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Introduction Générale






Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques, naturels et connesrprapdcité a

encapsuler des molécules ou groupements plus petits de natydrophobe Leurface externe

hydrophile et leur cavité hydrophobe permient o (}Eu S]}v § «<p]Jo] E Cv u]<«p %
pouvant générer des effets bénéfiques sur le cos® inclus en terme de solubilité aqueuse, de

stabilité, de biodisponibilité ou de propriétés organoleptiques. Ces modulations de propriétés physico
chimiques intéressent deviu & puA }u Jv o [ %ebomalticdligyement le secteur
pharmaceutique. Dé&rminées comme étant peu toxiques, les CDs sont en partie autorisées par
différentes pharmacopées, facilitant leur utilisation au sein de formulations pharmaceutiques.

W E oo o Agerncelbumpéenne des médicaments a reporté un manque de développeteent
formulations pharmaceutiques a destination pédiatrique, une cible nécessitant pourtant des

précautions particulieres. Parmi leformes galéniques appropriées, les solutions buvables

E % E * v3 vS pv e« u}lC ve [ u]v]eSE 5]}v mbredses gubstancks &actices X v}
V. ]*%}e v§ [ L MUV *% ] 0o]S }tuu CE ] o V &0 S 0 [ U D] elspdditites v
en dehors de leur autorisation de mise sur le marché (AdvM). >[usS]o]e S]}v *%- ] 0]S *» Z

AMM peutgénérer des effet indésirables, parfois toxiques, eaison des excipients utilisés aes
parameétres pharmacocinétigues méconnus. Regroupées dans les European Pediatric Needs, certaines
substances actives concernées sont classées Il et IV, selon le systéme de dlassificat
biopharmaceutique (BCS), indiquant leur faible solubil@tétte faible solubilité peut étre un facteur

limitant a une bonne biodisponibilité orale.

Largement étudiées afin de pallier spécifiguement ces limites de solubilité et de biodisponislité, |
CDs apparaissent comme étant des excipients intéressants pour la formulation de solutions buvables
a destination pédiatrique. Néanmoins, leur utilisation peut parfois générer les effets opposés de ceux
recherchés, comme la formation de complexes inskasilou la dégradation accélérée de la substance
incluse. Dans ce contexte, la caractérisation détaillée des phénomeénes impliqués dans les mécanismes
[Jv ope]}v E % E ¢ vS8 HV  }Ju%o}e VS E Z E Z Ju%}ES vS o}E-s
formulations a base de CDs. Que les effets observés soient favorables a leur utilisation ou non, la
compréhension des parametres structuraux et physibomiques responsables offre une meilleure
appréhension des adéquations structurales générant les effets rechexhé « P }u SE] ¢ []v ope]}
0O HEe* 5" Z]J}u SE] « S 0 PE-+ }veSawantede praro¢trek} desckiptifs dont la
§ Eu]v 8]}V % Eu 8§ [}JE] VS E 0« E Z E Z+ %%0] S]A X
(Jv [uo]}@& & 0 PE* %o E}% E] S * sefiony 1§ onpdifich}ion lchimiquA des} & |
e v 3uE oo - u v o[ud]o]es 8]}v 1(( E vie E]JA ¢ %ope Jvs E
objectifs de formulations. Pour des raisons de codts de production principalement, ces dérivés de CDs

sont le plus souverobtenussous forme denélange par des synthéses neélectives. Certains de ces

13



u o vP «U § o-tCp(HafeX¥propytCD)et la SBECD(SulfobutylethestCD)U <}vsS [} E « §
i US}E]e » %o E ES ]V » %Z Eu edpplicatd, césiériviés)soniplus éfficaces
carils sontintrinsequementplus *¢}op o ¢ ve o[ MU %o}ee VvS pv  ((]Jv]S uu E v ]
§ o« PE}U% u vie O[}E]P]v [Jvd E 3]}ve %ope Viu E pe = A 0 o o
leur voie de synthése mesélective génere une hétérogénéité de structures, en terme de degré de
el ¢85]8us]}v ~ *e § []*}u E] U EvV VvS o E 5§ &E]- S]}v e uovP
Pourtant, la nature des composants de ces mélanges a une influence direaarsefficacité, en lien
avec des propriétés physiahimiques dépendantes de leurs structures. De plus, la méconnaissance
de ces compositions accentue la difficulté de caractérisation des interactions avec les substances

incluses, et donc la compréhensidas mécanismes impliqués.

Afin de répondre aux différentes problématiques exposées, ces travaux de thése seront articulés en
MAE % ES] *X [HV % ESU %}IpE E %}v E 0 % @&} O u SJ<p K U\
O %0 %0} ES . « ne SBbstarjae}active classée BOBitipharmaceutics Classification
System) sera étudié. Cette substance active est intéressante de par sa présence dans les European
W ] 8E] E U }v pudJo]e 8]}v & }uu v insufisdnaep cafdiag %o }[} E @ v
cardiomyopathique sa faible solubilité aqueuse et sa faible biodisponibilité qui en découle. De plus,
son caractére racémique, la présence de plusieurs sites aromatiques distants et sa basicité font de
cette structure un modeéle en terme dmractérisation des interactions avec les CDs. PoulatEms,

le carvédilol regroupan intérétautant %0 %.0] S]( <u (}v u vS oU [ ¢S % }uE«<u}] <}

A 0} %o %o v §]Jo ve o %E& u] E Z %]SE u vpre®&draX [ usSE
Jve E pu A 0}% % U VS [UV %% E} Z Vv oCS]«p Ale v§ u o]} E E
e U o0 VP o X >[ %%} ES o u}Jols 1J}v]l<yw }H%o0 0 ZE}u

spectrométrie de masse sera étudié. Pour celamétange de dérivés amphiphilezbtenu par une
synthése norsélective précédemment développée au laboratpisera utilisé comme modéle.
>[} i 8]( Z %]3E <« E [Aopy E o V]A E 3§ EJ]* 8]}v 83

mélange, sans épe de purification.
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I.1. Partie 1. Les cyclodextrines

1.1.1. Généralités

Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques, naturellement issus de la
PE 3]}v o[ u] }v % & A}] VvIiCu 3§]<pla pfemiérpidis @31891%pai

Villiers, sans détermination de leur structlydd. Composées de 6, 7 ou 8 unités glucosidiques liées en

r~ES*U E *% S]JA uvsd viuu r Ut }tuv Uo «3Eu SuE e u}o
i6ii ~r Ut o« 30686 ~v » % E ~ Z E JvP E [B3]XE U & BOGikE % S]A u
leur structurecycliquea $§ ulvsE SE A E+ o[ v oC= e E]*S XAE % E ]

uv vs o % % ooyciophwlosehqui deviendra <yclodextrine» quelques années plus tard

[4]. La conformation des CDs a ensuite été investiguée, mettant en évidence une conformation chaise

4G des unités glucopyranose, inidant une géométrie particuliere. En effet, les contraintes stériques

générées par cette conformatidh@; associées aux liaisom§l £0¢ Ju%o}e vS HAE ¢ o }%S]}v |

forme de cbne tronqué. Cette conformation globale est en grande partie stabilisée par la présence de

0] ]J*}ve ZC E}P v ¢ JVSE u}o po JE « VSE o0 °* K, %}ES « v 1 5§

glucosidique adjante. Il est a noter que la structure cristalline de t&€D suppose également

o[Ju%o] S]}v <+ PEZuS% uo\ A G P-glycosidqu& O4 dans la formation de liaisons

hydrogénes moins énergétiqus,6]. Les groupementd@oolsont donc orientés vers I'extérieur de la

cavité, ce qui entraine une hydropkilie la partie externeet une hydrophobic#é de l'intérieur de la

cavité|Schémd|e X 35 }E] v8 8]}v e+ PE}U% U VSe %}0 JE » ~K,*sA E- o[ A
%}0 JE ¢« ~ ,» A E- o[]vE E] uE 0 Als }v( E eyséBout enpv E 3

conservant un espadaterne hydrophobe.

@) (b) (€)

Schémal: (a) Structure générale des cyclodextrines natsellk v A 0U 6U 6 }EE *%}v v3 E *% S]A u v
§0 VvV X~ Z %E ¢ vS S]}ve ¢« Z u SJcpu - 0 *SCEN SHE SE] Ju ve]}vv 00 e e Vv Sy
des différents groupements.
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E vu}]lveU o ]J(( E v Htés pluc@pyrarigsesntre les CDs induit des différences de
propriétés physicochimiques telles que le volume de la cavité, le nombre de $ials@togéne

intramoléculaires, la solubilité aqueuse, la rigidité,.eE ableaul). LatCDest la plus rigide des trois

CDs naturelles en raison ders réseau de liaisons hydrogémmarticulierement coordonnées,
% EU S5 VS 0 %@E& - Vv 60 0] Jetve ZC E}IP v su&E o ( e v JE&E
alcools de cette face. Ce réae confere a latCD une structure cyclique et symétrique mais
o[Ju% o] S8]}v § v§ spBlarésit%an panid responsables da solubilité agueuse des
CDst dans des liaisons hydrogéeigramoléculaires diminue significativement sa solubilitéiagse
[71 X r€D est également une structure rigide en raison desragnes stériques générées par son
caractére cyclique associé au nombre de six unités glucosidiques. Ces contraintes stériques sont a
o[}E]P]v [puv o P E ]J*S}E-]}v o[puv * UV]S * Pop Jaisdhso]u]s
hydrogénesimultanées sur la face secondaire. La plus faible implication des alcools dansi¢ion
de liaisons hydrogénmtramoléculaires explique en partieco %o pe Z US <}op ]JOo]$CD <u pe
en comparaison de [&CD[7]. Concernant laCD, le nombre de huit unités glucose augmente le degré
de liberté conformationnelle de cette CD, lui accordant une souplesse de sa structure
tridimensionnelle. Il en résulte un réseau de liaisons faibles intramoléculaires dont la force globale est
inférieure aux autres CDs, lui procurant notamment la plus haute solubilité aqueuse des trois CDs
v SUE 00 ¢ § pv % ]S [ %o Sfofck}de eesdliaisans ydogéamté comparée
%o }UE Z v e« < PE 0 ul]e VvV "HAE |VUV]<puE % E]vP
hydrogéne/deutérium (H/D). Cette expérience a montré que la force (i.e. la distane®©@Rde ces
0] ]J*}ve (] o« pPuvd A osgioos€Er [PvilS D [B]. Enfin, la cavité des

e e}opn Jo]* ¢ ve o[ M }v8] vVSU u oPE -<}v E S Ecue§ [E}p%oZ}
A E] o Vv (}v 8]}v e §]Joo X /o 8§ v}§ E «pu §S % E e Vv [
de liaisons hydrogéne intermoléculaires participant a la solubilité et a la stabilisation des

conformations des CO#].
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Tableaul : Caractéristiques physiahimiques des CDs naturelles U t @D[%,6,8,9]

rCD tCD \CD
Unité Glucopyranose 6 7 8
Formule brute GaeHs0Os0 Ci2H70Os5 CisHz00u0
Masse molaire (g/mol) 972.9 1135.0 1297.1
Diamétre externe / interne (A) 53/4.7 6.5/6.0 83/75
Hauteur (A) 7.9 7.9 7.9
Volume de la cavité (A 174 262 427
Nombre de liaisos hydrogene 4 7 N.D.
Solubilité aqueuse a 20°C (g/L) 145 18.5 232
Nombre de moléculs [ pH ve O A 6-8 11-12 1317
pKa 12.3 12.2 12.1
K moyen (M) 130+ 8 490 + 8 350 + 9
Prix indicatif ($US/kg) 45 5 80

%oopUeU 0 ¢ o VvV SpEepg vSupndSvsS o0 (}E&uU S]}v [ PE P Se %ope }u

en phase liquiddSchéma2| [10]). L[ Phcementde ces associations est dépendant des CDs comme

observé en phase solide par[ v oC» e (E]*S pAEX >+ }v VvSE S]}ve u] o0 JE -
CDs naturelles sont de 27, 7 et 7 mM pou€D, latCD et la\xCD (26, 8 et 9 mg/mL). Leur diamétre

est compris entre 20 et 200 nm en fonction de la concentration. Il est intéressant de noter que malgré

sa plus haute solubilité aqueuse parmi les 3 CDs naturelle€Oagossede une CMC faible, indigt

gue les agrégats formés sont solubj&s].

Schéma : Exemple deaprésentation des autassociationsnon }JA o vs o ¢ e X[12]. % E -

Afin de pallier cette limite de solubilité, la modification chimique des CDs a été largement investiguée.
Disposant de trois groupements hydroxyles libres par glucose, différentes stratégigstésgont

été mie en place, sélectives ou naeélectived13,14] Les voies de synthése sélectives sont utilisées
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afin de greffer un motif moléculaire sur une position précise pour une application recherchée. Les
synthéses none 0 3]A « u v v3 tioro@¢ délangs de dérivés de CDs dont le degré de
el *3]3us]}v ~ ~e A E] § }vS o[uS]o]e S]}Vv % usS !SE -sélpci®8g§Soo0 X W Q

JUE uu v8 } « EA U of i}ps PE}u% u vde u 8ZCo ~D U ZC (
sulfobutyletz & ~* e % Eu S [ MPuvs & }ve] & o uvs o <}opu ]JoO]S8
Tableaw2l* X >[ i} us e (}v 8]}ve u} 1(] P o u vS-asspditidh @hieeds] S « [ U

démontre la CMC de I'HED, de 84 mM (118 mg/mL) contre 7 mM poutla v SudE1H.0

Tableau2 : Structure générale des CDs modifiées les plus costabtenues par voie de synthese reélectivegl12].

n R, R R Nom S (g/L)
6 H r 130
7 H t 18.5
8 H v 250
7 H ou CLHCH(OH)CH LWt > 600
8  HouCRKCH(OH)CH W v > 500
7 H or CH RAMEB > 600
7 HouCHCHCHCHSQ*Na ~ t > 500

La rigidité des conformations des CDs naturelles étant ligéepartie aux liaisonshydrogéne
intramoléculaires entre les hydroxyles libres, leur substitution peut également générer une diminution
de la rigidité du cycle. Par exemple, 1€D triméthylée (TRIMEB), dont tous les OH libres sont
méthylés, voit fréquemment sa structure distlue et sa forme cristalline monohydrate présente

souvent l'inversion de la conformation chaise d'une unité glucos®deers une'C, [6].

[IXIXTX > ¢ lu%eo A ¢ []Vv Oue]}v

> P }lu SE] % ES] po] & e o § 0o *%o Z Offreld Bagacité o pE
[Jv oOu®E ulo po ¢ }u PE}IU% u vS8e %o}o JE - %oO e % S5]S ¢ § ]Joo X
combinée a leusolubilité aqueuse fait des CDs une famille de molécules aux propriétés intéressantes
%o }UE O[ V %oepo S]}v }u%}e ¢ v ulJo] B <p HAU v}S uu vs Ju%o}e
>[]v ope]}v gdans [poCDs génere une modification de levoppétés physicechimiques,
telles que la solubilité aqueuse, la stabilité ou la réactivigg SE A E » o (}&u 8]}v [pv }u
[1v o p-Régis par une constante de formation ¢&s derniersont des équilibres gouvernés par
des interactions failes dont la cinétique est généralement rapide, entre les formes libres (G@/Ré,

I) et complexées (CD:l) des especes impliquées (équat{db]l)
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Equationl W /&£ u%o0 [ <pu]Jo] & P v E o (}JE&u 8]}v [HV }u% o [ :l)éflsa aopsthhte 8" Z]}u
de formation K

o gé ?

-y L —m————
US> @ U2

> e« lu%o A ¢ []wntdqne]des agencements supramoléculaires-noualents, caractérisés
% E o[]v oue]}plusigus miglecules invittes o[]vs E&] H&E 0 Als [UV U %
C o} ASE]v X v (}v 8]}v o v SuE « JVA]S + idsdecomplexé&ope] nE

(CD:l) peuvent exister dont les principales sont 1:1, 2:1, 1:2 oyFzgRiré 1). Les interactions

impliguées dans la formation des complexes d'inclusion sont principalement les forces de Van Der
Waals, les interactions hydrophobes et les liaisons hydrogene. Ce sont donc des interactions faibles,

d'ou le caractére réversible de la formation de ces assemblages supramolécidlé]res

Figurel: Représentations ¢ ¢8~ Z]}u SE] ¢ = }u%0 A ¢ 0 * %o 0¢se ISMEARd].uu vS } « E
hv c (}E& <+ ul}sE] - o0 (}&u S]}v ¢ }u%o A * []v opge]}v Vv e}ous]
% E o[]vA]S e ulo po e« [ M 0} o]c e e mdjveinaddqic®Es moléculesA]s X >
[ nU Z us v EP] v E Je}v o WE o} o]e S]}v Ve UV ¢ %o Z(
responsable des chaleurs de réaction de formation des complexes. Il en résulte la formation
d'interactions apolaires apolaires etune diminution de la surface de contact entre les groupements
apolaires (intérieur de la cavité des CDs et les groupements inclus) et les molécules d'eau. La résultante
de ce réarrangement est la formation d'une organisation moléculaire plus staB|&9] En effet,
o[ v3Z 0%] P VvV E % E <+ ulpA u vsde [ p e} ] UWAE VIUA 00 ¢ JVv3§
(JEU + VSE O0[]vA]E S 0« o o3]VAJ%E}VE v 0 (}Ew%so £ « []v op
Néanmoins, cette enthalpie favorable est partiellement compensée par une entropie de formation
( AYE o v E Je}v o] E Hluvordonneé [2Q] Ba formation des complexes
[Jv opde]}v o e spuE 0 ¢ Vv ]88 v puv ulJo]l u <u pA&E (]v P v E C
(AJYE o Vv % E3] o] UAE UluA u vse ulo po e [ uX
Le volume € la cavité des CDs naturelles étant différgralfleaul|]* U o[ <« pdeS]nhelécules pour

la cavitéest également variable I'rCD forme préférentiellement des complexes avec des petites
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molécules disposant de ames aliphatiquef21]; la taille de cavité de I&CD est en bonne adéquation
avec les composés aromatique \CD offre la possibilité de complexdgs composés de plus haut
poids moléculairgels que @s macrocycles ou des stéroideg]. Il en découle que chaque taille de
CDs naturellesr{ U t § )a une affinité davantage marquée pour une famille de groupesent
% EU 885 v8 [ v8] ]% & <u 0O e (E ]S 0 %oOHde* %o % E} % E] %o} UE W

tCD est la CD la plus utilisée en raison de son bas co(t de productienset taille intermédiaire

Tableaul) [22,23] En effet, le volume deo A1l rCD edt trop étroit pour accueillir un

PE}u% u vd E}u 8]<p U oJu]d v8 Jve] «}v p3]o]-BdD et Xa fleripilittA E- o
% EUuU 55 vS of[]v oue]}v PE}u% u vSe (&} estggnéralenentpfug faimiés ~]1X X
<u[ Alat v E J*}v Ut %ope Z u3 PE o] €3 }v(}Eu 3]}vv oo 0]

spécifique Sur I'ensemble des données collectées par Connors en 1995 nistaictes d'associations
moyennesavec I'TCD, latCD et lalCD sont de 129, 490 et 386! respectivemen{24]. Il est a préciser

que les chiffres de cette étude se basent sur un grand nombre de publications antérieures a 1995,
correspondant da période durant laqued la tCD était la plus accessible et donc plus investiguée.
Malgré des interactions plus efficaces aved@D, sa faible solubilité agueuse freine son utilisation.

v (( SU o}E- o[usS]o]e S]}v . * %}UE pPPu vs E oparlpop Jo]s
(}JE&u S8]}v [pv }u%eo £ []Jv opge]}vU o e<}opu ]Jo]$ U ]S }u%o £ 5 0
e Ho X /0 *3 Vv vu}]ve %l}ee] 0 [} + EA E ¢ }u%o £ o []JVv Oope]}v }v:

00 o] e no X >[]Ja cayité]deut, en fonction de la conformation du complexe,
modifier le réseau de liaisons faibles intramoléculaire de la CD et impacter sa solubilité, positivement
Juv P 8]A u vE3X >[p8]o]e 8]}v ¢ < u} J(] * }((E of desoduditité [ pPu v$
des complexes formés, grace a leur solubilité intrinséque supérieure a celle des CDs ndbaglles,
la présencede groupements supplémentaire%o us !SE o <}uE [Jvs E S]}ve }u
différentes, telles que des interactions ydrophobes,des forces électrostatiques oules liaisons

hydrogéne. Principalement pour des raisons de co(ts de production, les CDs les plus couramment

utilisées sont les trois CDs naturelles et les mélanges de dérivés pléaitdsal), obtenus par voie
nonre o S]JA ¢ A % pu [ § %[25]. *CVSZ e

> (}&u S]}v Ju% o &£ ¢ []v o umdmoléwdeIeiblaeprésent un domaine de
recherche a part entierfl7]. En effet,o[ v %oepo $]4v % EUi}pE [Zn] § o EP u vsS §
S A %o0}]S Ve viu E HAE }u Jv o [ %o % odu t&itHe, cosmeétique, d ]v pesS E

1}8 Zv}o}P] }u ve 0o[]v pq{E8E{ Zejudfjv pesSE] PE} oJu v JE U o
utilisées pour augmenter la durée de vie des produits, stabiliser les arébmes, les vitamines, colorants,
et autres additifs dont la structure est en adéquation avec la cavité def26P#éyant également la

% 15 [ pPu vS (E 0o <}opl ]O]S <H M- ES Jv * *u ¢S v U %0 E }
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décomposition & la lumiere et desariations de chaleur, les industries de cosmétique et

pharmaceutiques exploitent les CDs comme excipiits

[.1.3. Application au domaine pharmaceutique

[.1.3.1. Toxicité des CDs

Concernantlas} A] ]8 e U Jo 5 v ¢ JE ]Jee} ] & o0 ¢« A}] » [ u]v]e
formulations de substances actives en présence de CDs existent sous difdoenies galénigue

%IUE J(( E v8 « A}] « [oncpwiark @oig paventéale, il a été montré que 90 % de

of] Ut Uv U Wt U ZD § Nt elv8 /&£ & § ¢ Jv Z vP.. Ve O
>[ud]o]e 3]}V % oE 55 A}] [ u]vg esit@res fdison d& sa recristallisation dans

O[}EP v]eu oiple solubilité aqueusf,28].

