaphtyle
de la néamine en tant que phase stationnaire pour la séparation des

énantiomeres d'acides aminés”

Le principal avantage des nouveaux seélecteurs chiraux & base de néamine, par rapport aux
dérivés d’acides aminés, est que la position, 1a nature et le nombre de groupements lipophiles
(substituants) sur la néamine ainsi que le type de support chromatographique peuvent étre
aisément modifiés avec une grande diversité, afin de moduler et d’optimiser
I’énantiosélectivité.

D’une maniére générale, le choix des substituants de la néamine est orienté en fonction du
type de support chromatographique utilisé, par exemple la fonctionnalisation de la néamine
avec des substituants aromatiques exige 1’utilisation d’une phase stationnaire constituée de

carbone graphite poreux (CPG).

Dans ce travail, deux groupements naphtyles ont été introduits en position 3’ et 6 de la
néamine créant un nouveau dérivé lipophile qui peut étre immobilis¢é d’une maniére non
covalente sur un support solide de type CGP. Ce nouveau type de support est intéressant car il
est caractérisé par une structure cristalline en feuillet de plans d’atomes de carbone permettant
une stabilité chimique et une adsorption plus efficace de ce type de dérivés. Par ailleurs
I’absence de groupements résiduels silanoates (qui alterent la reconnaissance chirale) lui
permet d’étre un support idéal pour I’immobilisation non covalente de sélecteurs chiraux

constitués de substituants aromatiques hydrophobes.

Nous avons donc étudié les propriétés énantiosélectives du dérivé dinaphthyle de la néamine
dans les conditions de chromatographie chirale par échange de ligands apres son adsorption
sur CGP. une deuxiéme partie du travail aura pour objectif de modifier la nature et la position

des substituants lipophiles de la néamine.
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Abstract In this paper, we describe the preparation and the
evaluation of a porous graphitic carbon (PGC) column
coated with a new dinaphthyl derivative of neamine for
chiral ligand-exchange (LE) chromatography. It was shown
that the graphitic surface/dinaphthyl anchor system effi-
ciently (1.15 pmol/m?) and stably (three months of
intensive use) adsorbs the neamine template onto the
chromatographic support. The resulting coated PGC sta-
tionary phase showed appreciable LE-based enantioselec-
tive properties towards several native amino acids.

Keywords Porous graphitic carbon - Chiral separation -
Amino acid enantiomers - Ligand-exchange
chromatography - Neamine derivative

Introduction

During the last few decades, the chromatographic separa-
tion of native amino acid enantiomers has been accom-
plished using various kinds of chiral stationary phases
(CSPs). Such CSPs are typically based on immobilized
crown ethers [1], macrocyclic antibiotics [2, 3], target-
specific bioaffinity receptors [4, 5] and ligand-exchange
(LE)-based selectors [6].

LE-based chromatography using immobilized amino
acids or amino amides as ligands and copper as the central
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ion constitutes one of the most useful techniques for the
resolution of nonderivatized amino acids. Two design
strategies have been reported for LE-based CSPs. The first
one involves the covalent immobilization of the ligand onto
the chromatographic surface. The second approach is
related to the physical adsorption of the optically active
species onto a matrix. Such ligand-coated columns present
some important advantages in terms of simplicity, readiness
and economy, and they represent a useful approach for
quickly evaluating the enantioselective potentialities of a
new central ion—ligand complex. The methodology com-
monly involves coating C18-modified silica surfaces with
ligands that are covalently functionalized by a suitable
apolar anchor [7, 8]. An interesting alternative strategy, the
use of porous graphitic carbon (PGC) as the immobilization
matrix, has also been reported for LE-based chromatogra-
phy [9-11]. It was shown that, due to the unique character-
istics of PGC, including surface uniformity, chemical
stability, high binding capacity, particular retentive proper-
ties and an absence of residual silanol groups, this kind of
support is particularly well suited to the development of
permanently coated stationary phases.

Very recently, we reported a new class of ligands for
enantioselective LE chromatography. This was based on
lipophilic derivatives of a cationic oligosaccharide, i.e., the
aminoglycoside neamine [12]. Neamine derivatives carry-
ing a lipophilic octadecyl chain at the 4’, 5 or 6 positions
were dynamically adsorbed onto C18 reversed-phase silica
gel supports to create three different LE-based CSPs. It was
demonstrated that, under copper-containing mobile phase
conditions, these stationary phases were able to enantiose-
parate various compounds, such as amino acids, nucleo-
sides and dipeptides [12].

In this work, we tested the feasibility of designing a LE-
based CSP by coating the surface of PGC with an adequate
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derivative of neamine. It is well established that aromatic,
planar species are well adsorbed onto the PGC support due
to intense London-type dispersive interactions between the
flat surface and the functional groups [13]. In addition,
polar ionic species are also known to interact significantly
with PGC due to charge-induced interactions with the
polarizable surface of graphite [13]. Thus, it was expected
that a neamine derivative with aromatic cycles serving as
anchor groups would be strongly adsorbed onto a graphitic
surface. In this context, a dinaphthyl (at positions 3’ and 6)
derivative of neamine was synthesized in our laboratory
(Fig. 1). This neamine derivative was then dynamically
adsorbed on a PGC support to create the LE-based
stationary phase. The PGC surface concentration of the
neamine derivative and the stability of this coated stationary
phase over time, were assessed, and its enantioseparation
properties towards several amino acid racemates were
subsequently evaluated.

Experimental
Chemicals

All racemates and enantiomers were purchased from
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin, France) and Bachem (Weil
am Rhein, Germany). Copper(Il) sulfate was obtained from
Prolabo (Rhone-Poulenc, France). HPLC-grade methanol
was purchased from Fischer Scientific (Loughborough,
UK). Water was obtained from an Elgastat option water
purification system (Odil, Talant, France) fitted with a
reverse osmosis cartridge.

All starting materials for the neamine derivative synthe-
sis were obtained from suppliers and used without further
purification unless otherwise noted. DMF was distilled in
the presence of CaH,, THF over sodium with benzophe-
none, and stored under argon atmosphere prior to use.

NHTr

Br

NHTr

Synthesis and characterization of 3',6-di-O-2-
methylnaphthalene-neamine

'"H NMR (400 MHz) and '*C NMR (100 MHz) spectra
were recorded with a Bruker (Rheinstetten, Germany)
Avance 400 spectrometer using the residual solvent signal
as internal standard. LRMS were achieved with a Nermag
(Argentueil, France) spectrometer for the FAB, DCI and EI
techniques, with a Bruker Autoflex spectrometer for the
MALDI, and with a Waters (Milford, MA, USA) ZQ for the
ESI. HRMS were obtained from the Mass Spectrometry
Service, CRMPO, at the University of Rennes I, France,
using a Micromass (Milford, MA, USA) ZabSpec TOF
spectrometer and a Varian (Palo Alto, CA, USA) MAT311
spectrometer. Melting points were determined with a Buchi
(Flawil, Switzerland) 510 apparatus. Thin-layer chromatog-
raphy was performed on silica gel (Alugram Sil G/UV,s4)
or alumina gel (Alugram Alox N/UV,s,4) from Macherey-
Nagel (Dueren, Germany) and spots were detected either by
UV-absorption or by charring with ninhydrin. Column
chromatography was performed on alumina gel (EcoChrom
MP, MP Biomedicals, Eschwege, Germany; Brockman
activity II-III) or on C,g silica gel (Polygoprep 60-50 C;g,
Macherey-Nagel).

To a solution of compound 1 [14] (2.0 g, 1 equiv.) in
20 mL of dry DMF under argon, sodium hydride (60%,
217 mg, 4 equiv.) was added, and after 15 min of stirring
at room temperature, 2-(bromomethyl)naphthalene
(857 mg, 3 equiv.) was added too. The resulting mixture
was stirred for 24 h at room temperature and then
dichloromethane was added. The organic solution was
washed with an ammonium chloride aqueous saturated
solution, water and then brine, before being dried over
MgSQ,, filtrated and concentrated under reduced pres-
sure. The residue obtained was purified by chromatogra-
phy on alumina gel with a cyclohexane/dichloromethane
mixture (v/v: 50/50) employed as eluent to give com-

NHTr

"
HO Q NaH,RT.  HO Q 2NMO 0
HO TrHN ————  2NMO— TrHN 2NMO-- TrHN
NHTr 3 NHTrO . \ + 3 NHTr

N DMF/THF
1 HO NHTr

OH

e
Tr:§ MM I

) HO . NHTr HO NHTr
02NM 3 02NM
TFA, anisole
CH,Cl,, 0°C

NH

2
HO Q
2NMO HoN
3 NH,

Om
NH,
HO 6

4 O2NM

Fig. 1 Synthesis and structure of 3',6-di-O-2-methylnaphthalene-neamine (4)
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pounds 2 and 3 with yields of 40% and 38%, respectively.
Compound 2: LRMS (FAB', NBA) m/z = 1594 [M+Na]";
compound 3: LRMS (FAB', NBA) m/z = 1735 [M+Na]".
The protected compound 2 was dissolved at 0 °C in
CH,Cly/trifluoroacetic acid (1/1, v/v) with a small quantity
of anisole. After two hours of stirring, the solvents were
removed under reduced pressure. H,O and Et,0O were
added and the aqueous phase was washed twice with Et,O
before being concentrated and poured onto a C18 silica gel
column. The compound was eluted with a gradient of H,O/
MeOH and obtained pure as trifluoroacetic acid salt with
70% yield.