Les CDs ne sontofpalement pas toxiques lors d'une administration par voie orale en raison de leur
non-absorption dans le tractus gastiotestinal[22]. Leur structure cyclique et rigide leur offre une
résistance aux dégradations enzymatiques, notamment cellesopi@es par les amylases qui
dégradent rapidement leurs homologues linéaifg8]. La\CD est la moins stable en raison de sa plus

Z us (o A£] ]1o]8 ( ]Jols vsS o] . e UCO * ¢ SV ]e <cu 0O E]A -
résistansaux enzymes et a I'hydrolyse que leurs homologues naturels. Leur métaboligatioipale

est réalisé par lesbactéries se trouvant dans lelof [12]. Certains paramétres pharmacocinétiques

sont repris dans Igableau3| dont la Dy orale <pu] S o[}E& & L PIIP Z1 o & 38U

évidence la faible toxicité de ces molécules. Les cyclodextrines ont de trés faibles biodisponibilités lors
de leur administration par voi@ E o U [ A %o 0] < pe Lipirtski &raverol@lir nombdialcook
libres @onneur + accepteur d'hydrogenest de leur haut poids moléculaire (supérieur a 500 Da)
[29,30]1X /o v }uo < 0 ME ]} ]*%}v] ]o]S o} Ee [uVv ujv]*SE& S]1}v %
3% (rCD, tCD, D, HRCD, HRCD, SBECD) et a 12% pour les CDs les plus lipophiles (RABEB)
% v vSU Jo 8§ Vv}S E <u[ Z psS ¢ }vinvilr@:us |8ger effet hémolytoiie)
sur les membranes\CD <rCD < HRCD <tCD < TRIMEB < DIMEB), lié a iet@raction avec les
constituants membraaires telsque les phospholipides, le cholestérol ou les protéines. Cela constitue

en soi une preuve de la présence d'interactions entre les CDs et les constituants memf@hhes.
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Tableau3 : Pharmacocinétique des CDs naturelles et des CDs modifiées ilx2228,32]

L Toxicité aigle (rat)
. Pharmacocinétique (rat) LDy (g/kg)
ti IV Fraction urine Biodisponibilité orale IV Oral
(min) inchangée IV (%) (%)
r 25 90 2-3 0.50.8 >10
t 20 20 1-2 1 19
, Wt 20 920 <3 10 >2
At - - - >15 >10
RAMEB 18 95 0.512 1521 >8
% 20 90 <0.02 4 >8
, Wv - - - - >2
ES Jv e =« ¢}vs [}E ¢ § [ MSIE]e * % E ](( & vStiksa@tion Eu

au sein de formulatiom pharmaceutiques. En effet, lad@macopée américaine autorise le plus de CDs
S )wet deux dérivés de 1aCD (HR U ~ t

listant les naturelles( U t

japonaise autorise uniquemeitds trois CDsaturelles etla Z Eu

o Vv S o[,Wt X

alimentaires, autorisées par la Food and Drug Administration (FDA) et reconnues sans dantger pour

Y%oOUueU 0O o

} %o

v SUE 00 ¢ *}vVvs

% Z Eu

ofr

.X >
HE}% vV
HI}HE [Z ]

santé. Néanmoins, certaines nuances de législation extigelon les continent§12,33] A titre

indicatif, IgTableaud| E % & v 0 ¢ <u V3]3S ulee] 0 ¢ %o dminigt(4ticlE podr « A}] o

O <L o0 ¢ PPV (( S Vv P SI( V][ 8 8858 v uX

Tableald W s 0 HE+ » ploe E }uu v « %}uE A]S E o[} « EA Spfésf34] (( 8 v P §](* o] =
r t v RAMEB HPtCD/SBECD

Voie Orale (mg/kg/jour)

Adulte 120 10 200 - 160

Nouveauné 12 10 20 - 16

Voie Nasale (solution, % w/v)

Adulte - 15 - 10 10

Nouveauné - 0.15 - 1 1

Voie Occulaire (solution, % w/v

Adulte 1 1 - 1 10

Nouveauné 0.1 0.1 - 0.1 1

Voie Parentérale (mg/kg/jour)

Adulte 0.2 - 0.8 - 300

Nouveauné 0.02 - 0.08 - 10
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1.1.3.2. Intéréts pharmaceutiques des CDs
1.1.3.2.1. Effet protecteur des CDs

La capacité des CDs a offrir un effet protecteurlsucomposé inclus est fréequemment recherehé

dansle domaine pharmaceutique. En effet, une revue publiée par Loftesanll reprend un grand

viu & [ S <« Ale v§ Sp ] E HOEK S[%@ES S puEvV Slcp PE
[HV el S v S o[} S§ vS]}v ¢ }veS vS§S o P grou efildbsence fdd&E « v~
* u vV o[} S vS]}v [uv JIKQEpermettd@nt tal comparaison de[l ((] ]85 o]

protection engendrée par la complexatiphablealb).

Tablealb W /A uU%0 ° o[ (( 8 0 }u%o £ S]}v % E o0 ¢ < euE o0 -3Jes)iB].s ‘U S Vv
Substance active  CD pH T (°C) Kii(M?Y) ki (h) ke () kd/ki Ref
Effet catalytique

¢ 3.50 18 2.98*10° 6.15*10° 2.06

7.50 9 2.81*10° 28.41*10° 10.11

DIMEB 3.50 26 2.98*10% 2.95*10° 0.99
Cefotaxime 7.50 25 35 2.81*10° 24.59*10° 8.75 [35]

(hydrolysé Wit 3.50 30 2.98*10° 4.58*10° 1.54

' 7.50 47 2.81*10° 14.78*10° 5.26

3.50 37 2.98*10° 3.17*10° 1.06

RAMEB 7.50 51 2.81*10° 3.69*10° 3.45

. 69 4.25%10> 1.45
D-Carbeniclin 740 37 48 2.93*102 7.20*102 2.46 [36]

(isomérisatiof 34 1.52*10* 5.18

Effet stabiisant

1.29*10* 0.98

(Ahr;gr)(‘)'sgg 120 37 10 1.32*10' 7.57*102 0.58 [37]
1.16*10* 0.88
1.20 450 3.46*10¢ 1.94 0.06
Benzylpenicillin 2.40 150 2.28 4.13*10% 0.02
(hydrolys? RAMEB 4.60 37 190 5.08*10° 1.44*10°> 0.28 [38]
7.30 190 2.27*10° 6.00*10° 2.6
9.60 85 8.22*10° 5.48*10° 0.67
At 25 360 2.00*10* 1.78*10° 0.01
Melphalan 2 40 37 307 8.10*10* 8.57*10° 0.01 [39]
(hydrolyse Wit ' 25 382 2.00710* 1.01*10° 0.05
' 37 283 8.10*10'  4.70*10°> 0.06
_DEthl_az@e DIMEB 7.40 37 72 3.65*10' 5.71*102 0.16 [36]
(isomérisation
AttE Joou*SE S]( § ((8} EA 0 % E o (}CE[Figurédreprendiu%oo /E o
0 ¢« (E epos S [uv ]Jv 8]«pu PE $]}v pu] 1}ou v wDwu U

de RAMEBAOQ]. Il est observable que sur une durée de 3 mois a 40°C, cette substance active se dégrade
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a hauteur de 20% en absence de CDs alors quElaet la RAMEB permettent respgetnent de

limiter cette dégradation & 15% et 5%. Ce plus fort effet stabilisant des CDs modifiées est généralement

} o EA U }v8 o[}E]P]V *u%o%o}e 3 0 op 3]3S pusfigmer deKigisohs@E o e
hydrogéne A o[]vA]3 U s$éacfonsve apupures.

(@) (b)

Figure2 W /E u%o 0 o[ (( 3 % E}S 8 PE + o eu@E 0 u] 1}o uX ~ ¢« «SEP SPE p u] I}
résiduel en fonction du temps, ensamce de CDs (rond), en présencevde~ EE « } Z D ~SEMOLPO X [ % E

En effet, I'inclusion §l p@omposé dans la cavité des CDstpggalement avoir un effetatalytique sur

ce dernier. Comme observé dandlblealb| certains rapportks/ks sont supérieurs a 1, signifiant que

la dégradation du composé étudié a été accélérée en présence de CDs. Wouessidjewe et coll. on
étudié le cas de la spironolactone (SP) en présencé d&J (}@Eu vS pv }lu%o A& *$” Z]}u
2:1 (CD:SP) qui catalyse la désacétylation de[W1EM est également observé que la taille de la cavité

des CDs peut orienter son influence sur la stabilité d'un composé. Il a été montré, pour la (S)
scopolamine et la (8)yoscyamine, que CD catalyse leur racémisation et leur hydrolyse alors que les
dérivés tCD et la\CD stabilisent I'énantiomeére (B)2]. Un autre exemple de I'effet catalytique que

peuvent avoir les CDs porte sur I'hydrolyse dédazylpénicilline En conditions ades (pH 1.2), la

RAMEB montre un effet protecteur significatif alors qu'en condgiorutres (pH 7.4) un effet
catalytique de cette hydrolyse est obseff38]. Ces exemples permettent de mettre en évidence qu'il

est démontré que les CDs (modifiées ou non) peuvent avoir un effet sur la stabilité des molécules

incluses mais que l'aspect protecteur ou cytigiue ne peut étre détermi@ qu'expérimentalement.
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1.1.3.2.2. Effet sur la solubilité et la biodisponibilité

Afin de catégoriser les nombreusasubstances actives existasiele systéme declassification

biopharmaceutiqugBCSa été mis en placgT@bleawb). Les substances actives de classe | présentent

une bonnerésorptiongastrointestinde et une bonnealdissolution leur conférant généralemenine

}vv 1} ]*%}v] ]0]S o}Ee [pv u]v]ed@Ecladder |l ¥eg@ipa Jds shiBtances
ayant une faible solubilité mais une bonperméabilitégastrointestinale. Sachant que la vitesse de
dissolution (i.e. liée a la solubilité) est I'étape limitante pour une baserptionU o[ u o]}E S§]}v
ce paramete est a privilégier pour une formulation en solution aqueuse. La classe lll correspond aux
substance *}op 0 ¢ ve o[ p aille pguméalilité membranair€nfin, la classe IV regroupe

lessubstances activedont la solubilité et la perméabilité embranaire sont faiblept3].

Tableau6 : Classification biopharmaceutique des suhst §]A X [43]%0 E -

Classe | Classe I
Trés soluble Peu soluble
Tres perméable Tres perméable

Classe Il Classe IV
Tres soluble Peu soluble
Peu perméable Peu perméable

De nombreuses techniques ont été investigséavec l'objectif d'augmenter la solubili#t la
biodisponibilitédes substancesle classes Il et IV pour une administration par voie orale : La-micro
ionisation et naneformulation [44], la formation de self45], la dérivatisatiorf46], la cesolvatation
[47], I'utilisation de surfactanf48], la modification de forme cristalling®], la dispersion des solides
[49]. Afin d'augmenter la perméatii membranaire de certa@s substances activesa coesolvatation

§ o[usS]o]e S]}v eHE( 3§ vie % pA v3 I1SE pslo]e X E vu}]veU
augmentation de la perméabilité de la membrane en raison des interactions générées avec lds solvan
organiques, surfactant ou acides gras utilisés.
Alinverse, les CDs permettent également I'augmentation de la perméabilité membranaireiside
molécules lipophiles essentiellement, mia leur caractére hydrophile limite lemodifications
structuraledes membranes. Le role des CDs est dans ce cas de véhiculer les sulistiusmgusqu'a

la membrane pour leur permettre de la traverser grace a leur caractere lipophile et leur bonne affinité

membranaire, ce qui représente une approche moins invasige o[puS]o]e* SddivantgE¢héms

[50]. L'intéét des CDs est maximal pour les substances catégorisées de classe Il, avec l'objectif

d'augmenter leur solubilité aqueuset leur biodisponibilité Leur utilisation est également
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intéressante avec les classeXV>[} i §]( o[pnS]o]e $]Jovde conféser, par Ig formation
}u%o £ []v ope]}vU 0 ¢ % E}% E] S O O ¢ |/ HAE g *S VvV
de solutions aqueuses administrées par voie orateraisordes propriétés desubstancesle classe
lll et |, o[]xé$ descyclodextrines¥% }ES *yuE& o[ uPu v3 §]}v 0 *5 Jddées § 0 %
SAs Leur capacité d'inclusion peut, dans le cas des substances de classes I, générer une diminution de
la biodisponibilité liée a une compétition d'interact®impliquant les récepteurs biologiques et les
CDs utiliséept3].

SchémaB : lllugration des équilibres impliqués } G » O %% E} Z [UVv }u%o A [Jv ope]}v A E+ uv u
uvvs o[ uPu vs §]}v 0 ]} 1*%}v] Jolsinclus® wu o3 vX [[SHAE -

>} E- o[ u]v]*SES ]}v % E A}] }E o [uv iendgmilew de cohstilate /£ « []v
d'association ne doit pas dép&s$000 M! pour permettre un relargage correct de la substance active

aprés ingestiof51] X E SUE oo u v3U o[ ((]Jv]s e o A 0 e spacchrdr e+ S3S]A
avec cette limite cales valeurs de constantes d'associations sont généralement coraprige 10 et

1000 M, ce qui est donc approprié pour une dissociation correcte apres inggtgnEn effet, la

dilution des solutions de complexes d'inclusion génere une diminution significative de la proportion

de substance localisée a l'intérieur de la cavité des CDs. Cet effet de dilution est d'autant plus prononcé

que la constante d'associationtefaible, mais également par la présence de molécules tiers entrant

en compétition dans la formation des complexes (cet effet de compétition est proportionnel a leur

valeur de constante de formation). A titre d'exemple, une simple dilution par 100 d'uplegerégit

par une constante de 610 fMgénére un relargage d'environ 50% de la molécule in2¢ Les
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mécanismes de relargage degbstances active® } E * 0—]vP ¢8]}v [pv <}opsS]}v tu%
voie orale sont donc essentiellement la dilution et la compétition de complexation liée a la présence

de mdécules biologiqustelles que dewitamines ou le cholestérgl2].

1.1.3.2.3. Effet sur le gbdes substances activéSAS)

> u MA ]e P}, 8 § v}3 uu vs o[ u ESpu U ] u @ PEVO UNBUE L] E
%S ]o]S S o[ u o]}E §]}v §§ % E} o u Sl<p *8 % ES] po] €& u

pédiatrique [53,54] Le golt amer est généralement retrouvé avec les substances hydrophobes,

suggérant que les groupements hydrophobes sont respaesale cette amertume. L'inclusion de ces

groupements dans la cavité des CDs apparait domrreétant une solution adéquat@our diminuer

le golt des substances activ§gl]. La diminution du golt deSAsincluses dans les CDs peut

s'expliquer par trois voies, au regard des récepteurs responsables de la détection des godts

- Le complexe n'est pas détecté par les récepteurs lors de la dissociation du complexe, la présence du

complexe, de la molécule libet de la CD libre limite la disponibilité des réceptd@shémat|(a));

-> ¢ o ]Jv3 E PJeevd ]JE Suvd A o0°* E %S HWE-U o0}cpu VvS 0 -«

substance activeSchémat|(b));

- Les CDs inhibent les fonctions aéesepteurs a travers des interactions avec le cholestérol et/ou les

phospholipides constitutifs de ces réceptel@sliémat|(c)).

(a) (b) (c)
Schémat W WE}%o}e]S]}ve u vVv]eu ¢ O[}E]P]V 0 Ju]JvpsS]}v e P} ,Se o e o5 v o
Encombrement des récepteurs T2R (b) Interactions directes des CDs avec les récepteurs T2RdtipDédsacrécepteurs
diZ % E o[ £SE 3S]}v scom@sarkwx [ VAHE
L'efficacité de la diminution des godts est dépendante de la constante d'associat®A,@ibtrice de
la rapidité de dissociation et donc de forme complexée a I'approche des réceféilirdu regardies

différents éuilibres et mécanismes propasél est probable qu'une combiisan de ces mécanismes
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sot a l'origine de la diminution observée des godts des formulations & base de CDs. Une revue de 2005
liste une trentaine de sultgnces actives pour lesquelles les CDs ont montré un effet de diminution du
godt et/ou des odeurs, démontrant que cet effet peut étre obtenu par la formation des complexes
[Jv o Ml est a noter que les CDs ont égalemameffet sucrant a ne pas néglige2.5% (w/v)
de tCD équivaut a 1.71% (w/v) de sucrose en terme de pouvoir sUyehs6]
Les effets biologiques observés et discutés précédemment peuvent exister a condition de la formation
[uv & 00 ]Jv ope]}v [HV e 5 v §]1A o[]vd E] nE ) Als
%o%o E} Z ¢ S 8§ Zv]<p e [ v 0Ce ¢ }v& déierminefE) %i sune( pgsociation
*U% E ulo poO JE AJ*S S5 ]1]° °[]lo [ P]S [uv }u%o A []Vv Oue]}vX >
représentéit pv. *% S Ju%}ES vS§ * VvV Jee v o %0 CE } %0} © o[ ((]v]s
groupements chimiques
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1.1.4. Caractérisation des complexes

Différentes approches de caractérisation sont retrouvées dans la littératuc@rdavec les formes
P o v]cu » e lu% o A£ o []V Ope]}vX > o pHE PE v

complex U «}o] }ud o]<p] X > u §Z} %o E& % E S]}v e

e}ue (}JE&u +<}o] (]85 o[} i § v } us, @ecpasitanfipour cklBgue méthodologie une

e (U]Joo -

[ Sp -

}u%o £ ¢ []v

v oCe He}o] } S vpuX UI}IPE [ZH]U %o parajiop G cotpl@xe$ splides sats E
décrites: Le broyagg57], la coprécipitation[58]U o[ A %0} E 3]}V{59], la hophilisatiorf60]

ou le séchage par pulvérisatiqfl] X >[ ((] 18 o u S8z} S Pv E 0uvVvs 3]

comparaison du solide obtenu avec le simple mélange des caraEaais forme solide.