3',6-Di-O-2-methylnaphthalene-neamine (compound 4):
70%, '"H NMR (400 MHz, D,0) & ppm = 7.84-7.89 (m,
8H, H-naphtyl), 7.47-7.50 (m, 6H, H-naphthyl), 5.86 (d, J =
3.6 Hz, 1H, H-1"), 5.05 (d, J = 12.0 Hz, 1H, CH,-naphthyl),
5.02 (d, J = 12.0 Hz, 1H, CH,-naphthyl), 4.88 (d, J =
12.0 Hz, 1H, CH,-naphthyl), 4.85 (d, J = 12.0 Hz, 1H, CH>-
naphthyl), 4.04 (dd, J = 8.5 and 10.4 Hz, 1H, H-3"), 3.96 (m,
1H, H-5"), 391 (dd, J = 10.0 Hz, 1H, H-4), 3.82 (dd, J =
9.2 Hz, 1H, H-5), 3.65 (dd, J = 9.2 Hz, 1H, H-4"), 3.58 (dd,
J=9.2 Hz, 1H, H-6), 3.45 (dd, /= 3.6 and 10.4 Hz, 1H, H-
2"), 3.43-3.28 (m, 3H, H-3, H-6'b, H-1), 3.22 (dd, J = 9.6
and 12.8 Hz, 1H, H-6'a), 2.42 (ddd, /= 4.0 and 12.4 Hz, 1H,
H-2eq.), 2.01 (ddd, J = 12.4 Hz, 1H, H-2ax.); '*C NMR
(100 MHz, D,O) & ppm = 132.9-134.6 (6C-naphthyl),
126.3-128.6 (14CH-naphthyl), 95.8 (C-1'), 79.8 (C-6), 77.5
(C-4), 75.6 (C-5 and C-3'), 75.1 (2CH,-naphthyl), 70.9
(C-4", 69.9 (C-5"), 52.6 (C-2"), 48.8 (C-1), 48.3 (C-3), 39.8
(C-6"), 28.1 (C-2); LRMS (DCI") m/z = 603 [M+H]", 463,
303, 141; HRMS (ESI"): [M+H]" m/z calculated 603.3183,
found 603.3186; [M+Na]" m/z calculated 625.3002, found
625.3006.

Preparation of the coated PGC

A commercial PGC column (Hypercarb: 150%4.6 mm i.d.;
particle diameter: 5 um; pore size: 250 A; batch number:
260R3) was supplied by Thermo Electron Corporation
(Waltham, MA, USA). The coating procedure was per-
formed using a water—methanol (98-2, v/v) mixture
containing 3’,6-di-O-2-methylnaphthalene-neamine at a
concentration of 10 mM. This coating solution was passed
through the PGC column at a flow rate of 0.1 mL/min for
one night. Unbound 3',6-di-O-2-methylnaphthalene-
neamine was then removed by washing the PGC column
extensively with a water—methanol (98-2, v/v) mobile
phase. The amount of ligand adsorbed onto the chromato-
graphic support was estimated by subtracting the UV
absorbance, at 275 nm, of the unbound modified neamine
solution (corresponding to both the unbound ligand fraction
of the coating solution and the washed fraction) from the
initial solution.

Chromatographic experiments

The HPLC system consisted of a 10AT LC Shimadzu
pump (Sarreguemines, France), a model 7125 Rheodyne
injection valve (Interchim, Montlucon, France) fitted with
a 20 puL sample loop, and a SPD-10A Shimadzu UV-
visible detector (detection at 236 nm). The mobile phase
consisted of water or water—methanol (98-2, v/v) contain-
ing various concentrations of CuSO,. The flow rate was
varied from 0.10 to 1.50 mL/min in relation to the
compound analyzed. Solute samples were prepared in
water and injected in triplicate at ambient temperature
(~23 °C). The elution order of the enantiomers was
checked by injecting single enantiomers. The retention
factor (k) and the efficiency of the column (N) were
estimated by calculating the first and second moments of
the peaks, as previously described [15]. The first solvent
disturbance peak was used as a void time marker. The
retention times and column void time were corrected for
the extra-column void time. The enantioselectivity o was
calculated as follows: a = ky/k;, where k, is the retention
factor for the more strongly retained enantiomer and k
is the retention factor for the less strongly retained
enantiomer. The chromatographic resolution R, was calcu-
lated using the following relation: Ry = [1.18(fr2 — tr1)]/
(W(s0)2 + W(s0)1 ), where fg is the retention time determined
at the peak apex and wysgy is the width at 50% of the peak
height. When not in use, the column was stored in the
mobile phase at 4 °C.

Results and discussion
PGC surface concentration of dinaphthylneamine

The amount of the 3’,6-di-O-2-methylnaphthalene-neamine
derivative (compound 4 in Fig. 1) adsorbed onto the PGC
support was found to be 160 umol/column. Using a PGC
specific surface area of 120 m*/g and a packing weight of
1.15 g [16], the surface concentration of the modified
neamine was calculated to be 1.15 pmol/m® This result
compares very well with previous data. As an example, the
surface coverage of a PGC support with aryl-substituted
ligands (such as proline and phenylalanine) was found to lie
between 0.59 and 1.26 pmol/m® [10, 11]. Note that a
surface coverage of 1.15 umol/m” corresponds to an
average surface area available for each dinaphthyl neamine
molecule of 145 A% As the accessible surface area for a
methylnaphthalene moiety is estimated to be ~80 A% [17], it
would seem that only one naphthyl anchor group is in
contact with the graphitic surface.

For a comparison, the surface coverages of C18 chromato-
graphic supports coated with octadecylneamine derivatives
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were calculated. Using the Cu(Il) dynamic binding capacity of
the neamine derivative-based stationary phases, evaluated by
frontal chromatography [12], and assuming a 1:1 complex
between Cu(ll) and neamine, the surface coverage can be
estimated to range between 0.06 and 0.12 umol/m* (for a
specific surface area of the CI8 octadecyl silica support
equal to 450 m?/g). This is an order of magnitude lower than
the value obtained for the coating of the PGC support with
the dinaphthylneamine derivative. Such data indicate that the
use of the graphitic surface/dinaphthyl anchor system is
particularly useful for obtaining the efficient adsorption of
the neamine template to the chromatographic support.

Stability over the time of the dinaphthylneamine-coated
PGC column

The temporal stability of the dinaphthylneamine-coated
PGC column was estimated, under conventional LE-based
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Fig. 2 Stability of the coated PGC column as exemplified by the
effect of the column volume of the mobile phase on a the retention
factor (unfilled circles, L-enantiomer; filled circles, D-enantiomer) and
b the enantioselectivity for the methionine racemate. Mobile phase
consisted of water—methanol (98-2, v/v) containing 0.5 mM CuSO,
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chromatographic conditions (the mobile phase consisted of
water—methanol 98-2, v/v, containing 0.5 mM CuSOQ,), by
evaluating the variation of the solute retention factor and
the enantioselectivity with the mobile phase volume that is
passed through the column. As shown in Fig. 2, the values
of k and « for methionine were largely unchanged after the
passage of more than 1500 column volumes of mobile
phase. This stability was also tested after intensive use of
the column for more than three months (under an aqueous
mobile phase containing | mM CuSQ,), and the chromato-
graphic parameters were found to be unaltered. This was
after the passage of about 15,000 column volumes of
mobile phase. As a comparison, the previously prepared
octadecylneamine-coated C18 columns were found to be
stable for a period corresponding to about 5000 column
volumes of mobile phase [12]. In addition, the effects of
long-term storage (for a period of about one month) under
the mobile phase conditions were evaluated. Such long-
term storage did not significantly affect the retention and
enantioselective properties of the PGC column. Such results
demonstrate the very good temporal stability of the coated
stationary phase, due to the strong affinity of the dinaph-
thylneamine for the PGC support and the inert nature of the
graphitic surface.

Evaluation of the retention and enantioseparation properties
of the dinaphthylneamine-coated PGC column

The properties of the dinaphthylneamine-coated PGC
column were evaluated using thirteen amino acids as probe
solutes (Table 1). In order to achieve a rapid and optimized

Table 1 Chromatographic parameters for the probe amino acids using
the neamine derivative-coated PGC column®

k A N R,
Alanine 2.87 1.00 220 0.00
Arginine® 6.43 1.00 30 0.00
Asparagine 4.94 1.14 640 0.92
Aspartic acid® 72.97 1.92 75 1.94
Glutamine® 8.81 1.35 100 0.95
Histidine® 16.03 1.00 70 0.00
Isoleucine® 6.92 1.24 50 0.44
Leucine® 11.36 1.00 50 0.00
Methionine® 37.66 2.14 90 2.45
Proline 3.58 1.22 155 0.74
Serine 3.53 1.00 575 0.00
Tyrosine® 168.78 1.00 70 0.00
Valine 428 1.15 440 0.73

@ Experimental conditions: mobile phase: H,O containing 1 mM
CuSOy; injection volume: 20 plL; detection at 236 nm; flow rate:
0.1 mL/min. Relative standard deviation of the solute retention factors
was typically less than 5%. N and k values are reported for the more
strongly retained enantiomer

® Flow rate: 1.5 mL/min
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analysis, some different operating chromatographic con-
ditions were tested in preliminary experiments using three
test racemates (methionine, aspartic acid, and glutamine).
These include changes in the eluent copper concentration
(from 0.1 to 5 mM), the nature of its associated anion
(sulfate, acetate, chloride), and the mobile phase flow rate
(0.1 to 1.5 mL/min). In all cases, replacing the sulfate with
the acetate or chloride resulted in a decrease in the solute
retention factor and the enantioselectivity, as previously
observed with the octadecylneamine-coated C18 chromato-
graphic supports [12]. The most interesting feature was
related to the modification of the eluent Cu(ll) concentra-
tion (sulfate salt). As an example of this, k, oc and R versus
eluent CuSO,4 concentration plots are presented in Fig. 3 for
the methionine racemate. The enantiomer retention factors
decreased greatly as the Cu(Il) concentration in the mobile
phase increased. This can be explained by the fact that, as
the copper content of the mobile phase was enhanced, the
equilibrium between fixed and mobile complexes was
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Fig. 3 Effects of the eluent CuSO,4 concentration on a the retention
factor (unfilled circles, L-enantiomer ; filled circles, D-enantiomer) and b
the enantioselectivity (unfilled circles) and resolution (filled circles) for
the methionine racemate. Experimental conditions: mobile phase : H,O;
injection volume: 20 pL; detection at 236 nm; flow rate: 1.5 mL/min

shifted in favor of the latter. This retention behavior was
associated with an initial increase and then a decrease in the
enantioselectivity and resolution for the two racemates
(Fig. 3b). The maximum was reached for a copper
concentration of 0.5-1 mM. Therefore, a mobile phase
CuSO, concentration of 1 mM was chosen for work
performed under optimal conditions, i.e., achieving the
highest resolution with a reduced analysis time. The mobile
phase flow rate was adjusted for the injected solutes in
order to provide acceptable retention times.

The chromatographic data are summarized in Table 1 for
all of the tested amino acids. The &k value for the more
strongly retained enantiomer varied from ~3 to ~40, except
for the anionic (aspartic acid) and the aromatic (tyrosine)
species, which were characterized by very high retention
factors (~70 and ~170). This was likely due to intense
electrostatic interactions with the immobilized cationic ligand
for aspartic acid, and due to strong dispersive interactions with
the graphitic surface and/or the naphthyl moiety of adsorbed
neamine for tyrosine. From an enantioseparation point of
view, seven of the thirteen amino acid racemates were
resolved, at least partially, using the dinaphthylneamine-
coated PGC column. Figure 4 presents the enantiomeric
separation obtained for aspartic acid and methionine. In all
cases, the L-enantiomer was eluted before the D-enantiomer,
as previously reported with the octadecylneamine-coated
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Fig. 4 Representative chromatograms obtained using the neamine
derivative-coated PGC column for the a methionine and b aspartic
acid racemates. Experimental conditions: phase mobile: HO contain-
ing 1.0 mM CuSOy; injection volume: 20 pL; detection at 236 nm;
flow rate: 1.5 mL/min
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C18 chromatographic supports [12]. The efficiency perform-
ances were weak; the number of theoretical plates for the
D-enantiomers ranged between 30 and 100 for the highest
flow rate and 150 and 650 for the lowest flow rate (Table 1).
Such low efficiencies are consistent with data commonly
observed for coated LE-based CSPs [7, 8].

Some amino acids, such as glutamine and methionine,
which were not resolved on the previously prepared 5- and
6-octadecylneamine-based C18 columns [12], can be
enantiodiscriminated using the dinaphthylneamine-coated
PGC column. On the other hand, enantiomers of valine,
isoleucine and serine were not separated in the present
study, while they were discriminated using the 4’-octade-
cylneamine-coated C18 column [12]. Proline was the amino
acid that was most efficiently resolved with the coated C18
chromatographic systems [12], and methionine presented
the best resolution and enantioselectiviy values on the
present coated PGC stationary phase. Such differences in
the chiral resolution properties between the two kinds of
LE-based CSPs can be explained by a variety of factors.
These include different operating chromatographic condi-
tions (particle diameter, flow rate, eluent copper concentra-
tion) and differences in the surface concentrations of the
immobilized neamine derivative (see above). In addition, in
comparison with the octadecylneamine-coated C18 station-
ary phases, some important physicochemical differences
can be identified for the dinaphthylneamine-coated PGC
stationary phase. The planar surface of the PGC differs
strongly, in terms of its three-dimensional structure and
affinity characteristics, from a “conventional” octaldecyl
silica support. Moreover, the neamine ligand was hetero-
geneously substituted, i.e., disubstitution at positions 3', 6
versus monosubstitution at positions 4, 5 or 6, and a
methylnaphthyl versus an octadecyl group was used as an
anchor moiety. These structural differences are assumed to
affect the stability of the diastereoisomeric ternary com-
plexes between the neamine ligand, the Cu(Il) ion and the
enantiomers significantly [6], with crucial implications for
the enantioselective ability of the coated PGC column.

Conclusion

In this paper, we report a LE-based CSP which employs a
graphitic surface/dinaphthyl anchor strategy for the immo-

@ Springer

bilization of the neamine ligand onto the chromatographic
support. This methodology appears to be a convenient
approach, as it enables the easy creation of a stable, high-
capacity coated stationary phase exhibiting good enantio-
selectivity towards some native amino acids. The present
report is also of interest because it demonstrates that
important modifications in terms of the type of substitution,
the nature of the functionalizing group and the kind of
chromatographic matrix employed do not negate the chiral
recognition ability of the ligand. This suggests that the
active neamine core is able to accept a wide variety of
substitutions/modifications in order to modulate its enan-
tioselective properties.
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Chapitre 1V : Résultats et Discussion

La phase stationnaire chirale constituée du dérivé dinaphthyle de la néamine peut donc
séparer plusieurs couples d’énantioméres. Ces résultats sont importants car ils montrent que la
reconnaissance chirale de la néamine n’est pas altérée par la modification de la nature des
substituants sur la néamine ou par le changement du type de support chromatographique.

Par ailleurs, ce type de support chromatographique (CPG) présente une grande affinité envers
le dérivé naphtyle de la néamine ce qui permet d’obtenir une phase stationnaire de grande

stabilité (3 mois d’utilisation intensive).

145



Chapitre 1V : Résultats et Discussion

1.3 Les dériveés dialkylés de la néamine complexés par le cuivre (I1) en
tant que nouveaux sélecteurs chiraux en chromatographie chirale par

échange de ligands

1.3.1 Introduction

Les dérivés lipophiles de la néamine présentent en CCEL des propriétés énantiosélectives pour
la separation de plusieurs familles d’énantioméres (acides aminés, nucléosides et dipeptide)
[1,2]. Ces différents types de sélecteurs chiraux ont été immobilisés d’une maniére non
covalente sur des supports solides chromatographiques (C1s ou CPG).

Dans le cas d’une immobilisation des ligands monoalkylés de la néamine sur des supports
chromatographiques Cig la position de la chaine Cyg greffée a la néamine (4°, 5 ou 6) influence
les propriétés énantiosélectives de ces sélecteurs, la nature des énantiomeres résolus et le temps de
rétention des énantiomeres.

Afin d’établir une relation entre les dérivés de la néamine et le type de composés chiraux a séparer
et augmenter la durée de vie des colonnes testées, deux derivés dialkylés de la néamine ont été
synthétisés et testés en tant que ligands chiraux immobilisés d’une maniére non covalente sur des

supports de type Cyg (figure 1).

/ p A a \
0 0 HO
NH, 0 2
" / 5 N, O/mNH
H37C18 HQN 0 0 NH - HO 2

/5 oH * HarCig /O ’

H37C18

Ha7Cqg

\ Néamine 4,5 di C Néamine 3,6 di C /

Figure 1 : Structure chimique de la néamine 4°,5 di Cg et de la néamine 3°,6 di Cys.

1.3.2 Matériel et méthodes

1.3.2.1 Synthese et caractérisation des dérivés dialkylés de la néamine

L’alkylation sélective de la néamine est basee sur la protection des fonctions amine par des

groupements encombrants. Ensuit, les fonctions 3’ et 6 sont sélectivement alkylées. En
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revanche 1’alkylation des positions 4’ et 5 nécessite une protection préalable des groupements

hydroxyles par le para-méthoxybenzyle (PMB) (figure 2).

1.3.2.1.1 Synthese de néamine 4’ ,5 di Cyg

Les syntheses des composés 1, 2, 3 ont été décrites par Riguet et al. (figure 2).

A une solution du composé 2 (350 mg, 0.22 mmol) dans du DMF (16 mL) sous argon, sont
ajoutés successivement de 1’hydrure de sodium (60% en suspension, 182 mg, 4.55 mmol) et
du 1-bromo-octadécane (700 mg, 2,01 mmol). La réaction est laissée a 70 °C pendant 24 h
puis refroidie a température ambiante. Au mélange réactionnel est ajouté 100 mL de
dichlorométhane (DCM) et une solution saturée de chlorure d’ammonium (NH,4CI). La phase
organique est ensuite lavée avec 50 mL d’ecau puis séchée sur sulfate de magnésium. Apres
évaporation des solvants organiques sous pression réduite, le résidu est chromatographié sur
gel d’alumine en utilisant un mélange ¢éluant pentane : DCM (7 : 3) pour obtenir le composé 7
(350 mg, 75%). Le composé 7 (100 mg, 0,05 mmol) est mis en solution dans un mélange
DCM/TFA (1:1) avec un peu d’anisole. Apres 12 h de réaction a température ambiante du
méthanol est ajouté, puis le mélange réactionnel est concentré sous pression réduite. Le résidu
obtenu est lavé plusieurs fois avec de 1’éther apres addition d’eau. Le composé 8 (45 mg, 70
%) est obtenu apres concentration de la phase aqueuse sous pression réduite.

Caractérisation :

'H NMR ( 400 MHz, D;0) : & ppm = 5.9 (d, J;-»» = 3.6 Hz, 1H, HI’ ), 3.2-4.2 (m, 15H,
CH,0,H3’, H4, H5°, H5, H6, H3, H2’, H6’, H4’, H6’, H1 ), 2.42 ( m, 1H, H2¢), 1.6 (M, 1H,
H24), 1.3-1.6 (m, 64H, CH, chain), 0.92 (t, J= 6.8 Hz, 6H, 2CH3)

3C NMR (100 MHz, CDs0D) & ppm = 93.9 (C-1°), 84.8 (C-5), 79.2 (C-4°), 77.3 (C-4), 74.8
(CH2-0), 74.6 (CH2-0), 73.8 (C-6), 73.3 (C-5°), 69.0 (C-3"), 54.4 (C-2"), 51.7 (C-1), 50.6 (C-
3), 41.1 (C-6"), 33.2 (2CH,), 31.5-30.6 (27CH,), 29.6 (C-2), 27.2 (CH,), 23.9 (2CH,), 14.6
(2CHs).

HRMS (ESI"): [M+H]" m/z calculé 827,7564, trouvé 827,7558 ; [M+Na]® m/z calculé
849,7384, trouvé 849,7377 ; [M+K]" m/z calculé 865,7123, trouvé 865,7149.
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1.3.2.1.2 Synthese de néamine 3°,6 di Cyg

A une solution du composé 1 (500 mg, 0.38 mmol) dans du DMF (16 mL) sous argon, sont
ajoutés successivement de 1’hydrure de sodium (60% en suspension, 220 mg, 5,5 mmol) et du
1-bromo-octadecane (1,3 g, 3,89 mmol). La réaction est laissée a 70 °C pendant 24 h puis
refroidie & température ambiante. Au mélange réactionnel est ajouté 100 mL de
dichlorométhane (DCM) et une solution saturée de chlorure d’ammonium (NH4CI). La phase
organique est ensuite lavée avec 50 mL d’eau puis séchée sur sulfate de magnésium. Apres
évaporation des solvants organiques sous pression réduite, le résidu est chromatographié sur
gel d’alumine en utilisant un mélange ¢éluant pentane : DCM (3 :1) pour obtenir le composé 4
(499 mg, 56%) et le compose 5 (270 mg, 34%). Le compose 5 (175 mg, 0,09 mmol) est mis
en solution dans un mélange TFA/DCM (1 :1) avec un peut d’anisole. Aprés 12 h de réaction
a température ambiante du méthanol est ajouté et le mélange réactionnel est concentré sous
pression réduite. Le résidu obtenu est lavé avec de 1’éther aprés addition d’eau. Le composé 6
est obtenu (78 mg, 80%) apres concentration de la phase aqueuse sous pression réduite.
Caracteérisation :

'H NMR ( 400 MHz, D;0) : & ppm = 5.9 (d, J;-»» = 3.6 Hz, 1H, HI" ), 3.1-4.2 (m, 15H,
CH,0,H3’, H4, H5’, H5, H6, H3, H2’, H6’, H4’, H6, H1 ), 2.5 (m, 1H, H2g), 2.0 ( ddd, Jzax-
1= Joax3 = Joeq2ax = 12.4 HZ, 1H, H2,,) , 1.30-1.68 (m, 64H, CH, chain), 0.92 (t, J = 3.2 Hz,
6H, 2CHs).