[ Su] & o+ Jvs GE

> E § E]* §]}v V %Z ¢ o]<u] % IUE } i S](

EJ]E of <pulo] & [Jv ope]}vX /0 8§ vis§ E «pu

o[} 8§ v8]}v [lv(EuE]lov }u%}ES u vs o[]JvVA]S

Vv %o

e MO O
E v

E § E

informations obtenues par cette voie de caractérisation sont intéressantes car représentatives des

<ulo] €& © % E °* vSe 0} E-" O[]vP S]}v *}opusS]ive
1.1.4.1. Caractérisation des complexes en phase solide

Wope] HEe* u §Z} + [ v oCe <}vs psSlo]e + (]v

*}o] X >[ voOGCe % E *% SE}* }%] |VOEMNCEFIIR) desSstibsices satles,

[falusions

}vs v vs

E S E]* E o ¢« }u

des CDs seules et des complexes solides formés permet l'observation de modifications des $ongueur

d'ondes caractéristiques, mettant en évidence une interaction entre les composés. Le principe est le

méme avec les analyses par calorimétrifédentielle a balayage (DSC), a travers I'observation de

variations des points de fusion ou de décomposition lors de l'analyse des complexes en comparaison

o— V OC. o ol oS VvV e o Mo ¢ >[p_§]0]' g]}V (0] ]((

E st}v

E ¢

reportée et les spectres de diffraction obtenus sont également interprétés par comparaison des

spectres des substances seules ou complexées. Enfin, la microscopie électronique a balayage (MEB)

permet l'observation directe des surfaces du solide obtenu@aréparation des complexes en phase

solide, mettant généralement en évidence une différence de structure microscopique notable entre

les composargt du complexe seul ou aprés la préparation des complexes sol6266].

"v E o0 U VvSU 0 ¢ % 0] S]lve & %% }ES vS§ 0 % E % & S]}v

phase solide combinent tout ou partie des analyses citées, comme représentg

Fsguiias

oy 0C* [MVv }u%o0 A VSE t@6E]% E]vV S o

relative
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Riparin A t

(a) (b)

(©) (d)

Figure3: Exemple d'analyse d'un complexe en phase solide, entre la Riparin #C&, lpar MEB (a), FTIR (b), DRX (c) et DSC
(d). Comparaisodes données obten» % E o[ v oifarin seuteif,@ tCD seul€iif, le mélange des solides)(&t le
u%o £ []v ope]}v %o GHryiag (e X%o [ @6¥o €E C

Il convient de préciser que toutes ces analyses permettent d'observer la présence d'interactions sans
% % }ES E []w(HeEunatyrevou prouver que les complexes ont été réellement formés. En
effet, les différentes méthodes de préparation employées peuvent également modifier la cristallinité

des substances a inclure et / ou la peéice de CDs peut diminuer lecapacité acristalliser ou
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masquer certaines longuesir [}V s caractéristiques. De ce fait, ces techniques permettent
d'apporter la preuve que la cristallinité est différente et / ou une proximité entre la substance étudiée
et les CDs, mais n'apportepasla preuwe de la formation d'un complexe d'inclusion. En revanche, la
diffraction de rayos X peut permettre de prouver l'inclusion d'un compasgis réservele I'obtention
d'une forme cristalline du complexe observé, ce qui a été montré dans le cas du complexa ¢6D

et le cholestéro[68].

Les travaux discutant des complexes sous forme solide étudjénéralement leur cinétique de

dissolution emmilieu aqueux, comme représentdgured4| ve o[ S 0 EJ]% E]Jv vV % E

t X 88 %% E} Z % Eu S usSE v A] v o-nté(lacif&iquee o+ %o }p

de dissolution d'une substance active, en comparaison de la substance active seule.

FigureA W A u%oo0 Jv §]<u JeelopusS]iv ¢ }lu%o0 A - SE A E- o ° U }u%eo AE o}
[ %o 67}

I est fréquemment observé que lesomplexes solides formés permettent d'augmenter
significativement cette cinétiqgue de dissolution, apportant un intérét particulier des @Ds lgs
formulations sous forme solidielles que les tablettes sublingualg&9]. Néanmoins, ces études de
cinétique de dissolution sont souvent réalisées a des concentrations en substances activesdaible
hauteur de la solubilité aqueuse intrinséque de la substance étudiée, ce qui n'apporte aucune

information sur |'effet solubilisant des CDs.

1.1.4.2. Caractérisation des complexes en phase liquide

> & s E]J]- S]}v ¢ }u%o £ <+ []vouc]lvo v%ipZ]e]oddcu][} $(VEE
informations, qualitatives et quantiteves, a propos de la nature des interactid@®Binvité. Pour cela,

différentes techniques analigjues peuvent étre employée%o } U E o[} § vS]}v [JVv(}EuU S]}ve § «
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o[ (( § *«}od Jote veU 0 38" Z]J}u SCE] U o P }u SE] }u o fdeygesS vS§ [

complexes analysés.
IXIXOXTXiX d Zv]<p e [ voGCe s ¢ lu%o A * []Jv Ope
1.1.4.2.1.1. Techniques spectroscopigues

La spectroscopie UV est l'une des nuths les plus employées pour caractériser les complexes
d'inclusion de composés comportant un ou plusieurs groupements chromophores. En effet, l'inclusion
en milieu aqueux des groupements chromophores dans la cavité des CDs modifie leur environnement,
initialement polaire en raison de la solvatation aqueuse, vers la cavité apolaire des CDs. Il peut en
résulter une modification des propriétés d'absorption liée aux interactions avec les CDs et/ ou a la
modification de la nature de solvatation générée paddplacement des molécules d'eau permettant
I'inclusion. Quatre effets peuvent étre observés : Une diminution ou augmentation de la longueur

[}v [ *}E%S]}V umtE(bathochrome ou hypsochrome]70]; une diminution ou

augmentation du coefficient d'absorption molaisghypochrome ou hyperchromelrigure5) [71,72]

Figure 5: lllustration des effets bathochrome (bleu), hypsochrome (rouge), hypochrome (gris) et hyperchrome (vert)
} o A 0 0}E- 0 (}&u S]}v [pv }u%o A []v opdgla BubstangaiSaul€Endir)} v o }JuE&E

La spectroscopie de fluorescence peut également étre utilisée, les effets observables étant similaires

A HAE } 8§ viue v hsX >[} « EA §]}v e (( 8+ 3 pv % E pA []vs
observée et la / le<Ds utilisées. Il est a noter que les CDs sont transparentes a ces techniques

[ v 0§ kes observations réalisées ne concernent donc que les molécules étudiées, sous réserve de

o u&E % 18 E %}ve U oJu]S vS§ o <«u vS]Se npinb(é deumnsltules} S v o

visibles.
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1.1.4.2.1.2. Résonnance magnétique nucléaire (RMN)

> % SE}e }%o] E ¢}vvv uPv SJ<p vHo JE 8§ pv § Zv]«u

}u%o £ ¢ []v ope]}v Vv e}ousS]}vX v (( SU fvitions simdulthnge d Eu 3 0
plusieurs composés en solution et de nombreux g/pg £% E&] v <« *}vS8 E 0] 0 X >}E-
de complexes d'inclusion par RMN, définis comme des équilibres dynamiques, les données obtenues
sont dépendantes de la cinétique émmation / dissociation de ce complexe. Si I'échange est lent vis

a vis de la fréquence de spectrometre RMN, alors les sigiblugar exemple, correspondant a la

forme libre et a la forme complexée seront tous deux visipBehémab|(a)). A l'inverse dans le cas

d'un échange rapide, un unique sigfidisera observé dont la fréquence de résonnance correspondra

a la moyenne de celle de la forme libre et complexée, pondérée par leur fraction molaire respective
Schémab|(b))[73]X >[ § § JvS Bu J]JE U }EE *%}v VS HV  Jv S]<u %o E}
sp $CE}u SE ZDEU P v E uv 8§ 8 18 }oe v Uuvvs of}e EA

large ou a la disparition du signal.

(a) (b)
Schémé& W /ooue3E 3]}v o ¢]Pv H&E } » EA « 0}E+ +]pf WOADEU Jwe%00 A+ [|iv ow 3]
(}J&u 8]}v o vS ~ ¢ }pu E %] ~ eX > ¢ /£ U%O * %E& ¢ vS ¢ }EE *%kxvegalda pv (E §]

iIXAX [ [WIE -

Il est admis que la majorité des complexes d'inclusion impliquanC@s ont une cinétique de

formation / dissociation rapide a température ambiangn solution aqueuse, au regamde la

fréquence des spectrometres RMR4] X §8 ]Jv 8]<p Ju%o}-e }v. Pv & ouvs of}

[uv A E] §]}v n % 0 u vS'H dduinglécules observé@avité et/ou CD), en

fonction des rapports molairg&uation2), correspondant an échange rapide.
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Equation2 : Valeur du déplacement chimique observé par RMNo } E » 0 (}&u 8]}v [pv }lu% o A [Jv ope]
cinétique de formation/dissociation est rapide au regard de la fréquence du spectrométratRéN

Uod :Guokdhooae: badd Toas

Avec U g lg déplacement chimique observék g9 %0 U vE Zlul«u ; B8 déplate@ent chimique a
o[ $ § }uxipuda (E S]tv u}lo JE o[ *% } e EAToadu(E EJ}vol}@ |E o[ *% *H
forme complexé.

§§ A E] 8]}v S uvi]v] 8 uE o u} J(] 8]}v b[ WAIEAVW upyko Z]
118 [} @E]P]w ekwvas@dlédulaire. Lors de I'analyse d'une solution contenant cyclodextrines et
molécule invitée, l'observation de la variation des déplacements chimiques des protons situés a
I'intérieur de la cavit@le la COi.e. H3 et H5) est donc un indicateur dedlusion du composé dans la
cavité. De plus, I€$1 portés par des groupements inclus voient également leur environnement proche
changer dans la cavité, ce qui peut modifier la valeur de leur déplacement chififigje >[puv]<u

v 18]}v v e JE o[} » EA §]}v 88 A E] 3]}v WeoeMs u vs  Z]
W as
W Eu] o A% E]vVv « E o] 0 % E dipdaivende BfoNOEROE}est « (( S
un atout majaur. En effet, a travers les expériences 2D homonucléaires NOESY (Nuclear Overhauser
Effect SpectroscopY) et ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY), il est possible
[} « EA E 0+ }EE 0 3]}ve ]%}o J]E « JvEE we]pdxidematialeo |E U
vs E MAE % E}S}ve ~D A X /o 5 Vv}S E <yu o[ A% E]tachesEK "z <3
JEE o0 SJ}v ¢S % E}%}ES]}VV 00 0 ]S v v ¥fiEriercesROBSE %o (E} S}
est qualitativeet ]S v v E MAE % E}S}ve v % uS !SE }t&chepideP & 0|
}JEE o S]}vX E vul]veU o }u% EtdcherU plivly vipy udu A% E] v
entre deux expériences aux conditions et paramétres identiques, perpeddopy E <u 0]3 3]A u v3 o
]J(( E v ¢ []JvS ve]S ¢ ¢ }EE 0 S]}ve ]%}o JE X ve O . o[ v o
par des spectrométres RMN aux fréquences de plusieurs centaines de MHz, la sensibilité de
o[ £% E] v EK ”DE) g3t prochg dé sBn minimum, contraignar®e E]A]Jo P] & o[ps]o]e
de la ROEJFiure6).
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Figure6 W Z % E ¢ vS S]}v o[ (( 8 KA EZ pROE raugE)len fonetiEEl& lalréqoepce du spectrométre

RMN(Coe S H S u%oe J@E o[ ¥]}JvE-u S v Al v o I}v }T o[ (( 8§ EK 5 A}]e]v [
JEE <%}V & % (B} Z o] ¢ }u%o £ ¢ []v Oouc]}v o}E- 0O MHE VvV 0Ce *puE * *%o
centaiv D,IX [[P&E -

hv Su Ale v§ }u % EdeRdifefefiels exp&riences RMNIQESY, ROESYROESY
(TransversdROESY) et ROESY fésonnance § & o] SE A E+ o . o[]v 0}

prostaglandine Edans latCD[74]. Cette étude a mis en évidence que

i) >[ A% E&] v eskEtOp %o p * ve] O Ve 0 . o[ v oCe H
[Jv ope]}v A tromets$RMN 500 MHz

i) L ZK *z }((E puv <+ ve] ]o]S v 83 u vS e« e%de®qd qo@plexd }uE o[
[lv opr]}v

iii) iii) la ROESY herésonnance et la-ROESY permettent la suppression de corrélations
parasites liées a l'effet Hartmamidahn Les corrkation dipolaires observées sont

directement et uniguementiées o[ (( § ZK ]Jv8 (Bu}o po JE X

Ve 0O . e }Ju% o0 £ ¢ []Jv ope]lvU o0 ¢« }EE& o §]lrincipierhent) E » E -
entredes protons O[]VA]S § 0 ¢ %o &} Hjérieuy @e]lavcivité des[TDs (H3 et / ou H5).
> UWE % E v ]V J<p pv (}ES % E}A]Ju]S ~D A U }vesS]Su pv % E |

Ve O AlS 3§ %% }ES e JV(}EuU S]}ve «u[@].Enf, i} ast§e€marquabte] ]v opue]}
gue cette expérience permtt d'apporter la preuve d'une inclusion, méns la variation de

%0 U VS ZJul<p V[ *3 % * } + EA o0 X
hv EV] E A% E] Vv ZDE +§ € %}ES lexed E}v o o] Iw 0%:+E Z DI %o
of £% E] v K"z ~ J((pe]}v KE E "% SE}e }%ozeX S5 A% E] vV
relaxation longitudinale T1 pour obtenir le coefficient de diffudbn[pv u}o po U A% E]Ju v u
et représentatif de sa moJo]$§ ve 0 ujJo]l u Spu]l X > 3} ((11vSsS [uv *% }

fonction de son environnement, induisant une différence eng ¢8ly & 5.«Basé sur le méme

37



%o EJV 1% [JVS E% E § S]}v <y 'y Jaddiettantumdb] v Sk« ZDEZ vP & %] U
&, ¢ gorrespond a la moyenne entré&g (; aalaio aspondérée par leur fraction molairlEQuation:% .

Equation3: Valeur du coefficient ] ((pe]}v } ¢ EA % E o[ £% E] v KAz o}@E- o (}Eu 3]}v
dont la cinétique de formation/dissociation est rapide au regard de la fréquence du spectrométre RMN utilisé.

&od ‘Spuokdlruoal &ss HToaé

Ve 0O . o[]v ope]}v el *3 Vv o S]A . * %}] * ulo po |JE ~
complexe formé est proche de celle de la CD seule, mais significativement supérieelie de la
substance active seule. En terme de fficeent de diffusion (i.e. de mobilité), cela se traduit par un
&80 P& tof &onuodal * EA 0 % E o[ A% E] v KAzX D oPE pv
inférieure & celle obtenue par RMM, cette expérience permetdo [} » EA E 0 % E e« Vv [
interaction entre une substance et une CD quand bien méme aucune variation de déplacement
Zlul<p V[ 8} ¢ EA  cpE HFTI% ESEU}IDE Jo 5 % E ]» E <u o[}
D% E K~z Uu}lvSE pv ¢} ] 81}v S| }u pv u} ]J(] S8]1}v o[ Pv u vs§
o[ * %o } e A Uuleo v 3SuE §8 ee} ] §]}v ~$pécigle) ogie]}v %o
peut étre identifiée par cette seule expérience. CepenSU o[ A% &E] v Krz J((E of A v
le cas de solutions multi}u%o}e v3eU [} « EA E =« J(( E v + []Jvd E 3§]}ve v&d
similaires avec une CD alors queN#d des especes est voisin, a condition que &y soit différent
et/ouleurK(i.e. Tosa](( E vEeX hv 3p  Ale v§ § Gulj]v & o J(( & v []
tCD et la phenylalanineproline, un dipeptide en équilibrexiE veU Joou*SE § ]Jvs E!S o[
ZDE K"zX W &E o][}umediérériges de[coefficientde diffusion, cette étude a permis
o[ SSE] us]}v 'H apHarmeAss ou trans, dont la variation de déplacemehimiques est
différente en présence de laCD. Le dédoublement des signatkk observé, significatif pu v
1(( & v [Jvd & 3]}v vEE o (}@EGD, chuplée & (& différerfce de coefficient
de diffusion a mené a la conclusion selon laquelle la forme cis a une affinité supérieure pGIr la
que la forme trang78] X hv « }v /A u%o0 [ S AE%0}]S vS o[]vs E!S o[ A
consste en l'analyse d'un mélange ternaire comprenant resveratrol (RSV), méthyl jasmonate (MeJA)
ett X [Uv % E&SU o[ pPu v8 S]tv u } ((]] vs ]((H€Pramaenti@ : v %o G
0 % E Vv [uv Jvs E S8]}v VvsSCE o  partfecetig augpmentadon gstSlias
(] o V %@E& « v Z"sU Jv J<p V8 0 %o@E °* Vv [MV  }u% S]85]}v VvsSEE
tCD|Figure?).
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Figure7: Superposition des expérimas RMN DOSY (600 MHzOD298 K) du méthyle jasmonate (MeJA) seul (violet), en
présence deiCD (rouge) et en présence tle  § E A E $SE}o ~Z "F9)]~ 0 UueX [ % E -

Généralement associés [ USE « /&£ % E HyRGEZY),Ees résultats obtenus par DOSY ont
ici été enaccordavec les expériencesZK ~zU <u] v[}vS u}v8E pn pv ]Jvs G S]}v VvS(
MeJA, ales que des corrélations dipolaires ont été observées entre la cavité d€Daet ces deux
moléculeq79].
HiUE [Zu] o « A E] §]}ve % 0 'H) lesSexpElienegs ROESY et DOSY sont
}ME uu vS psSjo]e * o} E- o[ Su %o iEElUBiIBNEEN Milie} adueux A pliqupnt
e C o} ASE]v X > ZDE 8§ }v uv 8§ Zv]<py [ v oCe v }vSIuEV

qualité des informations descriptives obteny@g].

1.1.4.2.1.3. Titration calorimétrique isotherme (ITC)

> S§]SE S]}v 0}E]Ju SE]J<n ]*}8Z ®®u ~/d ¢ 8 pv 8§ Zv]u [ v oCe
chaleurs générées par un phénoméne physibomique. Le principe repose sur la mesure des
variations de & o HyE n * ]Jv [uv oouo u suE }v8 v v8 pv e}lous]}v

Jvi & epu  ee]A u v3 pv A}opu % E Je [puv e}opsd]lv X ~A] pv Jvs

constituants de A et de B, alors une variation de chaleur sera observée apseanjection Figure
~ eeX Ve O . o[ voCe o }u%o0 £ ¢ []vope]}vU o[ £% E] v
v o[]vi &]}v ey ee]A  [pv e}ous]}v Ve O oe pajution de lapE  }vSs

substance étudiée. Atla cellule de mesure ne contient que la substance étudiée. Apres la premiere
Jvi S]}vU o }Ju%el}e]S]}v 0 OOMO U suE& S u} J(] % & of i}pus
variation de chalews si une ineraction entre les deux composés existe. La chaleur générée par la
% @E u] & ]Jvi 3]}v <5 0 %ope (JES } « EA E 0 U S vV Su ]
Ve O OOMO u puE X >}E- o] MAE] u Jvi S]BJUSuv[}<E]O]IE i[
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dans la cellule de mesure, diminuant la proportion de forme libre de la substance, ce qui se traduit par
une variation de chaleur moins importarEigure8 (a)).