3C NMR (100 MHz, CD50D) & ppm = 95.6 (C-1°), 81.0 (C-6), 78.4 (C-4), 76.6 (C-5), 76.2
(C-3), 73.6 (CH,-0), 73.3 (CH,-0), 72.0 (C-4’), 70.3 (C-5°), 53.2 (C-2°), 49.4 (C-1), 48.7
(C-3), 40.3 (C-6’), 31.7 (2CH,), 29.8-29.1 (27CH,, C-2), 25.6 (CH,), 22.3 (2CH,), 13.0
(2CHs).

HRMS (ESI"): [M+H]" m/z calculé 827,7564, trouvé 827,7570 ; [M+Na]® m/z calculé
849,7384, trouvé 849,7415 ; [M+K]" m/z calculé 865,7123, trouvé 865,7121.
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Figure 2 : Stratégie utilisée pour synthétiser des dérivés dialkylés de la néamine

1.3.2.2 Procédure d’immobilisation
Les deux chaines hydrophobes greffées sur la néamine vont permettre de fixer le ligand sur un
support chromatographique de type Cig par adsorption dynamique afin de créer deux

nouvelles PSCs nommeées néamine 4',5 di Cyg et néamine 3°, 6 di Cyg.
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Deux solutions d’un mélange H,O/CH3;OH (50:50, v/v) contenant 6,54 mM de chaque deérive
de la néamine (néamine 4',5 di C;g0u néamine 3°, 6 di C;g) sont préparées par dissolution aux
ultrasons, puis filtrées sur des filtres de porosité 0,2 pum.

L’adsorption des dérivés est réalisée a un debit de 15 yL /min sur une colonne de type Inertsil
ODS-3, 3um C18 1mm x 15 cm (le volume de la colonne est de 118 pL) pendant 16 heures
soit 292 volumes de colonne.

1.3.2.3 Appareillage

Les études sont réalisées sur un poste de micro-CLHP. Les différents modules qui composent

cette installation sont :

e Une pompe Shimadzu® LC 10 AD (Sarreguemines, France).

e Un systeme d’injection manuel, vanne d’injection Cheminert TM CN2-4346
boucle 250 nL.

e Un détecteur UV-Visible SPD-10A (A = 236 nm pour détecter la plupart des

composés injectés), volume de cellule 140 nL.

e Un systeme de commande et de contréle (Shimadzu® CBM-20A) qui permet
de gérer les différents modules.

e Un logiciel d’exploitation (Shimadzu®

LC solution) pour enregistrer et traiter
les chromatogrammes.

La phase mobile et les échantillons injectés sont préalablement filtrés (0,45 pum) et dégazés

aux ultrasons. Les deux colonnes Cig sont utilisées a une température contr6lée par un four

Igloocil (Interchim).

1.3.2.4 Réactifs

Tous les énantiomeres des acides aminés injectés (méthionine, isoleucine, acide glutamique,
leucine, sérine, alanine, proline, glutamine) sont obtenus chez Sigma Aldrich (Saint-Quentin,
France) ou chez Fluka chemie (GmbH, Steinheim, Germany).

Les énantioméres de nucléosides (guanosine et adénosine) sont fournis par ChemGenes
(Wilmington - U.S.A). Les énantioméres du dipeptide glycine-tyrosine (gly-tyr) sont fournis
par Bachem AG (Bubendorf - Switzerland). Le sulfate de cuivre est fourni par Prolabo
(Rhéne-Poulenc - France). La neamine 4',5 di Cyg et la néamine 3°, 6 di Cyg utilisées pour la
préparation des PSCs ont été synthétisées par 1’équipe EMAN du DPM. Le méthanol de
pureté CLHP est fourni par Fischer scientific (Leicestershine, UK), I'eau CLHP est obtenue a
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partir d'un systéeme de purification d'eau d'Elgastat option (Odil, Talant, France) équipé d'une

cartouche d'osmose inverse.

1.3.2.5 Conditions chromatographiques

Les conditions chromatographiques sont les suivantes :

>

Une phase stationnaire contenant la néamine 4,5 di Cyg ou la néamine 3°, 6 di Cyg
immobilisée de la maniere précédemment décrite.

Une phase mobile composée d’eau-méthanol (98:2, v/v) additionnée de CuSO, & 0,5
mM.

Un débit variant de 5 a 40 uLL/min selon la molécule a séparer.

Chaque mélange racémique est préparé dans une solution aqueuse a diverses
concentrations.

Le volume injecté est de 250 nL pour les deux PSCs néamine 4',5 di Cyg et néamine 3’,
6 di Cyg Les injections sont répétées 3 fois.

La température est fixée a 20°C et contr6lée par le four.

Le facteur apparent de rétention k, I'énantiosélectivité apparente a, l'efficacité de la

colonne N, la résolution Rg et le facteur d'asymeétrie Ay sont déterminés ainsi:

Le facteur apparent de rétention k est déterminé en utilisant la relation suivante :

k=(t -t)/t

ou tg : temps de rétention des solutés, t, : temps de rétention nulle

Le temps de rétention tR est déterminé par le sommet du pic du soluté.

Les volumes de rétention et le volume mort de la colonne sont corrigés par le volume
extra-colonne (injection du soluté dans le systeme chromatographique sans colonne).
L'énantiosélectivité apparente o est calculée de la maniére suivante :
a=k /k
2 1
ou k2 est le facteur de rétention pour I'énantiomére le plus retenu et k1 est le facteur

de rétention pour I'énantiomere le moins retenu.

L'efficacite de la colonne est caractérisee en calculant le nombre de plateaux

théoriques :
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2
N =554 (t_I5)

ou o est la largeur du pic a mi-hauteur.

e Larésolution R est calculée en utilisant la relation suivante :
= - +
RS 1,18 (tRZ tm) / (82 61)
ou I’indice 1 désigne 1'énantiomére le moins retenu et 1’indice 2 I'énantiomere le plus
retenu.
e Le facteur d'asymétrie Aq est determiné en calculant le rapport entre la partie droite et

la partie gauche du pic a 10% de sa hauteur.

1.3.3 Résultats et discussion

1.3.3.1 Les propriétés énantiosélectives de la PSC néamine 4°,5 di Cyg

Les énantiomeres de différentes familles chimiques (acide aming, nucléoside et dipeptide) ont
été injectés sur la colonne néamine 4°,5 di C1g dans les mémes conditions chromatographiques
que celles utilisées avec les colonnes néamine 4’mono C;g et néamine 5 mono Cyg (débit,
concentrations de solutés injectés, température) (publication N1).

Les résultats indiquent que les dix mélanges racémiques appartenant aux trois familles testées
sont résolus avec ce type de PSC. Les couples d’énantiomeéres séparés et leurs données
chromatographiques (k, a et Rs) pour la colonne néamine 4°,5 di Cig sont présentés dans le
Tableau 1.
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Composé Structure K k o R
L D s
H ©
Proline (Pro) <N~a.?)L- OH 21 7.6 3,59 4,33
o
. H.C
Alanine (Ala) 3 ‘TJL‘OH 1.9 35 1,79 2,1
NH,,
(,H3 O
[soleucine Haco k
3 on 94,6 257 272 21,4
(Tle) NH,
Acide j 9
Glutamique |Ho \’«()LOH 27,3 46 1,68 5,02
(Glu) NH,
0]
Sérine (Ser) HO/\H-LOH 2.4 2,9 1,18 1,68
NH2
o
Meéthionine HSC/SNLOH 34,17 65.79 1,92 12,03
(Met)
NH,
i
Leucine HSCWOH 155 280 18 12.45
(IL.eu)
CH; NH,
Ji
</‘]’ TNH
Guanosine po— o N7 ONT ey 5,6 5,79 1,03 0,65
on o
. NH2 o
Glutamine ) > “TJ\OH 2,27 3,48 313 1,53
(GlIn) N,
o]
Gly-Tyr » o 47 18 25 15,8
y-1y1 o P ) : :
o]
CH3O
Valine J\()L
- 28,38
(Val) H4C OH _ _ _
NH2
NH;
N~ =y
ey €
Adénosine o TN 7,16
OH OH
Acide f
: Ho -~ ML
Aspartique T \f OH 25,39
(ASP) O NH,

Tableau 1 : Les composés testés sur la colonne néamine 4°,5 di Cyget leurs données chromatographiques.

Phase mobile: H,O/CH;OH (98:2, v/v) + CuSO, 0,5 mM; température: 20°C ; volume d’injection: 250 nL;
détection: 236 nm; concentration et débit pour chaque énantiomére: alanine (0,117 mM, 40 pL/min), leucine
(0,94 mM, 40 pL/min), isoleucine (0,94 mM, 40 pL/min), acide aspartique (0,18 mM,15 pL/min), acide
glutamique (0,37 mM,40 pL/min), guanosine (0,094 mM, 20 uL/min), proline ( 0,117 mM, 40 pL/min),
méthionine (0,37 mM , 40 pL/min), sérine (0,094 Mm , 5 pL/min), glutamine (0,18 mM , 10 pL/min), gly-tyr
(0,094mM , 15 pL/min), valine (0,117 Mm, 40 pL/min), adénosine(0,16 mM, 20 uL/min).
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La colonne néamine 4°,5 di C;g présente des capacités de discrimination vis-a-vis d’acides
aminés polaires neutres (sérine et glutamine), d’acides aminés hydrophobes (proline, valine,
méthionine, alanine, leucine et isoleucine), d’un acide aminé acide (acide glutamique), d’un

nucléoside (guanosine) et d’un dipeptide (Gly-Tyr).

15000—5
12500—5 D
10000—5
7500—5
5000—5

2500

0]

- - - - 1 - - - - 1 - - - - 1_ - - I1_ - T T
25 5.0 7.5 10.0 125 min

Figure 3 : Résolution de la D/L alanine sur la colonne néamine 4°,5 di Cys.
Phase mobile: H,O/CH3OH (98:2, v/v) + CuSO, 0,5 mM; phase stationnaire: néamine 4°,5 di C.g; température:
20°C; volume d’injection: 250 nL; concentration de chaque énantiomére: 0,117 mM; débit: 40 pL/min;
détection: 236 nm.