(a) (b)
Figure8: Exemple représentatif des données obtenues par (@)ahermogramme et (b) isothermes contenant les données
brutes (points) eapres régression-o0]Pv ¢« } § viu « 0} E- o & o] S]}v [pv A% E]av S]ISE §

MV u}o MO X[81]. %o E -«

Reposant sur un principe de titration et de traitement itératif des données, cette technique donne un

acceés direct aux parameétregi® etKf d'un systéme étudi¢Rigure8|(b))[81]. La connaissance de ces

deux parametres thermodynamiques offre la possibilité de détermiigfiet 45°. De plus, le modéle
usSzZ u S]«p e E]%S]( ¢ }vv o o8 (Jv] » o}v o 8~ Z]}u SCE] VA]e
iWT }u TWi ~ W/eX /o v E *posd «<pu U % aHegré3sionEA 33V Z]3uES E]pe
complexe peut égalenre étre définie a partir des expériences IB2]X §§ § Zv]«u [ v oCe
permet également de déterminer la caphs O}E](]J<H 4 % P }Ju%o A PE 0
[ A% E] v - $]1SE S]}v e eo]A JI(( E vS » § u% E SHE X S8
%0 %0 } E § e JV(}Eu S8]}veU }lu%o u vs JE - 00 *} S VU * % E o[ v§Z
I'exposition des groupements hydrophobes aux molécules d'eau, influencée par l'inclusion dans la
cavité des CD83].
La précision de la mesure de Kf est cependant une limite observée en ITC, particulierement dans le cas
[uv *C+$ u lagdongante est faible (< 500 N), ce qui estsouvent rencontréavecles CDs. Un
effort a donc été entrepris pour diminuer les incertitudes sur la déterminationfdeaKla mise en
"HAE 1(( & vS « A % ElesvdeuX approcliés sconsidéréesmme classiques
réalisées par ITCsont la titration simple et la titration en présence d'un compétiteur. Néanmoins, il a
§ u}vSE ««<p o & o] 8]}v [uv A% E] v }u%o u vs |E E o E
en fonction des valeurs de constantéassociation, de minimiser I'erreur associée a la mesurdHfe

et Kf. En effet, Landy et coll. ont montré que la réalisation d'une série d'expésienicglémentaires
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et le traitement simultané de I'ensemble des données obtenues peenetde réduire
significativement l'incertitude sur la valeur de Kf détermifi@4).
hv e OJul]s - o[ v oC- e }u%o0 £ * % E /d S 0 v ]88 —pusSjo
la substance étudiée, en absence de CDs, a une concentration suffisante pour pouvoir observer les
chaleurs générées lors de la formation des complexes. Une valeur de 0.5 mM est suffisante, mais
représenteparfois un freinpour les composés considérésmmeive}opyd o0 ¢ ve o[ pU 8§ 00 ¢ <
substances actives de classes BCS Il 4IVEnfin, il est a noter qu o[} « EA §]}v A E] §]}v
Z o WE o}E&s =+ L% E] vV - S]SE& S]}v V[ ¢S %o * *% ]J(]<M o (}J&
tout phénomene physico ZJu]<pu % pus v ISE O[}E]P]v X [ *8 %}luE<«u}] o &
complémentaires, pE& ZDE % E]v ]% 0 u vSU 8§ v e JE (Jv [ =} ] E

thermodynamiques détermi « pv }u%o A []v ope]}vX
IXIXIXIXIX D 8Z} » A 0}% % * %}U@E o[ v 0Ce o
1.1.4.2.2.1. Diagrammes de solubilité de phase

Afindedét Eulv & of ((] 15 p JoI+ (¢S5 3o U o fediggra@mhevde solubilité

de phase a été initialement décrite par Higuchi et Connors en 1965 et consiste a mesurer la solubilité

U Me  [HV Ju%l}e v (}v 8]}v 0o }VBSYX GE[SIMVE VU 3u%e}e [JvE E!S
(JE&u +<}o] U v A U % Eu § uuE & of (( S *}opn Jo]e vs e C

solide est présente. Plusieurs allures de diagrammevpt étre obtenus, comme observaur la

Figure9|(a).
(a) (b)
Figure9: (a) lllustration des allures des diagrammes de phases définissant leur type A ou B et lypesdush, Ay, Bset
BU [ %d& (b) lllustration des dérives obserwée ¢ | PE uu ° %o Z SC% > o] %% E} Z o[

absence de CD, définissant les typee®A- U [ %p8H]. *
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Les diagrammes de phase se divisent en 2 catégories principales: les types A et B. Parmi les types A,
trois soustypes se distinguent : A A-et Ay [12]. Les diagrammes_Aont linéaires, quéd que soit la
concentration en cyclodextrines, ces types de diagrammes de plsase généralement obtersuors
o (}&u S8]}v Ju% o A ¢ ie 1:43U un gxceSs@e CDs (2:1 et plus). Lestgpas

Ar et Ayont une premiére partie linéaire suaviespectivement d'une augmentation et diminution de
la pente. L'obtention de ces sotipes est généralement attribuée a la formation de complexe de
« § Chiométrie supérieure, avec un nombre supérieur d'invittans le cas despAL'interprétation
correctede ces sousypesest toutefois difficile dans la mesure ou I'augmentation de la concentration
en CD peut d'une part modifier les propriétés physibamiques du milieu et d'autre part peut

}JvSE Jv E o0 °*Ce+S u }%S E pv *S7 Z]J}u SE] *p% E] pE X %0
diagrammes de phase sur une gamme étendue en concentration de CDs, leur capacité (ou celle des
complexes formés) a formeles agrégats en solution peut également générer un effet solubilisant ou
inversemen{87]. Deux sousype de diagrammede phase Aont été décris, A* et A’, correspondant
respectivement a une déviation pitive et négative de la pente a de faibleoncentratiors en CDs.
>e¢ ] PE uu - S C %o *lvs E S E]J* * %o E 0 % E °* v [UvV %00 S
solubilité de la substance étudiéele hautes concentrations en CDs. Le sype Bsprésente un effet
solubilisant a de faibles concentrations en CD alors que le-tgpasB ne montre aucun effet
*Jopu Jo]Je vE ¢ X ¢ OOHE ¢ % HA VS ISE } + EA « 0}E- o[us]o

rarement avec leurs dérivés dont la salitb agueuse est nettement supérieure. Généralement,

o[} § vS§]}v * SC%o ° S EAS &EW [MVvo }(UPoo A viveldii. o

>1E- o[} S vS]}v [upv ]P Elauagressioh@rigaire de la droite obtenue est souvent

psjo]e (Tv § Bu]l]v E o }ves vs [ (Bqudatidsdfv <( % ES]E of
Equatiod W <p 8]}v M 0 MO O°eP}\VeS]y¥8 <( [puVv }u%o0 A []v oue]}lv 87 Z1}u SE] W

diagramme de phase de type. A
2AJPA
5 L
5H:sFLAJPA

-B

Avec Kf1 o }ves§ vs§ [ e} ] S]}vU W vS8 o0 %o Vv$§ 0 E PE °°]}v & la spldilitép ] PE uu
intrinseque de la substance étudiée.

Il est fregquemment observé que lavaleurdefs5]0]s % & 0 ¢ US PE-* <}]S O[}&E }vv
régression linéaire,i U 1 o] 4 [uv & o000 Qettqu@pproximation est la sourake

Viu E pe » ]J*% E]S ¢« S ]Jv ES]SH °* %}IUE o § Bul]v S]}v ¢ }ves v
o+ ] PE uu - %oZ o X ve O[] S ] 01}PE % Z]<p & 0] % E }V
consS vS ¢ []v ou«Njitvophénd ou du 4Nitrophév}o § vCGDmpt été approximées par

une loi normale, mettant en évidence un nombre non négligeable de valeurs aberi&iese(L0
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[24]. Il est & noter que les Kfétait fréquemment calculés a partir des diagrammes de phases a cette

époque.

Figure10: Regression% & upv o}] viEuUu o 0 ]*% Ee]}v o rCD¥Nitvaphénol et vEON43 1} v ~
E]SE}%Z v}o § « E 0 A U %}UE PV *Ce3 u ] Vv3]<p U ve 0[24]]38 & SUE % E }vv}C
hv « }v /& u%o0 0 J*% E]S3 o }ve3 vE o [ e} ] &tGoM,pouE E o A

e eCeS U % E} Z ¢ ~%,U § u%}vU Shupwfede & lahaptdxdne oqmpléxés |
% E tGD, Wlusieurs études rapportent le calcul de Iefus & partir des diagrammes de phases,
conduisant a une forte disparité des valeurs retrouvées dans la littérgiire Une desraisons de
o[]Jv &S]Sy <suE o §.1&Epaitir de]dimgrammes de phase est expliquée par les-sous
typesAfet AX v (( 83U o+ A] 8]}ve } ¢+ EA ¢ %E} Z o o[}E }vv
pourquoi I'extrapolation linéaire des diagrames de phases pour déterminer la solubilité intrinséque
Snt (au lieu de § meéne a desfik; sousestimés (&) ou surestimés (A. Loftssoret coll.ont montré,

sur la base de plusieurs systémes, queeSt régulierement différent degSparticulieranent dans le

cas de substances peu solubles<{8.01 mg/mL), influengant directement la valeur de:KEquation

[86]. Afin de minimiser ces erreurs, une expérience de solubilité dédiée est a privilégier, utilisant de
(]oses }v vSE S]}ve Vv e %o}UE A]S E S}US %Z viu v [ PE P S]]}
précise de &e la substance étudiée.

Loftssonetcoll.enont p]S <u[]Jo S ]S % @& ( E o [éffi€aEte dejad@nplexaodEu h
~ o 0}E-" o[ v oC- e ] PE uu|bquatiéabl88].«U « o}lv o]

Equation5 : Relation entre CE,Kf S et la pente de diagramme de phase de typedkrespondant.

V| _2AIPA & IREP
LSFLAIPA Mg 5& T4

La CE est indépendaatde la valeur de @&t correspond & un moyen permettant une comparaison
fiable de I'efficacité des CDs, en terme de solubilisation, entre différents sys{88je&nfin, il est &

noter que le paramétre observé lors de la réalisation des diagrammes de phases est la solubilité de la
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substance Sp ] U Jo v[ S }v %o ¢ %o}ee] O }v oOHE °*pE o Vv SpPE o[

la base de cette expérience.
IXIXOXTXTXiIX }veS v [ e¢} ] S]}v § «§8" Z]}u SE] .

,]J*S}E]<H u v3U o }ves v§ [ ¢} IsS[IIw Olipv }8%oOUE 5" Z]}u SE] % M.
étre respectivement déterminées par la méthode de Bethtikiebrand (194990]) et la méthode de

Job (1928[91]), desnomsde leus JVA vE pE+X MAE u §Z} + & HMohdevmr *puE o}

A E] 8]}v [UV % & u SE U ] ] viuu WU v (}v §]}v [puv }v VvSE §]}v
CDs. Le parametre P peut étre de différentes natures, dépendantes de la technique analytique utilisée

pour observer4w U (1 vEgbatieBs|o [

Equation6 W  (]Jv]3]}v P v & o o A E] 3]}V [UV % E u SE } » EA X
A2l 256& 2uoa0

Avec A 2a variation du parametre,2; 5 la valeur du paramétre obseret 2; ;585 A 0 HE [t % E u 3E o[ § § o] CE

/o *8§ (E %}ES o[pS]o]e S]}v 1(C & vS8 « § ZwWisibles la\RMNEHSJup « § 00

of £% E] v KrzU u v v B % 3S]A 4, 4% SJB.82XEA[AVIvH v ]18]}v

nécessaire a la réalisation de ces expériences, outre les limites de solubilité, eAt2je et donc

que RuoMas ° HAE u 8Z} U <}uA vs pslo]e « }vi}]vd u vd %lp
[JV(}EuU S]}ve }u%o0 u vs JE *» %}nE O E S E]- S]}v lu%o £ o [

E %}e v8 }v S}us o pAon e Vridis difiErdntSpar les conditions expérimentales

ule « v "pfog -

> § Bulv 8]}v 0 }veS v8 [ e¢} ] S]}v %o -Hildebrand §ahkiste en v °]

o[ v oCe [pv e}dEBE]}ve }v3 0o }v VSE 3§]}v o[ *%o } o EA  ~]VvA]S
00 o[ * %o v}e® (GDe ofE vité) varie, toujours en large excés. Ces conditions

expérimentales de titration permettent une approximation selon laquelle la fvactomplexée de

o[ *% -N}PVEA *$ v Po]P o0 U u v viEquatignd v }osr oY o[]JVA]SE 3

observeé.

Equation? : Equation de Beneslildebrand danslecas de[} « EA 3]}v [uVv % E u SE W o ulo po ]JvA]S
[uv o EP  A[904.
S S S

S
TL =<
A2 -BsUAZos

AvecA 2oL 25 2; olagariation maximale observable du paramétre P,
'"® % Z]<p u vSU o SE&E §S (}v S]}v  ((lv %o @usgac[hS VIE ]

o[}E }vv o[ }BEP 1% @S] E 0 % VS X % v vSU Jo 8§ Vv}§ E «p
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o }v v8SE& S]}v 8§ o o]Jv &E]e S]}v }vs MAE *JUE « [ EE PE pE cC
[ e«} ] 3]}vU % }uA v3 u ws@ronées slop le systéme étudié. De plus, cette méthode
V[ *8 A0 0 «<u %}uE o § Eu]v S]}v ¢ }ves vS e [ ee} ] S]}v ¢ }u?
1:1. Enfin, il a été montré que le coeffistede corrélation obtenu par la regressiaffine n[ 3§ %o
E % E * vs S]( o]l EE pE -+pEBH ce gii € ujadudt]par une impossibilité
[ %% E ] S]}v « E *[98]S S } § vue
> § Gu]v S]}v 0 8" Z]}u SE] % & o u 8§z} 1 S UV yis
également. Cettditration est réalisée de sorte a ce que la concentration totale (CD + invité) soit fixe,
en faisant varier les proportions CD/Invité. L'observation des variations de la propriété observée, ici de
la CD, permet de tracer la courbe de Job's pfoRH % &n fonction de la fraction molaire en CD. Le

sommet de la courbe obtenuemdique la fraction molaire du complexe formé, et donc de la

$” Z]}u §FUreH|e X >[usS]o]es $]}VH estontérebsante pour | E o] S]}v ¢ :} [* %0}

E 00 % Eu 3 o[} pdEtas panles fonctions directement impliquées dans le complexe
[Jv ope]lsrgueded, ) JE] vE « A E- o[]vs E] uE ) Als & |
déterminés comme inclu$%oe & o[ A& % E[L8W4] ZK "~z

0.33 050 0.66

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
S &

NL X% &E >F

Figurell W Z % @& + v§ §]}v « }JuE =+  :} [» %0}3 } § VAR surta)@P-<tudide] korre@pandah @

Hv 8" Z]}u 8E] ~ W/e (Wi ~v}]EU iWi ~E}uP « }p TWi ~A ES§+X

Basé sur des modéles mathématiques agxtifs des complex® les constantes d'associatien les

3" Z]}u SE] * % PA VS Ni}pE —-Zp] P o u vs ISE 0O Ho % ES]
-~ v 0oCe % E o ule Vv "“HYBMEEn analdgi€rmveéq Jamitements de données réalisés

lors d'expériences d'ITC, différents modéles sont utilisables effectuer la regressiones données

* 0}v 0 87 Z]}u SCE] U %o E }¥ e} Bsl.0Ces approdiddpermettent également, via la

comparaison des résidus de fegressiorJ § Bu]v E o 8" Z]J}u SCE] M }Iu%o A

<u 0]8 o[ <p 8]}v pu} o A o0 *Ce3u 3p] X
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[ %0 @& ¢« 85 %% &} Z § Eiqps iteratif(em appositiah du traitement graphique),
une étude a montré, du point de vue théorique, que la méthode graphique de Job pouvait dans
certaines conditions étre inefficace pour décrire convenablement un systéme et les différentes

*S§" Z]lu S®JEe » VS X /O C 8 &E %}ES <<u O}E- 0 %@E * Vv } U %o
et 1:2 dans un méme systeme, l'approche de Job masque la présence du complexe 1:2 si i) la
concentration totale est faible (inférieure & 10 mM) et ii) si la constarBeget inférieur a- Bg J v

Figurel?2) [95].

-BgLr/?° -Bg L wr/ ?° -BgLsrr/?® -Bg L twr/ 7
0.0001 M 0.001 M 0.01 M 0.1 M
(a) (b) (c) (d)
Figurel2 W /oo p*SE 3]}v  * :} [* %0}3 $Z JEE]ksrerr/ Vviemfondion deila valeur de Byzet de la
}v. vSE S]}vX > ¢ }v ]8]}ve ~ ¢ § ~ eV % EU S5 VS % ° O § S§]}v o itiod”~ Z]}u SE]
~ e uv o[} 8§ v8§]}v [pv c}uu § pAE o0 VBSUE- IXTTX [ % @E -

/o 8 Vv}§ E «p e« E *u0S 3¢ 3Z JE]<U » *}v-BF FuwpA%o E@® [pSifia]e 3]

MIU 8§ 3}ve] E vS <p 0 ( S HE E %o}ve M Ju% o A *S$” Z]}u SE]
Ju%}ES vS «pu ou] *§" Z]}u SE] iWiX e (E *poS S 3SZ }E]«H
expérimentalement, mettant en évidence des"sZ]}u SE] - iWi % & o— A% E] v

gu'uneregressioradéquate est observée lors de I'application d'un modéle décrivant la préstse

«§" Z]lu S§E] - iEEneffet, les résidus ob€EA ¢« A o[ % %o0] §]}v p u}
composite sont aléatoires, contrairement a ceux obsend} (E ¢ o[ %% 0] S]}vl, p u} o
permettant de conclure que le modéle composite est davantage approprié.

Néanmoins, il convient de préciser que les expérismapportées dans cette étude déterminent des

Ao puE- }veS v§ « [Begdénéfalgmensignificativement inferiewsa - Byx(- B O

W -Bge U <u] A% O0]J<g <h 0 ¢ 8" Z]Jlu SE] ¢+ }EE *%o}vpansS o Vv o}
o[ £% E&] v [95]. Dans le domaine des CDs, les valeurs de constantes d'association des
compl £ ¢« C vS pv 37 Z]}u S @N:1l-gst@érBralen@nt significativement inférieure a

celle correspondant a la formation du compleke [12]. | découle de ces observations que dans le

domaine des cyclodextrines appliquées aux formulations pharmaceutiques, la méthode graphique de

Job permet d'obtenir des informations suffisantes'application des complexes, sous réserve de

46



}v 18]}ve A% EJu VS 0 ¢ %% E}%R E] X Vv (( SU pv }u%o A o g’
(] o }veS vs — e} ] S]lvU }v U ecp Ve 0 :} [* %0}SU « E ]ee} ]
dilution apes ingestion. Ayant connaissance de l'effiet la concentration et ds constantes de

(}JEuU S]}v *uE 0-]vS E% E S S]}v e :} [+ %0}3U §§ u 8§27} %0 US |
prennent en considération la présence possible d'un second équilibrel@@onstante de formation

est significativement inférieure a celle détermin@é].

(b)
(a) (©)
Figurel3: Pour un méme system@&/ ~ ¢ A& U%0 [UV (} S Boo$hs@E = 0 8" Z]}u SE] iIWI ~Z€§
solution. (a)Regression § E ] Ue tvv e S]SCE S]}v ¢ o}v pv u} o H]dRegressiersétZ]lu SE]

résidus  }vv ¢ 3]8E 3]}v e o}v pv u} 0 Ju%e}eNsi 3 FWTXIHU B CE]e |

/o }VvA] v§ % E ] E <p e U 8Z} U }ve]ed v3 puéwplysi®d® o A E]
chimique (absorbance coefficient de diffusion D, fréquence de résonnanecé) )Jpovir déterminer

un parameétre thermodynamique restent des méthodes indirectes de la mesuré. @n keffet, bien

<u[ C v§ uJews Efficacité a travers de nombreuses études, ces approclesrant le fait que

ces variations de propriétés sont directement et uniquement liées a la formation du complexe

[Jv opde]}vX WInE 88 & Je}vU o[/d & *S U % E o upuE JE 8 .
plus appropriée pour déterminer les ;E u SE& ¢« $Z Eu} Cv u]j<p » & PJ]ee vS 0o (}CE
ju%o £ []v ope]}v . C o} ASE]vV X (]lv [} S V]E pv E S (
[Uv }u% o A [Jv ope]}v v e<}opus]ivu }ve] & v8 o % E HA [1
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thermodynamque et sa géométrie, il est donc nécessaire de combiner plusieurs techniques

[ voCe X

1.1.4.3. Caractérisation des complexes par spectrométrie de masse (phase

gazeuse)
IXIXEXTIXiIX Ko EA §]}v + }lu%o0 £ « []v ops]}v Vv %o

La caractérisationv %eZ P | pe U}O HO * } [-*}A D &]Fvee 9% 00 oO[p3]o]e
0 *% SE}u SE] u s ~D7"X S5 § Zv]<p [ Vv 0oCe U E %o] S o
et la manipulation en phase gazeuse de molécules ionisées par I&Esou []}v]e S]}vX W Eu] o

]J(( & v8 ¢ e}uE + []}v]e S]}v AE]*S vS «U o[ 0 SE}*%E& C ~ " 5 p
qui permet l'observation en phase gazeuse d'objets supramoléculaires comme les complexes

[Jv ope]}vU o ve % E}A} 8 E]v LEEESPo[ § %97]. Qépehdadi, Jquelques
oJul]d3 + & u ]Pubs « AE]*3 vS 0} E- o[} » EA 3]}vU Vv %Z « P 1 pue
détectés par ESVS.

[UVv % ESU ES Jv e (JE + %E « vs « vn phaseIpreusd elles jque IGSA
interactions électrostatiques, mais d'autres ne peuvent plus, par nature, étre toujours présdeses
interactions hydropobes ou les liaisons hydrogémapliquant le solvant. La diimution du nombre
d'interactions en phas@yazeuse en comparaison de la phase liquide tend vers une observation
privilégiée des complexes d'inclusion dont les molécules invitées sont eadsondavec la taille de
la cavité des CDs et dont les forces électrostatiques, toujours présentes engarasese, suffisent a
maintenir une certaine stabilité du complexe. De plus, le principe d'échange rapide présent lors de la
formation d'objet supramoléculaire en solution est absent en phase gazeuse, donc si les conditions de

Z vP u vs [ § § vR décampdsition du complexe namovalent, cette dissociation est
irréversible[98].

[ USE % ESU 0 » E *posS S 0-— VvV 0C- e }u%0 £ ¢ —]v opue]}v %o
étre anbigus car les m/z (rapport masse/charge) correspondant a I'association CD:invité peuvent étre
i) le complexe d'inclusion recherché, ii) un complexe non spécifique généré dans la source d'ionisation
ESI ou iii) un mélange de ces deux associations. Afinétnuner la nature des associations
observés, Gabelicat coll.ont démontréque les homologues linéaires des CDs peuvent étre utilisés
comme moyen de contrdle. Leur étude, portant sur différents complexes d'inclusion connusr@c I'
et des invités aux longueurs de chaine aliphatiques différentes, a été réalisé geiSE8la été
} « EA U Ve UV % E u] E 8 u%oeU <u of[]vsS ve]§ o o} ] §]}ve § ]

lu% o /£ U 0}Ees <p 0 » }ved vS o en phaselligifle sohterpissantes avec la
o}vPu pE&E Z ]v eX ve pv e }v S U%e*U o0-pusS]o]e S]}v o[]vsS ve]s
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observés avec le maltohexaose (homologue linéaire d&l}) a permis de retrouver, apres correction,
une corrél §]}v. vSE o0-]vS ve]s « D%t teuEconstantes ol'pssociatif@9]. Une
seconde approche reportée afin de vérifier si I'association CD:invité est spécifique ou non spécifique
consiste en l'injection de solutions a différents rapports molaires CD:invité. Si l'intensité du m/z
recherché est indépendante du rapport mméade la solution, alors l'association observée peut étre
associée a un complexe d'inclusion spécififfu@o].
Enfin, une deEv] & u JPubs % ps !SE E o A }lv. €&v v8 o }uE [13
rapporte une comparaison de complexes d'inclusion g@actrométrie de masse entre fatine et
I'rCD, latCDetlav X > o /E% E] v e« u]e v8 v "pAE , duti@h, Daymethtide $]3]}v
CID) ont toutes corrélavec les diagrammes de phases réalisés en solution. Néanmoins, les solutions
injectées en MS ont été préparées dans le méthanol alors que les diagrammes de phase ont été réalisés
dans l'eau. Pourtant, lespsctres de fragmentation MS/MS de ce complexe ont montré des
(E Pu vS §]}ve J(( € v8 « v (}v 8]}v o oU % E(}]* *% 1(]<u o-]
d'un réel complexe d'inclusiofi00]. Cette étude part donc du postulat selon lequel le complexe se
(}Eu Hee] ]V Vve O[] M <u Ve 0 u SZ v}ioU o}Ee* <p o[ vV [ M
interactions implign  * ve 0o (}Eu S]}v ¢ }u% oAdRVUe pu[lv ow|elbvX]}v]e S]}v
0 *}JuCE AU p JuEe p<p 0 MV *}JoA 3§ 3]}V % E}IPE «-]A o] puU

i 0 UHE (JES % E}A]u]S U 0[ZC%}SZ - généréeopawv cetiespioxinjité E A e}
imposée peut étre émise.
> % SE}u SE] U ** % HS v % Eu 3SE o[} » EA §]}v * }u%o
Pl e ulev ee¢]8 <uocu e %E US]tve }% & S}]E  § []JvS E% E §
couplé e o D™ }vS % Eul]e [uo]}& E& o ] ({nsobgeivéRl} motamment} ] S|

graceaux technique de fragmentation MS/MS et a la mobilité ioniq[i1].

1.1.4.3.2. Les techniques de dissociation

La fragmvs S]}v DAID”A 8§ v A% E] v E o] o o}Ees [pv Vv oCe

sélectionner un m/z puis a appliquer une énergie, dont la nature varie selon le type de fragmentation
U%O0}C X >[ %% }ES v EP S]<p u v o0 ®lijoce pdes Uaissorjorr 0 <u vS§]

covalentes mais égalemeotvalentes. Classiquement, cette expérience est utilisée afin de déterminer

o (}E&upo A 01} %o %o [Uv ]}V }H 0 « PE}u% * (}v S]}vv 0 <u[]O %o}ee

Certaines méthodes d'évaluation de la force de I'agg@mmn d'un complexe observé par B$E ont

été reportées, notamment l'utilisation de plusieurs tensions de cdne ou d'énergie de collision, pour

évaluer la dissociation du complexe obsef¥62] X >[uS]Jo]e $]}v de collision@Eéeégssaire a

dissocier 50% du complexe peut étre utilisée pour comparer la stabilité de différents systemes, comme

observé sur |&igureldU Jeepn [puv  Sp }u% E vS o <3 ]o]8 e }u%0 £ o V&
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aminés et latCD[103] X > %o E]V ]% ¢35 ] vS]<yu o0} E-" o[pus]o]e S]}v S vel}

générant la dissociation du oglexe et la possibilité de tracer une courbe analogue.

Figurel4 W }uE - o[]vS ve]S & <] 4 0O o[]}v }EE *%}v VS U }lu%o A [Tv ope]}y
lat U %E& « (E Puvs S]}v DNID" 1(( ® v§ « v EP] - }oo]e]}vX e JUE < u v
v ee |E Jee} ] & AT9 p J0P83D £ X [ % E -

dZ }E]<p u v8U o[ v oC- e % SE& * DMND”™ % pervePdes fragnients Eu S50
caractéristigues du complexe, correspondant par exemple a la CD étudiée associée a une partie de
o[]JVA]S X E vu}]ve@hnig@@s, dentla¥ragmentatioBD (collision induced dissociation)

ou HCD (high collision dissociatipménent prioritairement a la dissociation des liaisons les plus
faibles, donc des interactions naovalentes telles que celles impliquées dans les complexes
d'inclusion. La fragmentation ECD (electron collision dissociation) peut en revanche étrogitée ¢

étant une technique de fragmentation MS/MS permettant de conserver les liaisonso@ientes.

Une étude impliquant [aCD et différents peptides a mis en évidence cette différence entre les modes
de fragmentation. En effet, la fragmentation ECD a permis l'observation de fragments composés de la
cyclodextrine intacte associée a différents fragments du peptide snéld'nverse, la fragmentation

CID a mené a une dissociation du complexe et a I'observation de la CD seule et / ou du peptide seul
[104]X > S L Ju%o A [Jv ope]}v vG@OER caependdEmisRehvéviderneé une

(E Pu vs §]}v. & § EJ]+8]<p n @cﬁarfrppm@m@\cla De plus, la

géomeétrie déterminée par cette expérience estamtordavec celle déterminédo E o[ A% E&] v ZDI
ZK Az v e}ops]}vU u}v3E v3 o }ve EA 3]}v o[ PV u V3 *p%E u}o
0 %Z ¢ 0]<p] A E* 0 %Z s P 1 pue X ve U0 %E v [uv 0]
or § o u}jE]JvP]v %t UET U)] kvigibdiE®ela complexe aprés saanisation et ii) la

fragmentation spécifique observge?2].
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Figurel5: Spectre MS/MS (fragmentation CID) du complei@DMoringin +Nd]montrant un fragment caractéristique de

o[]v opel}v ~ull (70iX92sX [ %o E o

[.1.4.3.3. La mobilité ionique

La mobilité ionique (IM) est une technique séparative, en phase gazeuse, qui peut étre couplée a un

*% SE}u SE uee U A%O0}]S vS 0}E- » }uCE
souvent intégrée auw % SE}u SE uee olue (}J&Eu [uv

peuvent alors étre séparés selon leur masse, leur charge, leur taille et leur

[1}v]e S]}v

OOHO

fSuhéniad

(@). Un

S e}v

u} Jo]§ U

gaz tampon est utilisthélium ai diazote. De plus, le temps de dérive, analogue au temps de rétention

en chromatographie, est proportionnel & une grandeur intrinséque nommée section efficace de

collision (CCS, collision cross section), qui peut étre approximée comme étant la surfat&epte

o[]}v v [BdBémas|(b))[105]
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(@)

(b)
Schémab W ~ « ~ Z u [puv OOMO u} Jols 8§ C %o d/D ~ @inenehplaux]fsulials Jo]SCU |

} § vueX ~ « A Z u §]e §]}v o[ voCe [pv % @E u} ]Jo]s ]}vAX@pptoximéeyp@rlao u cpE
surface projetée de la CD.

La comparaison de la CCS des @&smolécules invitées po  § 0 [om <Obskrgde permet

de définir si la taille de cette association est cohérente avec un complexe d'inclusion ou d'exclusion.
En effet, une augmentation de la CCS relative (CD seule VS CD:invité) de l'ordre de 5 a 6% a été
considérée comme une preuve d'indlus de différents acides coumarigsie v r€pP ou latCD. De

plus, cette étude a rapporté l'observation d'associations sous forme doublement chargées
~¢3” Z]}u SE] TWiU W /vA]§ « }vs o 2 lasGD %ougforiie de]dinexla 00
plus haute compacité de cet objet ne peutxg@équer que par l'inclusion de l'acide coumariciens

deux CDs, générant des interactions augmentant la proximité des deyt@psJne seconde étude,
%}ES vS euE o[ v 0C- 1(( @AV &+ % E = vCPvols detCD a exploité la
mobilité ionique pour identifier la nature des associations observées. La comparaison des CCS des CDs
libres avec celles des associaBd@Ds:AA a permis de conclure que la leucine et la phénylalanine
(}JE&uU vs e Ju%o o ofaeq}V[ AECD. d\[l'inverse ICD et la glycine forment un complexe
d'inclusion en phase gazeuse. Il a également été conclu qtie la(} E u e }Ju% 0 £ ¢ []v Ope]
avec les trois acides aminés étudiés (glycine, leucine et phénylalanine). Les C@8plieees définis
d'inclusion sont proches de celles des CDs libres alors que les complexes non spécifiques (exclusion)

forment des objets moins compagtse traduisant par de plus grandes CI0S].
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Enfin, l'utilisation de la mobilité ionique peut également apporter des informations conformationnelles
sur les complexes d'inclusion, esomparaisonavec és structures calculée par modélisation
moléculaire. En effet, la CCS étant une caractéristique intrinséque de l'ion observé, la modélisation
moléculaire suivie du calcul de CCS des structures générées permet la comparaison des données
théoriques et expérimentales. Cette appi® a dans de nombreux cas été utilisée afin de proposer

une géométrie a l'association observée par MS couplée a [1NAE.

I.1.5. Conclusion

La capacité des CDs a inclure des composés apolaires en milieu aqueux rend cesesnolécul
particulierement intéressantes dans de nombreux seceyr $]A]38 X > e pduventdégolle

de cette inclusion attiret particulierement le secteur pharmaceutique, par les propriétés

*}opu ]Jo]e v8 U 8§ Jo]Je vS ¢« § [ u o]l}dmbiftE}winsi qoe def} quatiiés

}JEP vio %S]cp X %oopHueU 0 ¢ o v SUE oo § &S ]Jve s u}l (] -
par différentes pharmacopées, dond IPharmacopéesuropéenne ¢ U t U v U ), e

Viu E PAE % E]V % « S](*U }vs o000 e 0 e o "~ /] §/sU «}u((E& vs
de mauvaises qualités organoleptiqueset/outv (] o ]} ]* % }vi3|6pFUXE<Uu}] 0 ¢ ¢ (}VvS
o[} i 8 v } uesEepherches pour étudier leur capacité a pallier ces problématiques de
formulation. Il est notable que la littérature rapporte deux axes de recherches principaux que sont

o[ %%0] S8]( 5 o (}v uvs oX

>e E Z E Z ¢+ %%0] S]A o %3k DS corpe@pond¢ty RUXE é¥périences de

] PE uu - *lou ]Jo]s8 %oZ ¢ U Jv §]<«n Jeetous]}vU [ u o]} CE
membranaire ou de dégradations accélérées. Les informations obtenues par ces expériences offrent

les informations néessaires a déterminer si le couple CD / substance active étudié peut avoir un

intérét dans le développement de nouvelles formulations. Néanmoins, ces études manquent

Pv Eouvd [Sp e« «SEN StE A v® Ru] PE(PVA U v3 0 < tif. Las[ %o %o 0]
recherches fondamentales ont pour objectif de déterminer les interactions entre les CDs et les

el ¢S v ¢ Sp] X (Jvl]E <] o[]v oue]}v Ve 0 Als *§ E oo U o
[Jv ope]}v }p o 8 ]Jo]S8 o andod}A <3} Eapdr] EsSétudes. Atteignables par

le cumul de différentes techniques et approches analytiques, ces informations contribuent a

o[ u o]}@& S§]}v e }vv ]ee v o epuE o % 18 . . ]v opCE .
moléculaires.

Cee MAE %% E} Z » *}vS }u%o u vsS JE U of ((] 18 . S VS L
% % 0] 3]A «U u}3]A v o Jvdlvuls e E Z E Z ¢+ *uE O %%} E

pharmaceutiquesla rationalisation de ces résultgiar les études fondam#ales % Eu § [} E] vS &E
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les recherchs applicatives sur la baseadéquations moléculaires entr€D<set substances actives

connues.
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1.2. Partie 2 Analyse des cyclodextrines

Les CDs sont exploitées dans de nombreux domaines et la caractérisationsdg& in §]}ve <u[ oo

P v E vS ¢S Hi}pE [Zn] SE * %o} U u ]J* 0 HE %o E } %o E E S E]-
étudiéeX [ *8 % ES] po] & u v3 o e o e u} (] * <p] UIVEE V3 %o}
supérieures aux CDs naturelldsa relaive simplicité structurale des CDs naturelles a permis le
développement de diffénetes méthodes de carcatérisation dont certains exemples seront décrits ci

% @E X o[]vVA E+ U o E 3§ E]* 8]}v ¢ <« u}J(] *}Svpe vuo

déciite.