La comparaison des données chromatographiques de la colonne néamine 4°,5 di Cyg (tableau
1) avec celles obtenues en utilisant les colonnes Néamine 4> mono Cig et Néamine 5 mono
Cys (tableau 2) montre que:
e Les ordres de rétention pour tous les énantiomeres testés (excepté 1’acide aspartique et
I’adénosine) sont :

K Néamine 5 mono Cig > K Néamine 4°,5 di Cig > K Néamine 4’ mono Cg

e La PSC néamine 4°,5 di Cig montre une sélectivité et une résolution plus élevée que
les deux PSCs (Néamine 4’ mono C;g et Néamine 5 mono Cyg).

e La colonne néamine 4°,5 di C1g présente des propriétés énantiosélectives équivalentes
car elle permet de séparer presque tous les énantiomeres résolus sur les deux colonnes
néamine 4’ mono C;g et néamine 5 mono Cyg (excepté la valine et I’adénosine).

e L’ordre d’élution des énantioméres testés pour la colonne néamine 4,5 di C;g est
géneralement le méme que celui observe sur les phases C;g immobilisées avec les
dérivés Néamine 4’ mono Cyg et Néamine 5 mono C;g (D>L). Une seule exception est
constatée avec les énantiomeéres du dipeptide (Gly - Tyr) (D<L) séparés sur la colonne

dialkylée.
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Néamine 4° mono Cig Néamine 5 mono Cig Néamine 4°, 5 di Cyg
k|_ a Rs k|_ a Rs k|_ a Rs
Proline 3,9 1,61 2,18 12,8 1,61 2,64 2,1 3,59 4,33
Alanine 1,36 1,2 0,69 4,30 Pas de 1,9 1,79 2,1
séparation
Isoleucine 40,1 1,42 251 | 166,8 | 1,23 0,8 94,6 2,72 21,4
Acide 13,47 Pas de 12,39 Pas de 25,39 Pas de
aspartique séparation séparation séparation
Acide 18,8 1,21 081 | 77,6 Pas de 27,3 1,68 5,02
Glutamique séparation
Sérine 0,8 1,19 0,55 3,05 Pas de 2,4 1,18 1,68
séparation
Méthionine 25,5 1,31 2,03 | 102,4 Pas de 34,17 | 1,92 12,3
séparation
Leucine 44,1 1,3 1,54 nd* nd 155 1,8 12,45
Guanosine 13,5 Pas de 16,9 1,07 0,81 5,6 1,03 0,65
séparation
Glutamine 1,64 1,23 0,69 4,95 Pas de 2,27 3,13 1,53
séparation
Adénosine 29,7 Pas de 33,8 1,16 0,90 7,16 Pas de
séparation séparation
Gly-Tyr 17,0 Pas de 347 | 115 | 1,27 47 25 | 158
séparation kp=18
Valine 11,9 1,39 1,90 49,2 1,20 0.48 | 28,38 Pas de
séparation

Tableau 2 : Resultats de la séparation énantiomérique pour les 3 phases stationnaires néamine 4°,5 di Cyg,

1.3.3.2 Les propriétés énantiosélectives de la PSC néamine 3°,6 di Cyg

néamine 5 mono C;g et néamine 5 mono Cyg. Nd* : non déterminé.

La PSC néamine 3°,6 di C;g a montré une aptitude a résoudre différentes classes de composés

comme les acides aminés hydrophobes (proline, méthionine, leucine),

(guanosine, adénosine) et un dipeptide (Gly-Tyr) (Tableau 3).
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Composé Structure k k o R
L D M
H o]
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Leucine H30NOH 65.8 58,73 1,12 1,81
Leu ’ ’ ’ ’
( ) CH3 NH2
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OH OH
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NH2 H
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- :l o7 OH 18,18 _ _ B
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soleuc
Isoleucine |ne LM 3912 B B B
(Ile) NH,,
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Glutamique | #o /\HL'OH 167,42 - — —
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- - HO/ 7” "OH 21,55 _ — —_—
(Ser) NH,,
Acide a2
. HO
Aspartique NOH 23,11 _ _ _
(Asp) O NH,
NHz
oo )
Adénosine Loy 10,14 _ _ _
OH OH

Tableau 3 : Les composes testés sur la colonne néamine 3’,6 di Ciget leurs données chromatographiques.

Phase mobile: H,O/CH ;0H (98:2, v/v) + CuSO, 0,5 mM; température: 20°C ; volume d’injection: 250 nL;
détection: 236 nm; concentration et débit pour chaque énantiomere: leucine (0,94 mM, 40 pL/min), isoleucine
(0,94 mM, 40 pL/min), guanosine (0,094 mM, 20 pL/min), proline ( 0,117 mM, 40 uL/min), méthionine (0,37
mM , 40 pL/min), gly-tyr (0,094 mM , 15 pL/min), valine (0,117mM, 40 pL/min), adénosine (0,16 mM, 20
uL/min), acide aspartique (0,18 mM,15 puL/min), acide glutamique (0,37 mM, 40 uL/min), sérine (0,094 mM , 5
pL/min), glutamine (0,18 mM , 10 pL/min), gly-tyr (0,094 mM , 15 uL/min).
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Figure 4 : Résolution de la D/L proline sur la colonne néamine 3°,6 di Cys.
Phase mobile: H,O/CH3OH (98:2, viv) + CuSO, 0,5 mM; phase stationnaire: néamine 3°,6 di Cyg; température:
20°C; volume d’injection: 250 nL; concentration de chaque énantiomére: 0,117 mM; débit: 40 pL/min;

détection: 236 nm.

La comparaison des résultats présentés dans le Tableau 3 avec ceux obtenus avec la colonne

néamine 6 mono Cig pour les racémates (proline, leucine, Gly-Tyr) est détaillée dans le

Tableau 4. Elle montre que la néamine 6-mono Cig présente des valeurs de k inférieures a

celles de la PSC néamine 3°,6 di Cig dans les mémes conditions chromatographiques. Par

contre, la colonne néamine 3°,6 di C1g a des valeurs supérieures de Rs.

Généralement 1’ordre d’élution des énantiomeres séparés est (D>L) avec la colonne néamine

3°,6 di Cyg, mais une inversion de cet ordre est observée pour les énantiomeres de la

méthionine et de la leucine (D<L).

Néamine 6 monoCis Néamine 3°, 6 di C18
k. a Rs k. a Rs
Proline 2,59 1,32 0,63 10,31 1,33 1,28
Isoleucine 32,42 1,10 0,6 39,12 Pas de séparation
Meéthionine 17,3 Pas de séparation kDigé%B 1,14 1,57
Leucine 37,5 1,05 0,46 kD6:55’g,7 1,12 1,81
Gly-Tyr 26,6 1,51 2,78 33,28 1,76 12

Tableau 4 : Résultats de la séparation énantiomérique pour les 2 phases stationnaires néamine 3°,6 di Cyg et

néamine 6 mono Cig,
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Les differentes valeurs des données chromatographiques observées entre les 5 PSCs créées,

néamine 4> mono C.g, néamine 5 mono Cig, néamine 4°,5 di Cig, néamine 6 mono Cig et

néamine 3’,6 di Cyg, peuvent étre expliquées par le fait que :

Le nombre de sites actifs déterminé par analyse frontale, pour les ligands immobilisés,
de ces colonnes est différent (tableau 5). Ces résultats peuvent étre expliqués par
I’orientation du sélecteur chiral a la surface du support, I’accessibilité et le nombre de

sites de complexation.

Néamine 4’ Néamine 5 Néamine 6 Néamine 3,6 Néamine 4°,5
mono Cig mono Cig mono Cqg di Cys di Cys
3,9 2,5 52 7
pmoles /colonne | pmoles /colonne | pmoles /colonne | pmoles /colonne ND*

Tableau 5 : Nombre de sites actifs sur les 5 PSCs, a base de dérivés de la néamine, déterminé par analyse

frontale. ND* : non déterminé

La chaine Cyg localisée sur différentes positions de la néamine joue un réle essentiel
sur l’affinit¢é des composés chiraux a séparer. Cette chaine entraine certaines
modifications d’orientation ou de conformation de la molécule de néamine, rendant les
sites d’interaction des PSCs difféeremment accessibles aux solutés testés. On peut
supposer que la capacité discriminante de ces PSCs peut étre reliée a la position de la
chaine Cyg plus ou moins proche des sites principaux de fixation de 1’ion cuivrique
(figure b5).

diastéréoisomériques formés entre le cuivre (I1), le ligand chiral de type néamine et les

Cette chaine semble participer a la formation des complexes
solutés. La position différente de la chaine lipophile sur la néamine modifie les
propriétés énantiosélectives des PSCs. Ces modifications pourraient jouer également

un role sur ’ordre d’élution.

cu(ll)

Cu(ll)

Figure 5 : Les deux principaux sites de fixation du cuivre (1) sur la néamine [1].

158



Chapitre 1V : Résultats et Discussion

1.3.3.3 Proposition d’un mécanisme de reconnaissance chirale

En général, le mécanisme de séparation chirale par échange de ligands est fondé sur la
formation de complexes ternaires diastéreoisomériques formeés entre 1’analyte, le ligand chiral
et I’ion métallique, qui présentent différentes stabilités [2, 4]. Dans ce travail, le cuivre (1) est
impliqué d’une manicre essentielle dans le processus de séparation des énantioméres testés.
Par exemple, la résolution des énantiomeres de la proline sur la colonne néamine 4°,5 di Cget
la colonne néamine 3’,6 di C,g a été testée avec et sans cuivre (1) dans la phase mobile. La

présence du cuivre (1) est indispensable pour réaliser la séparation énantiomérique.

On peut donc supposer qu’il y a formation d’un complexe par chélation de 1’ion cuivrique avec
I’aminoglycoside immobilisé et I’énantiomére qui etablit en général deux liaisons de
coordination. Des interactions additionnelles (liaisons hydrogene, effet hydrophobe et
interactions stériques) entre les analytes et les supports solides Cig de la phase stationnaire ou
avec les chaines Cig du sélecteur chiral peuvent également avoir un effet crucial sur
I’énantiosélectivité et l'ordre d'élution. Cet effet pourrait correspondre au troisieme point
d’interaction entre le soluté et le sélecteur chiral (modéle de reconnaissance chirale proposé par

Dalgliesh) [5].

énantiomére

Immobilisation
non covalente

N © ©
C,¢ de la phase
stationnaire

Gel (i/lcre silice

Figure 6 : Proposition d’un mécanisme de reconnaissance chirale pour la PSC néamine 4°,5-di C18 avec les trois

points d’interaction de Dalgliesh sur les 2 principaux sites de fixation du cuivre (I1).
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1.3.3.4 Durée de vie et régénération des supports immobilisés avec le ligand

chiral de type néamine 4°,5 di Ciget néamine 3°,6 di Cyg

La stabilité des PSCs néamine 4°,5 di Cg et néamine 3°,6 di Cig a été évaluée au cours du
temps, en injectant la proline comme molécule témoin pour la colonne néamine 3°,6 di Cyg et
I’alanine pour la colonne néamine 4°,5 di Cyg, dans les mémes conditions de température et de
phase mobile.

Les deux PSCs ont été utilisées pendant une durée d’un mois (néamine 3°,6 di Cyg) et de trois
mois (néamine 4°,5 di Cig) sans modification de la sélectivité et du facteur de rétention.
L’ajout de méthanol (2-25%) dans la phase mobile n’a entrainé aucune dégradation des
valeurs de sélectivité et de résolution sur la PSC néamine 4°,5 di Cyg alors qu’un ajout de 7%
de méthanol dans la phase mobile entrainait une dégradation des propriétés énantiosélectives
de la colonne néamine 4’ mono Cig. On peut expliquer ce phénomeéne par la présence des
deux chaines Cyg de la premiére colonne qui permet une adsorption plus forte du ligand chiral
sur la phase stationnaire et donc augmente la stabilité de la PSC. Par contre un ajout de 35 %
de méthanol de la phase mobile cause une perte des propriétés énantiosélectives de cette PSC.
Il est a noter qu’apres dégradation, la colonne peut facilement étre régénérée en procédant de
la méme maniére que lors de I’étape d’immobilisation. Une telle régénération permet la

restauration compléte des caractéristiques originales de rétention et d’énantiosélectivité.

1.3.4 Conclusion

Deux nouvelles PSCs (néamine 4°,5 di Cyg et néamine 3,6 di Cyg) ont été utilisées avec succes
pour la séparation d’un nombre total de 10 couples d’énantioméres sur les deux colonnes. La
position d’attachement de la chaine Cig sur la néamine (en 4' et en 5 ou en 3’ et en 6)
influence 1’énantiosélectivité et 1’ordre d’élution énantiomérique. La colonne néamine 4°,5 di
Cis @ montré une énantiosélectivité et une capacité discriminante plus importante que la
colonne néamine 3°,6 di Cig sur les méme enantioméres testés. De plus, cette colonne
combine les propriétés separatives des 2 colonnes néamine 4’mono Cig et néamine 5mono
Cis. On peut supposer que I’origine des propriétés énantiosélectives de la colonne néamine
4°,5 di Cyg provient du fait que les deux chaines Cig greffées sur la néamine sont voisines des
deux sites principaux de fixation de I’ion cuivrique. Elles peuvent donc participer a la
formation des complexes diastéréoisomériques. Un mécanisme de reconnaissance chirale,

basé sur les trois points d’interaction de Dalgliesh, a été proposé.
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Toutefois, ces PSCs ne sont pas exemptes d’inconvénients. Le temps d’analyse trés long
s’avere €tre I’inconvénient le plus important, celui-ci pouvant s’¢élever jusqu’a 8,5 heures dans
le cas de la séparation des énantiomeres de la leucine avec la colonne néamine 4°,5 di Cig a
2% de méthanol dans la phase mobile. De plus, certaines molécules plus hydrophobes,
comme le tryptophane par exemple, sont éluées trop tardivement et par conséquent, ne sont
pas détectables. L’objectif principal du travail présenté dans la partie suivante a donc été de
remedier a ces différents problemes. Pour cela I'utilisation des dérivés de la néamine a été

envisagée en électrophorese capillaire.
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Il Dérivés lipophiles de la néamine complexés par le cuivre(ll) en

tant que sélecteurs chiraux en électrophoreése capillaire

1.1 Publication N° 3 <“Enantioséparation par chromatographie
électrocinétique micellaire via 1’utilisation d’une phase pseudo-

stationnaire chirale en echange de ligands”

L’objectif de ce travail est de remédier au probleme de la séparation des molécules chirales a
caractére hydrophobe, qui sont éluées trop tardivement en CLHP et par conseéquent, qui ne
sont pas détectables.

L’¢électrophorése capillaire (EC) est une méthode d’analyse complémentaire des méthodes
chromatographiques, qui présente un grand nombre d’avantages. Son succes repose sur ses
qualités intrinseques : efficacité et résolution élevées, rapidité des séparations,
conditionnement aisé du capillaire de séparation, compatibilité avec de nombreux détecteurs
et faible consommation d’échantillons, de tampon de migration et surtout de sélecteur chiral.
La chromatographie électrocinétique micellaire (MEKC) est un mode qui consiste a ajouter
des micelles ioniques ou neutres jouant le rGle de pseudo- phase stationnaire dans la solution
électrophorétique (tampon de migration) afin de séparer des petites espéces neutres ou

chargées.

Pour répondre a notre objectif, nous avons considéré la propriété de la néamine 4'-mono Cyg a
former des micelles, permettant son utilisation en LE-MEKC.

Le but de ce travail est d’étudier les propriétés énantiosélectives de la néamine 4'-mono C18
en présence de Cu(ll) en mode MEKC pour les acides aminés hydrophobes et d’évaluer les
conditions électrophorétiques optimales (concentration du sélecteur chiral, addition de
méthanol dans le tampon de migration).
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Enantioseparation by MEKC using a ligand
exchange-based chiral pseudostationary
phase

In this paper, a new ligand-exchange -MEKC mode, based on the design of a unique
lipohilic species (4'-octadecylneamine derivative), which served both as micelle-forming
surfactant (by its hydrophobic part) and central ion-complexing ligand (by its hydrophilic
part) is described. The CMC of the used lipophilic neamine derivative was first deter-
mined by surface tension measurements. Subsequent NMR experiments were
performed in order to investigate the Cu(II) binding properties of the neamine micellar
phase. The enantioseparation properties of both the octadecylneamine derivative-Cu(II)
MEKC and the native neamine-Cu(II) CE systems were evaluated and compared using
the tryptophan racemate as a probe analyte. The effects of several different electro-
phoretic conditions on the enantiomer migration behavior in the ligand-exchange-MEKC
mode were examined. The developed methodology was also applied to the enantiose-
paration of other analytes such as 1-methyl-tryptophan, 3,5-diiodo-tyrosine and 1-naphtyl-

alanine.

Keywords:

Ligand-exchange / MEKC / Neamine derivative

1 Introduction

Zare and co-workers have described the first application of
ligand-exchange (LE)-CE for the chiral resolution of
dansylated amino acids [1]. Since this pioneering work, a
great variety of papers dealing with LE-CE enantioseparation
of amino acids, amino alcohols and derivatives have been
published [2-8]. CE chiral LE principle satisfies the classical
three-point contact rule of Dalgliesh. Two interaction points
are typically represented by the coordination of the analyte
and the chiral selector (ligand and central ion) while the
enantiomer side chain substitutents contribute to the third
point via attractive or repulsive forces with the ligand.
However, based on this LE principle only, the difference in
the thermodynamic stabilities of the diastereomeric ternary
complexes are frequently insufficient to enable good
enantioseparation [4].

A significant improvement in resolution is generally
attained upon addition of the SDS surfactant to the elec-
trolyte to perform the LE-MEKC mode [1, 2, 8-12]. In such
system, the SDS micelles form an achiral pseudostationary
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phase while the central ion-ligand complex is employed as a
CE chiral additive. As a consequence, the partition of the
analytes and their ternary complexes between the bulk
solution and the pseudostationary phase favors the chiral
discrimination process through the involvement of addi-
tional mechanisms dependent on the different hydro-
phobicities, stereoconformations and complex formation
constants [9]. The SDS micellar phase not only improves the
chiral resolution but also causes a reversal of the enantiomer
migration order [2, 8, 9, 12]. This behavior has been
explained by synergetic interactions of the distribution of
analyte enantiomers between the micellar phase and bulk
electrolyte and the LE mechanism of solutes with chiral
selectors [12].

Alternatively, another interesting type of LE-MEKC system
can be employed to improve the enantiodiscrimination
mechanism. This involves the use of mixed micelles contain-
ing both SDS and central ion complexes of a lipophilic ligand
[13]. In such case, the chiral selector alone does not form
individual micelles but allows converting the SDS micelles
into a LE-based chiral pseudostationary phase. The hydrophilic
part of the selector, exposed to the surface of the mixed
micelles, is able to form ternary complexes with the analytes
whereas the micellar hydrophobic core is expected to partici-
pate to the enantioselective mechanism through hydrophobic
forces engaged with the complexed analytes [13].

The objective of this work was to evaluate the feasibility to
use a unique lipohilic species, which would serve both as
micelle-forming surfactant (by its hydrophobic part) and
central ion-complexing ligand (by its hydrophilic part). This
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novel approach, based on the design of a “pure” LE-based
micellar phase, could provide interesting information on the
influence of the micellar pseudostationary phase in the
LE-based chiral discrimination process. In recent works,
several lipophilic derivatives of neamine have been employed
as a new class of immobilized ligands in LE-based chiral
chromatography for the amino acid enantioseparation [14, 15].
In this paper, the 4'-octadecylneamine derivative (4'-C18-Nea,
Fig. 1) was selected as a pseudostationary phase-forming
model species in LE-MEKC. The CMC of the lipophilic
neamine derivative was first determined by surface tension
measurements. Subsequent NMR titration measurements
were performed in order to investigate the Cu(Il)-binding
properties of the neamine micelles. Due to the polycationic
nature of neamine (Nea, Fig. 1), which consists of two rings
(glucosamine, ring II and deoxystreptamine, ring I) with four
NH, groups (pK,s>6.35), the MEKC-based separation was
carried out in a reversed polarity mode (reversal of EOF). The
enantioseparation properties of both the 4’-C18-Nea-Cu(II)
MEKC and the native Nea-Cu(lI) CE systems were evaluated
and compared using the tryptophan racemate as a probe
analyte. Using the LE-MEKC mode, the effects of several
different electrophoretic conditions (such as changes in the
effective capillary length, 4'-C18-Nea-Cu(ll) stoichiometry,
4/-C18-Nea and Cu(II) concentrations and volume fraction of
methanol in the electrolyte) on the solute enantioseparation
were evaluated. The developed methodology was also applied
to the enantioseparation of other analytes, including 1-methyl-
tryptophan, 3,5-diiodo-tyrosine and 1-naphtyl-alanine.