1.2.1. Analyse des CDs purifiées

1.2.1.1. Analyse des CDs naturelles

Les CDs naturelles sont depuis longtemps finement caractérisées, en phase liquide et solide, avec la
}vv Jee v £ S 0 WE § Joo U (}Eu U }vyliguEaulp Maldvé edladeqio]s U §
IWW(}EU 8]}v VvV %Z « P 1 pe (]85 S}Hi}uEs. o[} i & & Z & Z-+ Sp oo
%o E} eope []}v]e S]}v 0} E-" 0O HE Vv 0Ce % E *% SE}u SE] u ee

Une étude arivestigué I'énergie de collision nécessaire a la diminution de 50% de l'intensité des CDs
naturelles pour comparer leur stabilité avec Istnomologues ligaires en phase gazeuse. Il en est
ressortique, pour des adduits de méme nature ([M+Nala stabité des oligosaccharideydiques

est supérieure a cellees oligosaccharides linéaires de méme taille. Cette observation peut étre
interprétée par une plus haute coordination de l'ion*Ntans le cas des oligosaccharides cycliques

[108]. De méme, une seconde étudeexploré le mécanisme de fragmentation da@D. Les spectres

de fragmentation MS/MS (fragmentation CID) d€D+H]ne montrent que des pertes successives de

T puU }EE *%}v Vvs pHv % ES v uSE [Uv }Hu %oope] pEe- P
} o EA 3]}V % uS o[ E% o]y E % dE linbaris&io® da JadED, gén#sant un ion

io

oxonium de méme m/z. A partir de cet ion, seules des pertes de 162 u sont possibles dans la mesure
ou il n'y a plus d'Hlibre, consommé pour la linéarisation. |l est a noter que cette hypothése de

mécanisme déragmentation part du postulat selon lequel l'ionH o[  ptPD-+#H]est localisé sur

un oxygene d'une liaison glycosidique, facilitant son ouventBolémar) [109].
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Schéma&Z W D v]eu [JUA ESp@&}E* 0 0o (E Pu vs S]IGD+HU[ %o (E]E%E} s P E o . [pv o
[ A% EDNI DX [ [%09E -

Cette premiére étape de linéarisation a égalemét# proposée suite a des expériences réalisées par
u} Jols J}v]cpu Ve UV us E Sp U E o]- A o[} i S§]( (Jv]d
O[}UA ESP&E U sove Z VP u v$§ ull & }v vlv & 8§ oU o] M o}E-

[uv  nrgie de collision. Pour ce faire, trois isomeres ont été utilisé¥C, la GletCD et la Gle

rCD|Figure 16| (a)). L'application d'une énergie de collision en amont de la cellule de mobilité a

significativement yPu v8 o o P PE Y %o] u} ]Jo]8 JEE % fde vE p ull
CD|Figurel6|~ <X uv] E <Jujo ]JE U 0o % ESCD[nedirRioye gas lelprdeuo  'o

du pic de mobilité, ce uj est expliqgué par une compensation entre une diminution du nombre du
Pou }- § o[ uPu vs §]}v o (o A&£] ]Jo]s o] o o]Jv &]e* S]}vX > u!
lors de la perte de deux glucoses par la fragmentation du @0. En effet, l&argeur des pics de

mobilité ionique est un indicateur de la présence de différentes conformationsraealues par cette

§ Zv]«pn [ v dEigurEl6p(c) met en évidence la présence de deux distributiors eux

populations) dans la trace de mobilité du fragment [&ic - Glg + Hf % & ¢ O %% 0] S]}v [M

énergie de collision, attribwes & la conformation cyclique et linéajteL0].
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(@)

(b) (©)

Figurel6: (a) Structure des isomeres utilisés zD (gauche), la GI¢CD (milieu) et la GlkaCD (droite). (b) Tracé de |

larguer a mihauteur des pics de mobilité des ions paren), bley Glg- tCD, vert Gle- rCD, rouge) avant fragmentation

~P uzZee 8§ %E * 0[] %%o0] S]}v [puv Vv EP] }oo]e]}v ~ E}]S -Glg+ Hf aprEs u} Jols
o[ %% 0] S§]tv [uv v EP] -tCOo 6]}V ¥HEE.-€' 0

> u} ]Jol]S ]J}v]«u %% E& S }juu pv § Zv]c«pu [ v ogermis Ju%0 U Vv
[ %% }ES & e }vv o« /Jeésfofantu lesS poopositions de mécanismes et de

conformatiors en phase gazeuse. Cette technique a été utilisée, en 1997 afin de discriminer les CDs

naturelles et leur fragments, les différenciant avec suc@ (2)) [111]. La méme année,

o[ud]o]e 8]}v e+ "~} S VU ¢ % E u} ]ohsliui)dedifférems bligoseeharides,

dont I'rCD, a été mise en comparaison avec des données théoriques obtenues par modélisation

moléculaire pour déterminer I'emplacement de I'ion“Naprés ionisation par MALDI (Matrix Assisted

Laser Desorption lonizan) [112]. Cette étude a montré que les CCS expérimentalesceardavec

les modeéleshéoriques correspondaient aux structures léggocompactes, dont la conformation a été
§ Eulv luu }vSE& ]vS " evseScooifdihatidas avec les différents hydroxyles libres

des sucres.
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MI}JUE [ZH]U 0 ¢ § ZV]<u u} Jold J}v]<u u} Ev e+ ¢}vd A VS P E
historique, le DTIMS, utilisée dans les deux études précéd¢hi®d Néanmoins, le DTIMS est une
technologie permettant la mesure directe de la CE€S % v VvS§ g P 1 uslo]e ~o[Z o]pu }n
principalemen) >% & o[ <u $]}v-Sché&m@d3G56], contrairement aux technologies modernes
comme le TWIMS (Travelling Wave lon Mobility Spectrometry) ou le TIMS (Trapped lon Mobility
Spectrometry). En effet, les CCS mesurées pale@stechniques ne peuvent étre obtenues que par
une calibration, basée sur desmposés dont la CCS est conratanesurée par DTIMS. De plus, la
VSUE HPIT 3 u%}v puslo]e Ve O OOMO u} Jo]§ Jv(op v o A
de CC ou de CGBU A o[Z o]Jpu 8 pm ] 1}8 @E *% S3S]A u viX v[ *§ «
publication a rapporté la mesure directe des CCS, par DTIMS utilisantdenishe gaz tampon, des
trois CDs naturelles sous formes de différents adduits ([CDpE}Na], [CD+K] [CDHJ, diméres,
etc..). La connaissance de ces valeurs de CCS est d'autant plus importante avec les cyclodextrines dans
la mesure ou ces composés sont cycliques alors que les calijgamdralement utilisés sont linéaires,
pouvant instawer un biais lors de la détermination des CCS sur la base du temps de dérive. Il est a
noter que la CCS des 3 CDs naturelles n'évolue pas linéairement en fonction du nombre de glucose,
dans o[Z o]pu }uu ve 0 ] 1}8 U 0-]VvA E- es|PFigetd L7 (b))P Geteo]v ]E

observationse justifie par les différensale flexibilité, notamment de laCD, autorisant a augmenter

sa compacité en phase gazel&a4).

(@) (b)

Figurel7: (a) Mesure de la mobilité des CDs naturelles (am®)tét de leur fragments (redigpar les pointillés) par DTIMS

pslo]e vs§ o[Z o]Jpu }uu P 1 8 u%}vX ~ e« D «uE . AN ~]eep ¢ u} ]Jojines - e v Sp
o]v JE ¢« ~E}v « % E d/D” p3lo]e v§ o ] 1}§114a4 P I 8 u%}vX [ % E -

Leplacement de la charge Naur les CDs en phase gazeaseobtenugraceala }u Jv Je}v [pv
approche pratique et théorique, dont le critere de comparaison est la CCS (i.e. la taille). Une équipe a
*}HZ ]S U % E o 11 [uv § Zv]<cp & uu vS u]je Vv A VS %}uE
spectrométrie de masse, apporter de nalies données expérimentales pour appuyer les propositions

]S v X > }u%o0 P o u} ]oiduge]{iR) cryobenique Ehvah@se gazeuse et
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0 *% SE}u SE] u ee Jvel 8§ psS]o]e X [HV %o (ieSHdute[uS]o]e §
E +}ous]}iv ~dt/Dr C o]<p % EU]e § Eu]v & o (}E&u S]}v [pv
[tCD+Na] o} E » o[ § %o [1}v]e S]}vX [ USE % E&SU o[/Z E&C}P v]cp
o[} » EA 8]}v + v <« A] & §]}vv olibres gréce]d (a ghaseSyazéyse (suppression
des échanges avec le solvant) et a la basse température (suppression des équilibres dynamiques). La
résolution obtenue par IR cryogénique autorise, une nouvelle fois, la comparaison entre les spectres
IR expérmentaux et ceux générés théoriquement par modélisation moléculaire. Grace a ce couplage,
la proposition de symétrie de I'adduirCD+Nd]issue de modélisatiathéoriques a été consolidée,
ainsi que l'asymétrie de l'adduitCD+Nd]et la position de la charge Naur la face primaire de ces

X vVv(]vU o[ v oC- * (CB+Rd]parsSIR crydgénique a mené a une propositite

mécanisme de(E Pu vs§ §]}vU ]J(( & vS§ tCHH](SchémaB) [115]. €

Schém&8 W D  v]e (E Pu v§ §]HCD+Nal+ preppSé&uite aux expériences réalisées sur un spectrometre de
uee }u% o0 o[]JV(E E}uP EECHP v]<u X [ % E -

Les exemples cités sur la caractérisation des CDbasemazeuse mettent en évidence la continuité

des efforts engagés dans la caractérisation de ces oligosaccharides naturels, malgré une connaissance

[JE « S i }ve <cpvs v § Eu E -chintiglies ¢t e rééetixi@s |l st a

noter <p of[]vs P& S]}v MIi}pE [Zp] IHE vS§ o u} Jo]ls J}v]cu MAE °
P ouvsS }vSE] o[l u EGP v VIUA 00 * }vv ¢ A% EJu v3 0 ¢ }\
gazeuse.
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1.2.1.2. Analyse des CDs modifiées sélectivement

>[ v odgs CDs modifiées sélectivement est analogue a celle réaliséequiyaroduit de synthése

purifié, notamment via la mesure de masse précise par HRMS (i.e. la composition élémentaire) et

ol op ] 3]}V +$EP SUE 0 % E D ID”A § ZPEX EE|vud]veUuam&h (EB [
ou plusieurs fonctions rendes spectres RMN des CDs modifiées particulierement diffiéile

Jvd E%E 3§ EU v +¢]3 v3 0 ule Vv “IHAKEH-3C)A%titreEillustrasf, un ~
exemple publié par Sollogoubefoo X « E A 0}% % ] ]U-différenGation de taf@D %o 3

représentant un cas particulierement complexe de caractérisatipp dérivé de COpurissu d[ pv

synthése sélective multapes[116]. Le dérivé synthétisé, représefBehéma| corespond a latCD

protégée en position 2 et 3, portant 7 groupements différents en position 6, sur chaque unité glucose.

Schéma : Structure de 1aCD heptadifférenciée en position 6 obtenaa 21 étapes de synthése pour un rement final de
1X09X [[26EEt: Ethyle, Bn: Benzyle Pr: Propyle Me: Méthyle.

Deux techniques analytiques ont été employées pour caractériser ce com’Wos® ZDE S o D/ X [uv
% ESU o[ v oC- %o %o ES RIMIN'H et de9 éspériences COS¥té réalisée. Le spectre
RMNY, } « EA 0 *uUE o[ A% E] v K@mmé\xj@nce la @nplexité
des spectres obtenus pour ce composé, qui ne peuEét v oCes <<u % E o0 1 1« [ A& %o

}u%o u vs J& ¢« v ZDE 7T X > ¢ vv}s8 S]}ve }EE *%}v v8 o §SE] ps]

a un méme glucose, ce travail ayant donc été effectués sur les 7 unités glucose différenciées par le
groupement porté v %o}e]S]}v 00X /0o 8§ VIS BE <Uu %o}UE % Eu SSE o S

E% E]vVv 1 ~dK 2*zU ;Y U ,D +}v8 8§ E o] X [ USE % ESU o]

pour observer les corrélations dipolaires entre deux unités glucosidiquacewties, offrant la

possibilité de déterminer la séquenceBAGD-E-~G représentant chaque sucre différen¢ichéms

E’.
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Figure 18: Extrait des expériences RMN (600 MHz, £B300 K)réalisées pour caractériser [&€CD heptadifférenciée
expérience COSY annete EE *%}v vS o *¢]Pv S]}v ¢ ¢]Pv uA& u Pop }- % }ES v§ 0 PE}IU
[116].
(Jv [} 38 VIE pv % E pA  }u%o u vs |E §S ne éude par MS]a o %0 E
P ouvs § VEE %o E]e X [UV % ESU o0 u epdecordavec laumesse% E |-

théorique de ce composé, de formule brutesdi760:0S (4=-T1 XT %o %oUeX [ USE %o ESU pv

fragmentation MSa été effectuée afin ddéterminer la séquence des glucoses différencigsiguare

CE % E v o[ vv}S S]}v E o]e +pu]s UV 2UE IR U] 2SS V& }ve 056 YvWDE o
% E vS ~] ] o[ )6t &abserverdeons générés. Il est notable que le spectre généré
Ju%}ES pv PE v <M VS]S§ [IJV(}EuU S]}veU }EE *%}v VS 1(( &

analysée, parfois sous forme monbargées et / ou dchargées. Par la suite, les analyses pat, MS

MS, MSetMS }vs § & o]  (]v § Gu]v & of ((]o] 8]}v * (€& Pu vs¢

fragmentation séquentielle consiste a sélectionner un ion et le fragmentef)(Mdis a sélectionner
un fragment pour le fragmenter a son tour (RiSetc... Ces eériences ont apporté, par la

fragmentation séquentielle de la CD avec 7, 6, 5, 3 et 2 sucre§ (WS MS, MS et MS
E % S]A u vieU 0 % E pA o[ ((Jo] 31} Figwel?FDePpJusgc%[-\}nuCEJA ¢« suE

61



e JV(}EuU 8]}ve } S VU « %o E 35 o E] [ E% E] v 8§ }Z E v A
ZDEU %% }ES vE uv % E HA <p% % 0 u vECD@Geptadifiéfenciéers]}v §%

§S§ E 3§ EJ]* 3]}v [pv  E]JA exempledéhontrantque Va caractérisation des

e % U3 [ AE E ]J((] Jo U v}3 uu v8 % E ZDE v Ea]le}faible o % E:
dispersion spectraldes'H des unités glucosgui en résulte. Pourtant, un cas complexe comme celui
présenté ici permet de mettre en évidence que cette caractérisation reste atteignable,
particulierement grace a la complémentarité des expériences RD & la combinaison de plusieurs
§ Zv]<u ¢ [ (REIGetMS)

Figure 19: SpectreM& o[ H]S €BHmkz,k390.0352 de la tCD heptadifférenciée, annoté des structures
JEE *%}v VS e PAE U ¢ ¢ %E ]Je e U *PE X ES ]V » ¢SEU SUE * *}VS % E VS o
leur forme monechargée et dchargéelssue dg116].
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1.2.2. Analyse des CDs en mélange, modifiéessétectivement

A contrario, [ v oG+ CDs modifiées negélectivement etobtenues sous forme de mélange

JU((E [MV U vep A 0}% % u vs wne@ikdqe Xzentet ¢dll.datant de

2016 rapporte le nombre de publications relatives aux cyclodextrines dans le domaine analytique :

Environ 5000 traitent de l'intérét de CDs pour améliorer la séparation de composés grace a leur

capacitéa différencie les énantioméres eB000 concernent I'analyse des complexes d'inclusion. De

maniére trés contrastée, uniquement une centaine de publications étudient la mise en place de

méthodologie pour la caractérisation des ¢Dik7]. Ce bilan permet de mettre en évidence le manque

de développement de méthodad'analyse des CDs elle®mes, pourtant nécessairecantrbler leur

composition dans le UuovP ¢ }u%o £ X Mi}pE [ZU]JU <« u 0 VP o e 3

la SBE }u o [CVYsont définis par leur degré de substitution (DS) ou DS moyen, correspondant

respectivement au nombre total de substituangreffés ou du nombre moyen greffé par unité

glucosidigue. Ce moyen de contrdle est notamment indiqué dans les différentes pharmacopées
nuS}E]e vi€De{laV8BECD (Pharmacopée européenne etéricaine)

Plusieurs études ont été mengafin de déterniner si le DS des mélanges a une influence significative

lors de leur utilisation pour la formation de complexe[Jv ops]}vX A1 v8 & }ooX }v3 JvA «§]

solubilisant detCD méthyléefMe tCD)de différent DS la CRYSMEB (DS faible), la RAMEB{yen),

la DIMEB (DS = 14, en position 2 et 3, a différents taux de pureté) et la TRIMEB (DS = 21). Il en est

E **}ESJ]U % E « o[ SH %oOUe] HME* }u%ol}e U <o o (( S *}on ]JOo]e VvS§

Sv v %0 % & vS§ U un| efiet sibubilisant §énéralement moins fort de la CRYSMEB

[118].

hv « E] HAE Sp U Ale v§ § Bu]l]v E % & /d o tCDlatdé vS o [ -«
o[,tw Aariables A J](( & vSe » bitiaifes 4 été réalisée par Holm et c{il19,120]
>S[ S A o0 Wt ule v Al v <<g o ~ulCv (( & <]Pv](] 3]A u

[ e} ] 8]}v A 3}ue o+ JvA]S§ e Sp] U 0o 3Sv v § v pv  Ju]vp:
o[ uPu v8 §]}v un viu &E [ZzC (EE@%UB})%&G;%XPE-(GE *HOS S o[ Sp
réalisée &ec les dérivés méthylés sont plus nuancés. En effgfjgare20((b) ne montre aucune

Sv v (Jvl & o] v8 o ~u}C v 8§ o }vesS vBeplissles dasdésacidest E X

taurodéoxycholate|Figure 20| (b), ronds pleinskt glycodéoxycholatdFigure 20| (b), ronds vides)

illustrent la diversité des affinités enfo8d}v ¢ 0}Se Dt X v ((SU o }vesS vs [
v§E o[ ] S uE} }AC Z}o§ S puv Dt NUulC VI EGIE e <UDy oS
e }v 0}3 N % @E}Z uv o[} 8 vi]}v [u\ﬂ@l(bﬁencad?é)i.ium

} » EA S]}v v o}PU 8 E u E<Hh 0 %}pE ¢ PAE Iu%ole o V %E ¢ Vv
de 2.1[120].
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(@) (b)

Figure20W D euE& % & /d e }jveS vS o [ e} ] S]}ve e o0 [ ] S UE} Z}o 8§ ~ EE %
taurodeoxycholate (rond plein) et glycodeoxycholate (rond vide) ave®dé&s 1(( & v8e 7 wCpJayet deW
MetCD (b).>[ v & us v Avs o 1(( & v }vesS vS§ [ e«} ] €D au DS qHasimgnE 0}Se |

identiques. [ %o 19,120]
§§ J(( & v [ ((Jv]S Vv %o WS o[ A %o o0 ]iop diférepte 8 cas deux lotbueho } ]S
Dt U <u] v[ *8 % ¢ % E&J]e Vv }ve] & S]}v o}E- o[us]o]e S]}v pu ~ U

E S E] S]}vX v (( 8SU viu E p- }u Jv JelveU |nheder & ¢ v}S ul
o[} § v8]}v A geinBlates.
>[ v oCe § 0o uovVvP eU }Ju%o}e ° *SEU SUE *» % E} Z * u ] P owu

DS est un réel défi analytique. Les études décrites précédemment mettent pourtant en évidence
o[]Jvs E!S E § E]- €& e U o0 VP de Igdistributior} d%OS BSlh}natlire des
composés, affecte directement leur propriétés physitimiques.Quelquesétudes ont été publiées

A o[} i 8] lu o E U Vep u Saht 13 RMN] lachrdatasanidhie da

spectrométrie de masse pour caractériser au mieux ces mélanges.

[.2.2.1. Analyse par RMN

La RMN est une approche qui a été reportée afin de déterminer le degré de substitution de certaines

e u}J(] = v uovP U tChv&t m[Mg X >[ Spu ,Jou § JooX ]e p

précédemment a notamment caractérisé par RMN le DS de toutes le€MeitiliséegTableau7
[120]. Sachant que les signatix » J(( & vSe ~ § Je}u E » *}VvS eu% E%}e cU 0]
e U 0 PE %% E} Z § Eul]v S]}v H N }ve]es Jvs PE E& « °]
P o ieU § [ uSE %desmdtreqsigmaux mcluantlesCH>[ &S []vS PE S]}v } §
sur cette zone comprenant les H2, H3, H4, H5, H6 ¢t @H o A o P& []vs PE 3]}v §Z }E’

CH (i.e. 6) permet la mesure directe du DS moyen. Comme observé|$ableau7| les DS calculés

*}vs o[} E& & u A les/fogimnisgeuis eifférenciems lots utilisés. Néanmoins, la
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%0 (E ]']}V } [ vV H %0 E X %o%oCE} Z *S %o Hoe é]'( ]' vs U '[ /CE%OO](l
largescomprenant de nombreux signaux et correspondant sans doute a une grande hétérogénéité de

structures.