2 Materials and methods
2.1 Chemicals

Solute enantiomers were purchased from Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin, France) or Bachem (Weil am Rhein,
Germany). Cu(II)SO, was obtained from Prolabo (Rhéne-
Poulenc, France). Dodecanophenone (micelle marker)
and mesityl oxide (EOF marker) were supplied by Sigma-
Aldrich. Neamine was obtained through methanolysis
of neomycin B and the 4'-octadecylneamine derivative
was synthesized, purified and fully characterized as previously
reported [14, 16]. Methanol HPLC grade was purchased from
Fischer Scientific (Leicestershine, UK). Water was obtained
from a Purite Still Plus water purification system (Thame,
UK) fitted with a reverse osmosis cartridge.

CH.
_CHg
(CH)q - g AN

4 M gt Q
ng

HO ol
HO\& HOX, '

3 I 2 NH,

NH, o-HeN Ring I o-feN
X\\_: Ho:i Q
HO. 1
A NH, 6 NH,

oH OH

neamine 4’-octadecylneamine

Figure 1. Chemical structure of the neamine and 4’-octadecyl-
neamine ligands.
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2.2 Surface tension experiments

The CMC of the 4’-octadecylneamine derivative was
determined with a Du Néuy tensiometer (LAUDA, Baden,
Germany) using the ring detachment method. The surface
tension of aqueous solutions of 4'-C18-Nea (at various
concentrations, C) was measured in duplicate at room
temperature (~20°C). The surface tension versus InC plot
allowed calculating the CMC of 4-C18-Nea from the
intersection of two straight lines, one in the descending
part of the curve, the other through the plateau [17].

2.3 NMR experiments

Titration of a 10 mM solution of 4/-C18-Nea in D,0 was
performed in a NMR tube (550pl) in adding aliquots
(1-10 uL) of a 0.25 M CuSOy, solution in D,O. NMR spectra
were recorded at 25°C on an Avance 400 MHz spectrometer.
Final concentrations corresponded to those used in the CE
experiments (see below).

2.4 Electrophoretic experiments
2.4.1 Apparatus

A CE Agilent CE system (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) equipped with a DAD and an Agilent Chemsta-
tion software was used throughout. A 50 pm id and 363 pm
od uncoated fused-silica capillary with extended light path
(total and effective lengths of 64.5 and 56 cm, respectively)
was used (Agilent Technologies).

2.4.2 Reagents

The background electrolyte (aqueous solution of CuSO,4) was
daily prepared and degassed using an ultrasonic bath. The
solutions of racemate (2mM) or single enantiomers were
prepared in water (or in a 75/25 v/v water-methanol solution
for naphtyl-alanine). The 4’-octadecylneamine derivative stock
solution was prepared in water and stored at 4°C. The working
solutions were obtained by dilution of the filtered stock
solution with an adequate aqueous solution of CuSO,.

2.4.3 Electrophoretic procedures

A new capillary was conditioned with the following
sequence: (i) 10-min rinse with water (ii) 15-min rinse with
NaOH 1M (iii) 5-min rinse with water and (iv) 4-min rinse
with the background electrolyte at 8bar. During the
experiment period, the capillary was conditioned at the
beginning of the day as follows: (i) 5-min rinse with water
(ii) 5-min rinse with HCl 1M (iii) 5-min rinse with water
and (iv) 5-min rinse with NaOH 1M (v) 5-min rinse with
water (vi) 4-min rinse with the background electrolyte at
8 bar. At the end of the day, the capillary was conditioned
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with the following sequence: (i) 5-min rinse with water, (ii)
5-min rinse with HCl 1 M, (iii) 5-min rinse with water and
(iv) 2-min with air at 8 bar. Experiments were carried out in
anionic mode (solute migration from the cathode to the
anode) using the short-end injection (effective length:
8.5cm) method, unless otherwise notified. The electro-
phoretic conditions for the enantiomer separation were as
follows: detection wavelength, 220 nm; applied voltage,
15kV; capillary cassette temperature set to 25°C. Before
sample injection, the capillary was filled with the working
solutions of 4'-C18-Nea-Cu(Il) or Nea-Cu(Il) complexes.
Injection of the analyte solutions (racemate and single
enantiomers) were performed hydrodynamically (—50 mbar
for 45s) in triplicate. Between runs, the capillary was rinsed
with the working solutions.

3 Results and discussion

3.1 Determination of the CMC of the 4'-octadecyl-
neamine derivative

The CMC of the 4'-octadecylneamine derivative was
determined classically through surface tension measure-
ments. Figure 2 shows the obtained surface tension versus
In C plot. From the intersection of the two straight lines, the
CMC was estimated to be 2.25 mM. This was in the same
order of magnitude than those retrieved at 25°C in water for
typical cationic surfactants used in MEKC such as cetyl-
trimethylammonium bromide (CMC = 0.9 mM) or tetrade-
cyltrimethylammonium  bromide (CMC=3.5mM) and
significantly inferior to that of dodecyltrimethylammonium
bromide (CMC = 15 mM).

3.2 NMR titration data

The binding of Cu(Il) ions to the neamine micelles (at a
10 mM concentration) was studied by '"H NMR spectrometry
in order to obtain titration curves. Figure 3 shows the obtained
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Figure 2. Surface tension versus In C plot for the determination
of the CMC of the 4'-octadecylneamine derivative.
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NMR data. Addition of aqueous CuSO, resulted in concomi-
tant signal broadening and strong deshielding of the proton
chemical shifts. The main effects were observed for three
protons, i.e. H2a, H4 and H1' (Fig. 3, insert B). This suggests
that Cu(Il) was preferentially bound to the deoxystreptamine
ring I. This complexation mode is quite unusual; it has been
previously established by NMR studies that the binding of
Cu(Il) to neamine implies mainly the vicinal C;’-NH, and C;'-
OH of ring II [18]. As shown by the NMR analysis performed
by Grapsas et al. [19], other chelates involving notably the Cy-
NH,, Cs-OH and C4-OH groups of ring I can be also formed,
with a lower stability. Such result seems to indicate that the
orientation of the neamine core in the expected micelles
hinder the access of Cu(II) to its main complexation sites of
ring IT and favor its binding to the ring I through interactions
with water at the micelle surface. To note, from the final
solution containing the micellar neamine-Cu(II) complexes,
it was not possible to detect the formation of the amino
acid-neamine-Cu(Il) complex (using tryptophan as test
amino acid) due to the broadening and overlapping of the
NMR signals.

3.3 Enantioseparation by the 4'-octadecylneamine-
based LE-MEKC mode

When cationic surfactants are employed as CE electrolyte
additive using an uncoated fused-silica capillary, they adsorb
on the capillary wall surface by a mechanism involving
electrostatic attraction between positively charged moieties
and the silanoate groups. The non-polar chains create a
hydrophobic layer and a bilayer can be formed through
hydrophobic effect between the lipophilic groups. In
such case, the cationic head groups are facing the buffer
solution so that the polarity of the surface is reversed.
Consequently, a reversal of the EOF takes place. In
the present study, as expected from the cationic nature of
the 4'-C18-Nea derivative (see above), a significant anodic
EOF (i = —4.60 x 107*4+0.03cm?V~'s™") was observed
when the capillary was conditioned with the 4'-C18-
Nea:Cu(Il) (10 mM:5mM) chiral selector solution. Owing
to the unusual polycationic nature of neamine, the mobility
of the micelles towards the anodic end was expected to
be very low, if any. This was exemplified by the fact that
dodecanophenone, used as a micelle migration time
marker, cannot be visualized after 80min of analysis
performed under an applied voltage of 15kV, for an
effective length of 8.5cm. The tryptophan racemate
was subsequently injected in such MEKC conditions. The
solute migrated towards the anode under the dependence of
the reversed EOF. As can be seen in Figs. 4A and B, the
tryptophan racemate was successfully resolved using both a
long (56 cm) and a short (8.5 cm) effective capillary length.

As a comparison, additional experiments were
performed using the native neamine as CE chiral ligand
in replacement to its lipophilic derivative. In the same
electrophoretic conditions, the EOF was also directed

www.electrophoresis-journal.com



2872 M. Zaher et al.

Electrophoresis 2009, 30, 2869-2873
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Figure 4. Representative electropherograms for the tryptophan
enantiomers obtained using (A), (B) the neamine derivative-
Cu(ll) MEKC and (C) the neamine-Cu(ll) CE modes. Experimental
conditions: electrolyte: (A), (B) aqueous solution of 4-C18-
Nea:Cu(ll) (10 mM:5mM), (C) aqueous solution of Nea:Cu(ll)
(10 mM:5 mM); effective length: (A) 56cm, (B) (C) 8.5cm;
detection wavelength, 220 nm; applied voltage, 15 kV; capillary
cassette temperature: 25°C.

towards the anodic end, due to the strong adsorption of the
cationic aminoglycoside on the capillary wall surface.
However, in such case, the EOF magnitude was very weak
(Meo = —2.20 x 10°+0.04 cm*V~'s™"). Thus, the analyte
migrated towards the cathodic end in relation to its ability to
form complexes with both the free Cu(Il) and the Nea-
Cu(Il) species. As shown in Fig. 4C, no enantioseparation
was attained under such Nea-Cu(Il) additive conditions.
This demonstrates clearly that the presence of the micellar
phase constituted an essential factor for the tryptophan
LE-based chiral discrimination process.

The influence of the 4'-C18-Nea:Cu(ll) chiral selector
concentration on the separation of the amino acid enantio-
mers was investigated. The 4'-C18-Nea concentration was

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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of 4'-octadecylneamine.

varied from 5 to 20 mM for a constant ligand-central ion
ratio (2:1). As the neamine surfactant concentration
increased, a significant enhancement of the solute migra-
tion time was observed for the two enantiomers (Table 1).
The tryptophan enantioselectivity, defined as the ratio of the
enantiomer migration time, varied from 1.00 for 5 mM to
1.03 for 20 mM, with an optimal value of 1.10 for a 10 mM
concentration.

The effects of the C18-Nea:Cu(II) stoichiometry on the
solute enantioseparation was also evaluated. A 1:1 stoichio-
metry was selected, using a 10 mM concentration for both
C18-Nea and Cu(Il). The analyte migration time increased
relatively to that retrieved with a 2:1 stoichiometry. This was
associated to a complete loss of the tryptophan chiral reso-
lution (data not shown).

The influence of the addition of methanol in the elec-
trolyte on the analyte enantioseparation was further
analyzed. The volume fraction of methanol in the electrolyte
varied from 0 to 15%, using the 4/-C18-Nea:Cu(II)
(10:5 mM) solution as a chiral separation medium. The
migration time of the tryptophan enantiomers reached a
maximum value for a 10% volume fraction of methanol
(Table 1). The solute enantioselectivity value was found to be
reduced from 1.10 to 1.05 when the methanol content in the
electrolyte increased.