Tableau7 : Degrés de substitution moyen (global et par position) de différents lots d€EMe § Eu]v % E an[]vS PE §]
des’3CdesCHJ 0 * %o E}% }ES]}Ive } § VR » }vS S UupOS]%{I2P] » %o E 0 ™ u}C vX [ % E -

Me tCD DS annoncé* DS mesuré (RMRH) DS (02 DS (03) DS (086)
0.6 0.44 0.38 0.19 0.10
0.57 0.63 0.52 0.12 0.05
1.2 1.03 0.59 0.33 0.25
1.8 1.50 0.63 0.37 0.67
2 1.90 1.00 0.09 1.00
2.16 1.95 1.00 0.12 1.00
3 2.99 1.00 1.00 1.00
(a)
(b)

Figure21 W "%, SE& « ZDE vv }(€Dde@S/mapen de 0:65pectre'H (a) et spectre DEABS (b). sub : position
el 318K V Z W %}]8]}v A}]elv  [|i20]ep S]SUS]IVX [ % GE o

Cette équipe a également approfondi la caractérisation de ces mélanges en déterminant le DS des

positions 2, 3et6delaMe X [pv % ESU o ~ Vv %}e]S]}v 1 s § EBu]v F
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[JvS PE S]}v <« uA&E <]Pv ré2 1iga)f 1 signalléblindé correspondant aux H1
A}]elve [V ep *3]3usS]lv Vv %o }e]134TVvEXP G |EEorm¥spdadadt aux GH
déterminés liés en position 2, 3 et 6 par des expériences 2D (HSQC et HMBC), a é&éatifisé

déterminer lesproportions de position de greffaqGinge 21|(b)). Multipliée par le D#oyen, cette
%o E}%}ES]}IV % EuUu S o[} S vS]}v HU N suE Z <u %o}e]S]}v PE (( P
]Jv ES]Su e+ 0] ¢ pUAE (( S+ EK o0o}E-* B U[lovS Pulao SEe}ve]PO[IVE PE §

mémes groupements chimique(ici CH) diminue cette incertitude grace a un effet NOE semblable

[121]. De plus, la mise en place de séquences RMNcpu v3]3 S]JA o % us !'SE ssusdo]e %o} p
o A o] ]38 o[]vS PE §]}vX D oP E*CaesknéiyiEs|gréfiés err pegifon 33 £
3 ou 6, cette approche a permis de mettre en évidence des différences notables de DS par position

entre les lots de MéCD, notamment un DS non négligeable en position 3.

}Jv. EvV vt o W[ %% E} Z % E J]vd PE 33pn RMNH ESiplys/Bbyste. EhA
(( SU o[]vs P& S§]}v e ,i ]e}o0 s»des group@mers hydEoxypropyle, également
isolés, @rmet la détermination du DS moydRigure22fs X > « 1}v « []v S0l @Ett&hpnt

E «SE& ]JvS « ve 0 tCDeen compavdison des MED présentés précédemment, limitant
ol EE pE pE o An(d2pIE []Jvs PE 3]

Figure22: Spectre RMMH (600 MHz, 8D, 166 <- tGID,aNnoté des intégrations utilisgmsour calculer le DS de ce lot.
[ % @22].

Contrairement aux MeCD, les groupements hydroxypropyle o[{@®D ne permettent pas

o[} « EA 31 différenciables par les expériences RME a une dimension, seules des

} o« EA S]}ve <p 0] 8]A ¢ % UA vE ISE } & vp eX Al vd § }ooX }v
o [péEence 2D HSQC éditée (D¢t QC) pour observer les variations de déplacements chimiques des

13C des positions 2, 3 et 6. Comme observé skigare23| cette équipe a attribué certaingaches de

corrélationsH*  HUAE %o}e]S]}ve o ¢S]SHU U 0 ¢ %}e]S]}ve T &£Dde DS o .

moyen 0.84[122]. Les carbones porteurs de la substitution sont ghélds, permettant leur

différenciation des positions nesubstituées.
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Figure23: Expérience RMN HSQC éditée BEBT600 MHz, PKU 1606 <<t O[,W}S o[ $S@Edchesflgv -

JEE o S]}vX ep W E }v %}ES PE [UV PE}Iu% u vS ZC E}AEC% E} % Co X >[ v E u
Y% %o}e i VE ES3 Jve *[RYUEX [ % E -
Néanmoins, malgré des signaux % &3] oo u VvS$§ JvA}opu « PE aC,ii} et o Ju
notable gqe de nombreusesaches de corrélation, dont certaines attribuées aux unités substituées,
ont une intensité faible. De plus, le caractere phasé de cette expérience amene une ambiguité lors

[uv (}ES % &} A |ufathesds GrrélatiofEde phasepposéed Figure23| encadré).

e UAE A U%O0 * *}vS JoOOu*SE S](° o] % 15 <u[}((E o ZDE %o} pC

uovpP - E]A - U }vsS o] ((] 185 8 %o v figakion chimique s E 0

et du mélange. Malgré une caractérisation avancée de lda@De incluant la détermination du DS par
position, cette technique analytique ne peut permettre de déterminer la contribution des DS dans le
DS moyen déterminé. Afin de répondrecétte problématique de mélange qui limite les capacités
[ voCe e % E ZDEU o[pS]o]e S]}v usz} o« ZE}u S}IPE %Z]<pu

constituants de ces mélanges de CDs a été investiguée.

1.2.2.2. Analyse par des techniques séparatives

Des 1969la mise au point d'une méthode d'analyse de mélange des CDs naturelles a été publiée,
% EU S5 vS 0 * % & S]}v § o du os)(] 3]puarehranpatographie gazeuse
(GC). Afin d'étre analyssépar GC, les CDs doivent cependant étre dérivatisées au préalable afin de les
rendre volatiles[123]. En 1993, une équipe étudié la capacité de la GC et différentes colonnes
chromatographiques a séparer les constituants de différents mélanges de CDs modifiées (méthylées,
éthylées, alkylé®). La séparation obtenue des composés synthétisés daums l&boratoire est

satisfaisante, et ce méme dans des mélanges complexes reconstitués de dérivés atiges@D et

\CD|Figure24|(a)). De plus, la réalisation de purificatse pics isolés par chromatographie liquide,

67



suiviesde leurs analyses par Gdfteste dela présence de plusieurs composés, indiquant quehkse
gazeuse offre une meilleure séparation des dérivés alkylés de CDs que la phase liquide. Néanmoins,
o[ v oCs ZD Juu E ] o Vv % Es Sontliions) chrAmatograpdioe

o[} § v81}v [HV <« % E S][Rgdre((@)[t24Vvs ~

(@) (b)

Figure24: Sépaation chromatographique en phase gazeuse (colonne 13m*0.27mm, phase stationnéii foYbsilicate
revétue de méthyle phényle polysiloxane). (a) Température3880C, 3°C/minV ¢ % & S]}v [Uuv u o VP & }ves]Spu
E]A « olfCdJe [t SCD: iy hexakis(2,38ri-O-ethyl} r  \2, hexakis(2,3@ri-O-propyl} r \B, hexakis(2,3,6
tri-O-methyly r  \4, heptakis(2,3,8ri-O-pentyl} t \b, heptakis(2,3,8ri-O-ethyl}-t \6, heptakis(2,3,8ri-O-propyl}t V
7, heptakis(2,3,8ri-O-methyl} t D;8, heptakis(2,3,8ri-O-butyl}-t \9, heptakis(2,3,8ri-O-pentyl}t M0, octakis(2,3,6
tri-O-ethyl} v V11, octakis(2,3,8d-O-propylrv V12, octakis(2,3,8ri-O-methylfv X ~ ¢ d u% E-FQE, idi
2°C/min: apres triméthylsylation, analyseg[gtv  Z D }uu E-7MdetDS 1.8 (Wacker) (haut) ou synthétisée par les
HS HEes ~ e+ XL24] % E -
Afin d'améliorer la séparation chromatographique, en phase liquide, des CDs naturelles et de leurs
dérivés, ledéveloppement de nouvelles phases stationnaires dédiées a été entrepris. Développées sur
la base de modélisati@moléculaires, ces phases stationnaires comportent un groupement phényle
en bout de chaine, lié a une fonction carbami@ette phase statioraire a pour objectif de permettre
WE o (JEU E + }u%o A ¢ []Jvo pe]}v A o0  RAEGH&JEs VEe %o Z
liaisons hydrogénavec la fonction carbamidd\ titre indicatif, les analyses reportées permettent de
séparer les 3 CDs natues avec I'élution de tCD dans le volume mort, suivi deMaD puis de [d4CD.
Cet ordre de temps de rétention est exwcordavec les constantes d'association de ces CDs avec le
groupement phénylg125]X E vu}]JveU 0 ¢ ¢ % E S]}ve % E « vS e« ¢« u 0o vS ((]
UoVvP ¢ ¢Ju%o U 0}Ees <u 0 * u 0 VP «tCDwtda RAVMEBShesontgueo [, W
peu résolus.
Le caractére ionique des dérivés de CDs sulfoalkylées a motivé le développement de méthodes

chromatographiques en phase liquide basées sur la charge des molécules analysées. La
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chromatographie HILIC a montré une bon %o 18 + % E 3$]}v ICD et@Ed€D, |
sulfoalkylées (DS compris de 1 a 14, gexfién position 6) et diméthylées en position 2 et 3. Les
dérivéspartiellement sulfopropylé en position 2 et 3 (libres en position 6) sont également séparables
par HILIC en fonction du nombre de groupensegreffés [126]. L'utilisation de la chromatographie

liquide échangeuse d'anions a également@étgisagégour la séparation des différents DS, le nombre

de groupemens sulfate influemcant directement la rétention des compos@siqure25) [127]. De

maniére analogue, l'utilisation de I'électrophorése capillaire a permis de correctement séparer les

différents degrés de substitution de la SIBIP[128].

FigureZSW N % E S]IV % & ZERIVEPE[WEve [ ¢ J(( & vSe N }viGDipeithoten o 7

Al v o J(( & v NulC v vSE WA Z vS]oo}veX '"E ] vS o]v JG&E i u>lulv
HKI E 6iliisW ~iii uD § § [ .OWAPN {a/20),,100:(0min), 0:100 (35 min). Colonn&ydac 302 IC

lopuv ~TATZOXO uUrA] [ % E

> <u 0]8 e % & S]}v } S v % E o SE}]e S ZV]<H o o % E S]A o o
[uv « E] %] * }EE Sowespdndatiboalk diffdrents DS. Qesultats semblent

donc indiquemque le caractére discriminant, par ces techniques, est le nombre de chgiietéedi.e.

le nombre de charges négatives liées aux sulfates). Malgré leur capacité a comparer diftdsesits |
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aobserver des différences, la position de greffage ou la stéréochimie ne peuvent étre difféeenciée
% E& ¢ 5 Zv]j<p e [V O0Ce U Z}Jvf VB pv GERo3]Sp pogdibles E -

}v. &Ev vS8 o[ v oC-~ + tCD méthylées, Elfakat coll. ont fortement contribué au
développement de méthodes chromatographiques en pHagedeU }vsS o ((] ]S simfle «+ o
différenciation des DS. Parmi leurs premiéeres études des méthodes d'analyse des CDs méthidées, cet
éguipe a mis en évidence l'importance du choix de la colonne utilisée pour séparer au mieux les
composés d'un mélange complege CDs méthHges. En effet, le % de carbogeeffé, le % d'end
capping des silanols libres et les dimensions (longueur, lartglie des particules, des pores, etc..)
sont autant de paramétres influencant la capac#ééalutive des colonnes en phas&erse pour cette
application[129]. Les conditions chromatographiques ont aussi une importance significative, cette

<U]% C vS Uu}vSE <«<pu o[uS]o]-2G/NON ebple pluscefficace pour la séparation
des constituants de la RAMEB. La températdeela colonne est également un parametre dont
o[]Jv(op v sp&E o %0 1S * % E S]}v S ]JvS E e+ vS X v ((SU o
essentiel ayant permis la séparation de la;Me [ ,evMess tCD lors de l'analyse de la DIMEB par

ZE}IU S}PE %Z] o0]<u] V %Z * JVA E« X /o0 § uj}vsSE «u[ OIf£ U
& *}ope S <g 00— pPu vs §]}v 0 S u% & SuE OIE % (Eu S - u o]
un retour a la ligne de ba@(a)).

(a) (b)

Figure26: Analyses par chromatographie liquide a phase inverse (colonne Halo C18, 50 mm * 4.6 mm). (a) Séparation des
constituansdela DIMEB (0.3 mL/min isocratique®ACN, 64/36) a différentes température$0°C (haut), 50°C (milieu) et

OIf£ ~ eoX ~ o v 0Ce @CHBGffranfyrvproil chromatographique (2.4 mL/min, 60°C, gradient linéairgd3 (H

: B (ACN)95:5 (0 min), 85:15 (5 min), 85:15 (6 min)). %o E ¢ €iiieX
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D oPE uv MPu vs SJ}v. 4 S U%o- E S v8]}vU 0o 38 u% e+ [V 0oC-

o[ pPutiesdu débit sas affecter la résolution entrees pics, offrant une analyse rapide (< 10 min)

et efficace pour le contréle des lots de DIMEB et de RANI&H. LaFigure26((b) correspond a la

e % E S]}v e }ve3]S{CDra¢ D$de méthylation faible, mettant en évidence un profil
chromatographique plus détaillé que ceux obtenus pour la t8BEou la RAMEB discutés

précédemment.

>[ ve u o e uSZ} o ZE}u S}PE % Z]<ph o ] uS <« ] ] A%O0}]S vs

comme le détecteur évaporatif a diffusion de lumiere (DEDL) ou la réfractométrie (dans le cas de
méthodes isocratiques), apportant une information uniquement quantitative. Afin de déterminer le
DS des pics observés, il est alors nécessaire de procéderétape de purification ou de disposer de
témoins isolés. La spectrométrie de masse est, dans ce contexte, un outil analytique performant pour
§ Eul]v Eo " [uvu o VvP E]A - U % E o[ v oCs ]E 3§

avec des réthodes chromatographiques.

1.2.2.3. Analyse par spectrométrie de masse
[.2.2.3.1Analyse directe

La MS est un moyen rapide et efficace pour définir le DS de CDs substitutésslexivementpar

la mesure directe de lamasg®e/z) ¢ }veS]Su viee o[MP X > u pE o[]JvS ve]S

ullfu ee} ] HV U % @&u § o[} S§ v8]}v H 2 u}C v puovP Jve] <u

u |

%oopeU ]JoO § u}vsE «<u o-psS]o]e 8]}v J(( & v8 « A}] » —]}v]e 8]}V ¢

(Atmospheric Pressure Chemical lonization) méne a la détermination du méme DS moyen, dans le cas

de la RAMERL31]. Cette approche permet donc d'obtenir sans séparation chromatographigd& le
moyen de lots de CDs méthylépmis aussi €s HRCD ou ds SBE X >[ Su et}aolh
discutée précédemment a également déterminé le DS des différentefCMeutilisées paMsS, a

travers une ionisation par MALDI. Les DS moyens obtenus par cette méthode sontaatbaavec

ceux annoncés par le fournisseur, avec une précision supérieur@o } S VU % & o[]vsS PE §]}

signaux en RMRH [120].
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Néanmoinsdansune seconde étude de la RAMEB par MALDI, il a été observé que le DS moyen obtenu

était dépendant de la méthode de préparationdo[ Z v 3Figurg27){132].

(@) (b)
Figure27: Analyses par MALDdK & [pvtiCD }v8 o[ Z v38]oo}v sedbn deuk ntéthdHes. (a) La matrice est
%ote U o Z U %p]e of Z v®00}¥%}te DUE 0 %0 <p X ~ o > u SE] § o[ Z vs8]oo}v

mélange est déposé swr %00 <p X [1B2%o CE -

Wouessidjeweet coll ont également observé un effet des conditions expérimentales sur la mesure de

0 & %}ve J](( & vSe Je}u E - t U%Z]% Z]o U pu BB * % &E
v (( SU o}E&- diref¢tevdlumElange par EBIS,le solvant de solubilisatioffFigure28|(a))

ainsi que le débitRigure28|(b))influencent directement et différemma la réponse des constituants

Il est notable, sur |&igure28|~ «U <p o "~ o0 po O}E- o[]Jv(He]}Vv H u o vP IRY;

S J(( & vs op] Ti ...>lu]lvU v}$§ uu vs o[]}v ull i0id ~ }JuE
impliguent que les distributions de DS observées peuvent étre biaisées sedonotalitions

E% E]Ju vS 0 » 0} E-" o[ v oC- uovP e u} J(] * % E D™U S v
MALDI que par ESI.

(@) (b)

Figure28 W /v (o v ML *}oA vE ~ ¢ § 18 ~ o [Iv(§]guvvepeE[pVv @& G} }VvsS yves [(( E
DSde Gt X [ %{IB3]s

Le facteur réponse des composés ainsi que les compditiph}v]e 3]}v % HA vs I13E O[}E]F
disparités observées en forieh de la préparation des échantillons ou des conditions opératoires. Une
solution envisageable pour pallier ce probleme est de coupler la MS a une méthode de séparation afin

ul]vjule E edin@@idngddes échantillons et de standardiser les camuiitde solvants.
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1.2.2.3.2. Couplage a une méthode séparative

Le couplage des méthodes chromatographiques avec la spectrométrie de masse représente un moyen

vV oCS]<p % ES] po] & u vs ((] %0 }pUE O E S E]e S]}v * U 0\
PE} o u 8]J<pu s A}cp o }v Ev vi o+ A E] §]}ve ( 8§ UE+* E %}Ve * 0]
sont minimis@« P & 0 * % & S]J}vX [ USE % ESU SS S S]iv }((E
pics chromatographiques a un DS grace a la mesata ohasse précise. A titre illustratif, les méthodes
chromatographiques développées par Elfakir et coll. pour la séparation des dérivés méthylé€EDe la

}U% 0 ¢ 0 <% SE}u SE] U e % EU S [ %% E ] & 0 }u%o A]S

En effet, comme observé surllldgure29|(a), la reconstitution du courant ionique correspondant a

chaque DS meen évidence une forte dispersion des temps de rétention entre les isoméres de méme

DS. Il est a noter que cettspersion ne peut étre détectée } E » o[u8]o]e 8§]}v [uv WuSCE

dans la mesure ol une @dution de différents DS est présente |Eigure29/~ « % Eu § [} « EA E

que cette observation est valable tant pour les lots faiblement méthylés que pour ceux fortement

méthylés.
() (b)
Figure29: Analyses par LESIMS (céonne Halo C18, 50 mm * 4.6 mm, 60°C, solvéhK ~ U E~+U A Aub [ &5
[ uu}vlpue u@D e différents DS. (a) Bas DS{Mey), 0.3 mL/min, gradienA:B 95:5 (0 min), 85:15 (35 min),

85:15 (45 min). (b) Haut DS (dde1s), 1.2 mL/mi, gradient A:B 80:20 (0 min), 65:35 (20 min), 65:35 (30 m[n)%e G « €iiieX
La fragmentation MS/MS est également un outil complémentaire a cette séparation couplée a la MS.
Dans le cas de l'analyse de différents lots de DIMEB, la MS/MS est l'outiliarealigtéal pour
déterminer si la méthylation est homogéne sur chaque sucre ou non. En effet, {atQe
correspondant au produit attendu (heptakis(2J6O-methyl)y tCD)génere uniqguement des pertes
successives de 190 uma correspondant & un glucose diméthylé désh@ (). A l'inverse,

si la méthylaibn est hétérogenela perte correspondant & un sucre monou tri-meéthylé peut étre

observé& (176 et 204 uma respectivemenffFigure 30| (b)) [134]. Couplée a une méthode

chromatographique, cette approche permet donc de discriminer les deux isomeéres gdaQde

observés sur |&igure30|(c), le pic majoritaire correspondant a la diméthylation homogéhest a

vi§ E <p ¢ pyo o ZDE % CEu 8 ]1(( Ev] & o [D [UV Je}u E }vSs
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en positon 3 et 6 (au lieu de 2 et 6), grace a une conservation de la symétrie uniguement dans le cas

de la DIMEB.