Finally, in order to evaluate the applicability of this
methodology, a mixture of racemates, including tryptophan
but also analytes such as 1-methyl-tryptophan, 3,5-diiodo-
tyrosine and 1-naphtyl-alanine, was injected under LE-MEKC
conditions. A representative electropherogram is shown in
Fig. 5. Although only a partial resolution was obtained for
both 3,5-diiodo-tyrosine and 1-naphtyl-alanine, the LE-MEKC
system was able to enantiodiscriminate these four
compounds in a single run. It is important to note that the
three 1-methyl-tryptophan, 3,5-diiodo-tyrosine and 1-naphtyl-
alanine racemates were also injected under the Nea-Cu(II)
additive conditions. As reported above for tryptophan, the
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Table 1. Effects of the 4’-C18-Nea:Cu(ll) chiral selector concen-
tration (constant 2:1 ratio) and electrolyte methanol
content on the migration time (t,,) of the tryptophan
enantiomers®

b1 tma

Chiral selector concentration (mM)

5 1.56 1.56
10 2.51 2.76
20 411 4.25
Volume fraction of methanol (%)

0 2.51 2.76

5 3.18 3.38
10 4.09 4.36
15 3.18 3.33

a) RSD of the migration time was typically less than 5%.

Nal

[

Time (min)

Figure 5. Representative electropherogram for the separation of
enantiomers of tryptophan (Trp), 1-methyl-tryptophan (me-Trp),
3,5-diiodo-tyrosine (diio-Tyr) and 1-naphtyl-alanine (Nal) using
the 4’-C18-Nea:Cu(ll) LE-MEKC mode. Experimental conditions
identical to those reported in Fig. 4b.

analytes were not enantioresolved in such a system (data not
shown), confirming the importance of the micellar phase.

4 Concluding remarks

In this paper, we describe a proof-of-concept study for the
design of a MEKC mode, which consists of a pure LE-based
pseudostationary phase. This is achieved by using a unique
lipohilic species, which serves both as micelle-forming
surfactant and central ion-complexing ligand. This work
shows that, under the tested electrophoretic conditions, the
micellar pseudostationary phase promotes the enantiose-
paration of the tested racemates. This could be attributed to
several factors involving (i) a modification of the mobility
difference  between the temporary diastereomeric
complexes, (ii) a change in the difference between the
binding constants of the enantiomers with the chiral
selector micelles and/or (iii) an improvement of the
efficiency performances of the LE-MEKC system [8]. Further
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experiments will be performed in the next future to evaluate
more widely the enantioseparation potentialities of such
new LE-MEKC mode by (i) evaluating other lipophilic
neamine derivatives [14] as micelle-forming ligands and
(ii) testing a broader range of analytes.
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Chapitre 1V : Résultats et Discussion

Un nouveau sélecteur chiral a été utiliseé avec succes pour la séparation des énantiomeres
d’acides aminés a caractére hydrophobe par échange de ligands en mode MEKC. Les
objectifs vises ont été réalisés, c'est-a-dire une analyse rapide des énantiomeres de molécules
hydrophobes. Par exemple, les énantioméres du tryptophane sont séparés en moins de cing
minutes sur une longueur de capillaire de 8,5 cm.

Cette méthode d’analyse a ensuite été testée avec succeés sur d’autres analytes tels que le 1-

méthyl-tryptophane, la 3,5-diiodo-tyrosine et la 1-naphtyl-alanine.
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Nous avons abordé dans la partie bibliographique plusieurs aspects concernant :
e la chiralité et ses incidences d’un point de vue biologique et pharmaceutique.
e les differentes PSCs utilisées en CLHP pour la résolution chirale.

e les aspects concernant 1’échange de ligands et ses applications en séparation chirale.

Nous nous sommes intéressés notamment a presenter pour la premiére fois 1’utilisation des
aminoglycosides comme la néamine, en tant que sélecteurs chiraux, a des fins de séparation
des composés chiraux.

Les dérivés de la néamine, synthétisés au sein de 1’équipe EMAN du DPM, ont été utilisés
pour la premiere fois en CCEL. Cing molécules dérivées de la néamine (néamine 4'-mono Cyg
néamine 5-mono Ci;g néamine 6-mono Ci;g  néamine 3°,6-di Cig et néamine 4°,5-di Cyg)
immobilisées sur un support chromatographique de type Cig ont permis la séparation des
énantiomeres de douze especes. Une comparaison a €té menée afin d’étudier 1’influence de la
position d’attachement de la chaine aliphatique Cyg sur les propriétés énantiosélectives de ces
PSCs. Les expériences montrent que la PSC néamine 4°,5-di Cyg posséde un pouvoir résolutif
plus important que les autres PSCs. De plus cette colonne combine les propriétés séparatives

des 2 colonnes néamine 4’-mono C1g et néamine 5-mono Cis.

Un autre dérivé lipophile de la néamine (néamine 3°,6-di méthylnaphtalene) a été synthétisé.
Nous avons é€tudié les propriétés énantiosélectives de ce dérivé, immobilisé d’une maniére
non covalente sur un support solide de type carbone graphite poreux (CPG). Dans les
conditions de chromatographie chirale d’échange de ligands, cette nouvelle colonne a
présenté une capacité séparative envers sept couples d’énantiomeéres testés montrant une
stabilité remarquable pendant trois mois d’utilisation intensive. Ces résultats montrent que la
néamine peut étre modifiée par des groupements de différente nature. Ceux-ci peuvent étre
positionnés de différentes manieres. Toutes ces modifications ainsi que le changement du type
de support chromatographique n’inhibent pas la capacité de reconnaissance chirale de la

néamine.

La derniere partie de 1’étude expérimentale a concerné I’utilisation des dérivés alkylés de la
néamine, en particulier la néamine 4'-mono Cig, par chromatographie chirale d’échange de
ligands en chromatographie électrocinetiqgue micellaire (MEKC) afin de remeédier au
probleme de la séparation des énantiomeres hydrophobes comme le tryptophane qui est élué

trop tardivement en CLHP. Les résultats obtenus montrent une résolution du mélange
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racémique du tryptophane et d’autres analytes tels que le 1-méthyl-tryptophane, la 3,5-diiodo-

tyrosine et la 1-naphtyl-alanine.

Des expériences supplémentaires sont encore nécessaires, notamment en ce qui concerne
I’application des méthodologies analytiques développées. Il serait intéressant de :

e Tester les dérivés de la néamine pour le dosage énantiosélectif des acides aminés en
série D en milieu biologique.

e Tester un support solide de type monolithe C;g pour I’immobilisation non-covalente
des dérivés lipophiles de la neamine pour réaliser des analyses rapides en appliquant
des débits plus importants.

e Fixer les dérivés de la néamine d’une maniére covalente sur un support solide afin de
tester leurs propriétés enantiosélectives en appliquant des conditions de phase

normale.
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Nouveaux sélecteurs chiraux a base d’aminoglycosides pour la séparation chirale par échange de

ligands

Résumé : La séparation d’énantioméres suscite un vif intérét pour les industries
pharmaceutiques, chimiques et agroalimentaires. Les dérivés lipophiles de la néamine ont été
utilisés en tant que nouveaux ligands en chromatographie chirale par échange de ligands. Ce
travail s’est attaché a étudier les propriétés énantiosélectives des dérivés lipophiles de la
néamine en CLHP et en EC. Des dérivés de la néamine (néamine 4'-mono Cyg néamine 5-
mono C;g néamine 6-mono Cyg néamine 3°,6-di Cig, néamine 4°,5-di Cyg, 0u néamine 3',6-di
méthylnaphthaléne), ont été synthétisés au sein de notre laboratoire et immobilisés de maniere
non covalente sur des supports chromatographiques de type Cyg et graphite poreux et utilisés
avec succés en CCEL pour séparer divers couples d’énantioméres d’acides aminés, de
nucléosides et de dipeptides. Néanmoins, certaines molécules hydrophobes, comme le
tryptophane, sont éluées trop tardivement et par conséquent, ne sont pas détectables. Pour
remédier a ce probléme, nous avons considéré la propriété de la néamine 4'-mono Cy3 a
former des micelles, et avons envisagé son utilisation en MEKC. Les énantioméres du
tryptophane sont séparés en moins de cing minutes. Les effets de différentes conditions
(concentration du sélecteur chiral, addition de méthanol dans le tampon de migration) sur le
temps de migration ont été évalués. Cette méthode d’analyse a ensuite été testée avec succes
sur d’autres analytes hydrophobes tels que le 1-méthyl-tryptophane, la 3,5-diiodo-tyrosine et
la 1-naphtyl-alanine.

Mots clés : séparation chirale, sélecteur chiral, chromatographie chirale par échange de
ligands, énantiosélectivité, chromatographie liquide haute performance, chromatographie
électrocinétique micellaire, aminoglycoside, néamine, acides aminés, immobilisation non
covalente.

New chiral selectors using aminoglycosides for ligands-exchange based chiral separation

Abstract : The resolution of racemates is necessary in the pharmaceutical, chemical and
food fields. The lipophilic derivatives of neamine have been used as a new class of ligands.
The aim of this work was to study the enantioselective properties of the lipophilic derivatives
of neamine by HPLC and CE. Many derivatives of neamine (4'- mono C18-neamine, 5-mono
C,5 -neamine, 6-mono Cig-neamine, 3 ', 6-di Cig-neamine, 4 ', 5-di C;5-neamine, or 3',6-di-O-
2-methylnaphthalene-neamine), have been synthesized by our team and immobilized by
dynamic coating on a chromatographic support (C.g type or porous graphitic carbon) and used
successfully for the first time in LEC to discriminate various couples of enantiomers such as
amino acids, nucleosides and dipeptides. However, certain hydrophobic molecules, such as
tryptophan, are long retained and consequently not detectable. To overcome these problems,
we have considered the property of the neamine 4'-mono C18 to form micelles allowing its
use in LE-MEKC. The enantiomers of tryptophan are then separated in less than five minutes.
The effects of various conditions (chiral selector concentration and electrolyte methanol
content) on the migration time were evaluated. This method was also applied successfully to
other hydrophobic enantiomers such as 1-methyl-tryptophan, 3, 5-diiodo-tyrosin and 1-
naphtyl-alanine.

Keys words : chiral separation, chiral selector, chiral ligand-exchange chromatography,
enantioselectivity, high performance liquid chromatography, micellar electrokinetic
chromatography , aminoglycoside, neamine, amino acids, coating.
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