(@)

(b) (€)
Figure30 W "% S E (& Pu vs §]}v D~ID~ [pv /D }vs o N eSowhaiérBgéne @LE Z <p e}
[ %o (B34].(c) Analyse LESID~ [uv /D ~ }o}vv , o} i6U fi uu Z 8X0 uuU 0i£08 }v ]8]}ve
mL/minHKI E 08170 A A uD [ 3§35 [ uulVl3oleX [ % E -

hv USE %% E} Z E %}ES % E "~ v§ &DlpaoXéthpuolisedion afinP E &
[} SVIE 0 ep E s 0] E* ZC E}ECH E}%C0 » S u SZCOo ¢ V %o}e]?
[, WCDs deviennent des mélanges complexes de sucres libres hydroxypropylés, limitant le nombre
[JeJu E + } « EA o0 +X ce[mélan@esde produit de dégradation par chromatographie

o]<u] } U %o 0 o D™ % Eu 3 § Guljv E J* <p o *S0 ~u AJu o %o

une séparation chromatographique intéressante isolant chaqué-igBre31). Cette étude a permis
% E}UA E < Ve 0O tCD[ gevD8 nSoydn W39 (haut DS), certaines unités glucose
%} ES vE d PE}P% U Ve ZC E}LEC% E}% C0 U %%}ES vE uv % E pA
PE (( » o}E- 0 e« Ct€B dehaut D8ENtENt ces dérivés particulierement hétérogenes
[122].
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Figure31l: Analyse LESID” [pv Z w&] a4 v}o]-tCD[d&DS de 9.7. MeGieplucopyranose méthanolysé. HP
Hydroxypropyle. [ % E ¢ €iiiX
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1.2.3. Conclusion

La différence dstratégiede caractérisation pour les CDs naturelles etdelérivéspurifiés [uv % ESU
et pour les mélangede dérivés de CDs[ pS E e%bn@able. Laelativefacilité de caractérisation
Ju%c}e ¢ %UE*s % Eu § pi}uE [Znmpressioreitdbase de [ gonnées des

caractéristigues de€Ds naturelles. De pluss nouveaux dérivgsurssont eux némele plus souvent
correctementcaractérisés (stéréochimie, position et nombre de greffag€oncernant les mélanges
de CDs obtenus par voies neélectives, seule le degré de substitution est généralement recherché,

0} &+ <«u[]montréda présencale nhombreux isomérepour chaque DS. Sachant que chaque
analoguepossede des propriétés physichimiques spécifiquesil semble important de pouvoir
définir si, lors de la réalisation de syntheses4sétectives, la nature du mélange obtenu est répétable

S E % &} H S]] oU vs§ E&u ANule Pouvs []elu E] X
La mobilité ionique a apporté de nouvelles données expérimentales permettant de mieux
appréhender le compoement des CDs naturelles en phase gazeuse. Néanmoins, il est notable que
cette techniqu * % & S]A V[ % * & /E%0}]3 (Jv [uol]}& E o E 3§

E]A - oX >[ i}usS [pvVv Ju ve]}v * % E S]}v e} ] 0O u - uCE

intrinséque, autorisant une comparaison avec les modéles théoriques,déaitette technique

[ voCe pv }udlo % E}u 853 PE %}pE u 0]}E E o Vv]A E 3§ E]-
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|l. Résultats et discussion

>[ e v8] 0 <+« SE A pA&E E]8e 5 ]o ud e« :ve Z %]3E

11.1. Apport des cydiiextrines a une formulation orale liquide du carvédilol
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1).
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II.1. Apport des cyclodextrines & une formulation orale liquide du carvédilol

11.1.1. Introduction

Le carvédilol dsune substance active décrite pour la premiére fois en 1984 (source SciFinder), le
reportant en tant quesubstanceutilisée % }uE SE ]S E OlZT % EE& MYV cClasZ S]«pu U

premiere voie de synthése a été brevetée en 19B%6], décrivant la synthése nestéréospécifique

menant a la formation de la forme racémique du carvédilol et de ses d¢Bebginal).

Schémdl0: Voie *Cv3Z o }E]P]v o pn @] Jo}oX [ % E -

Le nombre de produits secondaires formés etrédmdement de cette voie originale ornnitié la

E zZ E Z VILA 00 * A}] - *Cv3Z + 038 Ev S]A e v Au [uo]}E G
aboutissant & de nombreux brevets. Parmi ces derniers, la voie de synthése décrite marddim

permet, via plusieurs étapes de protection/déprotection, la synthése stéréospécifigue amenant a

o[} § v3]}v o[ v soshaitée & ou S* [138]. Malgré cette possibilité le carvédilol est

néanmoinsactuellement commercialisé et administré sous sa forme racéniit@).

Cette substance active a un intérét tout particulier en lien avec sa structure, repééssur [ESchéma

dans la mesure ou elle présente une fonction-amidante,t- o} <y vS -bldgquante[140].

Schémall: Structure du carvédilol annaéles descriptions des fonctions chimiques et des effets thérngpestassociés a
Z <4 % ES] 0 u}o[14@ X [ % GE -

Laprésencedec SE}]e %o E} % E] S ¢« 1 ¢ ]Jv [V ulu *SEWUN SHE S -+pue ]S
rechercheU (]v [ Aews ifBuencessur les mécanismes cardiovasculaires et les cellules

cardiaques, et notamment dans le ahstraitement des troubles cardiaques légers & mod¢idd ].
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Cette substance active, classée BCSZI1 o[ Wo3*3 pv u} o Z}|AE % }pE of S}t
interactions avec les cyclodextringst2]. En effet, La présence de deux groupements aromatiques (la

partie carbazole et méthoxyphenyle), son caractereeraique, basique, sa faible solubilité aqueuse

~C 1A [14Bletsa |} J*%o}v] 10]S[137C<ufi9vw tuo (}vs o[ Su «Jvs & 3]}

Carvédilol un enjeu particulier. Enfin, le & 0}% % u v3 [pv (}Eupo 3]}v o]<u] ]
% & * vS uv JvS E!'S [ %%0] ]0]8 %o E ¢ %oE& ¢ V Ve 0 ¢ o}]ve
e}v u8]o]e 8]}v & }luu v Z1 o[ v(VS %}uE o SE ]S u vs e SE}}
modérés[144,145]

>[ S ol ((] 18 e o 3 (E f9athfE $nais pnncipaleméstdpour la formation

de complexs o[ § S <}0] *S]v S]}v [upVv uJv]sSE 3]}v % E A}] }E

o[]JvS CE!S ¢ o ¢85 % E]V |% o0 u vs [ pPu vsS & o ]v [69,446] ]Jeelop
Pour cela, plusigrs méthodes de préparation sont reportées, telle que le pétrissdijé7], le micre
onde[148], la lyophilisatiorj149], la ceévaporation[150], co-précipitation[151] ainsi que le sechage
par atomisatior{64,152]
> e« }u%o0 £ + []Jvope]l]}v p EA ]Jo}o . *« }vd P ouvs §
principalement en présence diCD etde sesdériw ZC E}AC% E}% C0o ¢ S u SZCo X >[ (
} e A 3 u} E S 0° A% E]V e+ o}JpuA vE E 0] ¢ Ve 0] M %ouE
Pour une concentration de 10 mM en CDs, le carvédilol est solubilisé a hauteur d142®00 .M
respegivement en présence de § [tW ve o u[¥%3]@ources deux méme CDs dans
le méme milieu, « A 0 pEe+ ]J(( E vS * }vd & E % %}ES U u}viaa@® vs pv ((
moins fort que latCD, qui concentrées a 2.5 mM ménent respectivement a une solubilité du carvédilol
de 57.7 Met62.9 .M[154]X hv upuSE Spu & %o % } EED permét delxolyhiiger 35
.M de carvédilol, soit une valeur équivalente a sa solubititinséque, mettant en évidence une
]*% E]1S8 ol ((1 18 . e ve O[] U %U5EE La RIMEB monteS E SpE
PouvsSpuyvo P & ((835 <}opl ]Jo]e v8 ve ul]o] pPU % CEu 88 vS [ 8§85 v
.M de carvédilol pour 10 MM de GDBO]X Vv 8§ U%o}V %0Z}*%Z § ~%, CRPetnetdoi uD [,
O <}op ]Jo]e S]}v [iuD EA Jo}oU }EE *«%}v v pv (JES Z pee
en comparaison des valesritées précédemment, mais impliquant une grande quantité de[ChE.
> ¢ ¢8" Z]lu SE] ¢ ¢ }lu%o £ + E %}ES + J((E VvSE P ouvs eeo}vo
comme étant 1:1 ou 2:1 @Ccarvédilol), pour un méme systeme.
Ces faibles valeurs de solubilité et le caractere abiesdu carvédilol ont motivéertaines équipes a
JVA «3]1Ppu & o[ (( 8 M %, *uE o (}EuU 3]}v *  puclloonEéwudig]v ope]}v:
o[ ((] o]dbilisantede différentes CDs a travers des expériences de diagrammes de phases dans
%o0OUe] HWEe ul]o] LA %o , ] X wve §8 Su U Jo § u}vSE ««u o]

solubilisant intéressant sur le carvédilol, augmentant sa soluktitébsence de CDs a 17 mM. De plus,
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]Jo % Eu § o[} § v8]}v [ ((] 18 - Ju% o &£ S]}v ~ ¢« 0 A o VvV %E -
iX0T & iX01 E *% 3]A u v3 t@D% de SBED[157]Wéanmoind) o[ ] S]<u

*S MUV ujo] M £ opE [pv (}Eupo S]}v o]<«u] *S]v HV %o E]e %o
go(t et odeur de vinaigre.

§ § 38§ ol &S }v EvV vS 0O %% }ES . e su®E o -+}opu ]Jo]8 E
hétérogénéité des valeurs reportées dans la littérature. De plus, ces valeurs de solubilité sont un
Jv] § puE o[ **} ] 8]}v v8CE o+« =« S o0 EA Jo}o u]ev % Eu §3
concentration en carvédilol suffisamment haute dans un miiegeptable pour une administration
JE o [pv <}ops]lv Z 1T o[ v(vd 3 85 ]JPv o X v ((8U o }e [ VA]
HWAE E }Yuu v §]}ve A}lopu « []JvP <3]}v %3 o Z1 o[ v(vs u
[} S VIE pv «}ogad/Edilol concentrée a 5 mg/mL environ (12.3 mj#i34,158]X [ <38
pourquoi les objectifs de ce chapitre seront de déterminer si cette concentration cible est atteignable
grace aux CDs, via une étude comparative de différents milieux et CDs §8mvS o[} § vS]}v
données homogeénes. La caractérisation physi@] u ] < 4 * }Ju% o0 A ¢ []Jv ope]}v e E &
de décrire aux mieux les objets supramoléculaires responsables de la hausse de solubilité du carvédilol.

V(]JvU o[ %o %o} E 3us prometteusesdsiur la photostabilité du carvédilol sera investiguée.

11.1.2. Solubilité en milieagueux

11.1.2.1 Méthode de préparation des échantillons

Il existe différentes méthodes de préparation de solutions destinées a permettre la détermidation

o ¢}opu ]Jo]S [uv u}o pOo Vv ulJo]l u <u HAEU % E ¢ v§ VS Z puv e A

[159]X ve O E §§ 3Sp U o[} i 8]( -8 uuE&E €& S v3 o <}jou Jo
EA Jo}o <u o[ (( 8 *}op ]Jo]e v$ . U puv u 87} %0 @X %0 E ST}V

objectifs doit donc étre privilégiée.

Nous nous sommes orientés vers une préparation simple des échantillons, sans utiliser de procédés

Ju%eo]<pu vS % E A U%O0 e PE ] vse S U% E& SUE 1}t Z VP u v

(Iyophilisation, &aporation a sec) les cyclodextrines ont été dissoutes en milieu aqueux puis mises

v }vs § 0O °*Hd S vV §]JA 3u] X }v Ev vs o[ § 3 0O °*U S vV

deux solutions ont été envisagégdchémal2leX v (( SU 00 % us !SCE [UV %0 ES ¢

solubilisée dans un solvant organique volatile & une forte concentration, permettant ainsi son ajout en

<pv38]3 (J]o 38 %E J*U % E 0 u V]%pHo 5]}V rébabilités deS o[ pPu
E v }IVEE +«+ A o0 C o0} AESE]Vv * 0}E-" o[ P13 8]}vX [ USE % ESI
Jjuu E ] 0 % @& *« vs of[]vs E!S OJul]S§ E 0 * %Z Viu Vv e % E ]S

uniguement les éléments entre lesquels uneeir@Ection est recherchée.
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Schémd2 W Ju% E Je}v e+ u 32} « [i}pd B EA Jo}oU %E o o u vs }op ]Jo]e ioo u
sous forme solide commerciale (droite).

e MUE u 38Z} e+ VvA]e P eavalfol 3pus fopme solubilisée dans un solvant organique
S 00 % @& ¢ v3 v3 0 %ops [ A VS P U % Eu 55 v3 P o u vs o
]Jee}opusS]}v ve of B %o vV VS e o0 &]*S oo]v]s § []vsSed S]}ve ]v
8 IJvPX > Z}]A u *}oA v3 }EP v]<p [ 3 }E] vE A E- o[ S§}v
[ poo]&hJA ARAE <U e u]e]1]0]S8 o[ p S8 . % 18 *Jop Jo]e E
de 165 mM environ (détermination expérimile). Dans ces conditions, 30 de solution concentrée
en carvédilol sont suffisants pour ajouter une concentration équivalente a 1 mM (poug: anSvmL)
aux solutions aqueuses avec ou sans cyclodextrines. Néanmoins, il est nécessaire de détrminer |
AlS e [ A %}E 5]}V o[ S&}v ve o[ p (]v o[ eepE E <p 0o A}o}
soit au moins inférieur a 0.1L. En effet, la présence de 0. [ S}v ve pv Alopu A u>
[ B }v u]J&E 18 HV e}op ]Jo]e $]thautqur de@B&8 .Do}p ol S}v U uv
}v vSE S]}v }ve] & v Po]P o X §§ }v 18]}V v u}3]A o u]je
Iv §l«p o[ A %}E 3]}v o[ 3}V, - JE]A%E EoKDE PE §]}v *}v
}ve] & v3§ o urg€au temps initial comme correspondante au volume ajouté initialement. Afin
[} » A E <] 0 <pv3]8 [ 38}v itus Jv(opv o AlS ee [ A %}E 3
ont été testés, a 15L et 30.L, conduisant respectivement a des concentnasiadle 100 mM et de 160
mM (Mot = 2 mL et 2.5 mL) en phase aqueuse. Les échantillons ont été chauf@eC le temps de
of A% E] Vv %}uE ( A}E]s E o[ A %o }|EHgwé32 ¥a dininutioh progedsive u E o
o[]v8 Vve]E U %] JEE *%oWA VIS BJ% S & }v « Ao pE []vs PE
Al v *}v A %}E 3]}v P IUEe H S U%eU ipecp[.Lapréd}20umin E 3 v3§
[ P]S 8§]}vX 88 /A% E] v }v % Eule UJVESE & <pu 1T Z PE » <}

[ wejout initial de 30.> [ S}v U puv & p S]}tv e <«<u VvS8]S Ve O M iHec<
permettant de solubiliser seulement 1M de carvédilol, ce qui sera considéré comme un biais

acceptable lié & la préparation.
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Cependant, cette étude ne prend pasy  }ve] @&E 3]1}v o (( 8 <u % pHA vE A}|JE o+ C

88 Jv 8]<u X (Jv [} » EA E ] pv $v8 @ 33}v V@@ » v3 U o[ v 0
RMN?H de latCD dans le fO seul ou tamponné acétate 0.1M a été réalisée avamipes ajout de
iX09 ~AlA« {d6. Ggpourcentage volumique correspondsiucévoqué précédemment, prévu
pour les analyses de solubilité.

Figure32 W Jv 8]<p [ A % }E §]}v oD endiélange\a-4@C. @iperposition des spectres RMN(600
MHz, 298 K, D) aprés 0 min (jaune), 30 min (violet), 60 min (vert), 90 min (rouge) et 120 min (bleu). (b) Courbe du volume

[ 8}v & S vsS v (}v 8]}v p 8 u%e o}EHRM .[ipv ~VId&EJVE]io ...>1 ~E}uP « [ 3S}v U }
o[]Jvd PE §]}v W <]Pv o of 38}H.} « EA % E ZDE

>[ S e +%0 S @H epartiBl€ obtenusHigure 33) met en évidence une variation des

déplacementslgimiques des signaux de t&D entre le spectrgans le RO seukt celui dans le tampon
acétate. Lorsque que les variations concernent tous!kssans distinctiorentre ceux situés a
o[]Jvd E] HE }u o[ £ E] pE senoe du tafpohicétate affeatde PkiEe la solution,
ces variations de déplacemesthimiques sont attribuables a une modification de la force ionique du
uJo] uX o[JVA E+ U o i}pd [uv (] o <p vs]$ [

Stv (( 8§ pv]«
chimique des protons H S AU ¢]Spu » o[]Jvs ] uE

) Al U u 83 v§ v
[Jv ope]}v VvSE oftCHEérnvtampomw acétaf@s].
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Figure33: Superposition des spectres RMN~0ii D,1U 166 <e 0 10O (vert)sleoBD tamponné acétate 0.1M
sans acétonel6 ~EIpP « & A iX0 9 -<ddbheu). [ S}v
85 } o« EA 38]})v E u s v <p *38]}vo u sz} % E % & S]}v o Z VS

[UVv e}loudPv % E o0 o i EA Jol}o ve o[ S}v X v ((SU o %o
[Jv ope]}v VSE o0 *}oA v3 JEP v]<p p3]o]e %}UE <}op Jo]e E 0 ep o
§ ¢§ ¢ VvP V E i* 0 Julvpus]}lv 0 ]wulitgolvarit par %eh@&ngappment
dans un second équilibre et 2) une diminution de la disponibilité des CDs pour former un complexe
[Jv ope]}v. A 0 Ju%}e & <5 ~]] o EA Jo}oe HV  Ju% 3]3]}\
[160]. Les résultats de cette étugeéliminaire tendent vers une utilisation privilégiée de la méthode
de préparation consistant au simple ajout de la forme solide commerciale de la substance active testée
au milieu aqueux étudié, en présence ou en absence de CDs. Cette méthode, la plegeszible,
% @E  v8 P o uvs o[ Avs P % }UA}] E |8 Essars endendrer, § pliofE v o 2

de changements de cinétique liés aux quantités et aux volumes.

11.1.2.2. Choix de la méthode de dosage du carvédilol

Différents choix deu §Z} <« [ v sofitpossibles pour le dosage de la teneur en carvédilol dans
les milieux aqueux testés. Dans la mesure ou cette substance active dispose de plusieurs groupements
aromatiques (carbazole et méthoxyphenyle), son observation par un détethélest envisageable.
> u epE of *}JE Vv % p3 1SE E o] V HA % E PV *% SE}% Z
séparation chromatographique couplée a un détecteur UV. Dans le cas présent, la mesure de la valeur
[ }JE v M EA Jedm de Chspeut étre biaisée par la formation de complexes
[Jv ope]}vX v (( 8*U 0 ¢« PE}U% u vSe &}u Sl<p e S vsS }vvue }uu
% E]A]lo P] U o uE Jvs E 3]}v A o Als e ¢ % WS tign](] €& i C
maximale (effet batho et hypso, positif et négatif respectivement) et 2) la mesure absolue de
o[ *}JE v ~ (( 83 ZC% E 3 ZC%}U %o}e]3[A]1X N[ |Ri3]¥]sGuticls S]A u v
VOCe o« A Ee pv }olvv ZE}U 3}PE %Z]<H V %Z » JVA E« }((E
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§ ((SU e % & vS ]Jve] o u}o pO Vv 0C- o ¢ %E ¢ vS e ve 0 U]
modifiées et la présence de groupements hydmpropyles ou méthyles (HPCDs, MeCDs), les CDs ont
MV %}0 E]S epu((]® uu vS Z usS %o }pE !SE op * E %] u vsS o}E- [H\
%Z * 5 8]}vv JE ]JvA E- U 0} %0 %o} e e Ju%o}e * % U *}OH O o Ve
retenus.ll est a noter que les CDs maodifiées utilisées sont commercialisées sous forme de mélange
(degré de substitution, isomérie), leur séparation par chromatographie permet donc, malgré une
rétention plus forte que les CDs naturelles, de diminuer leur qualttitede la détection du composé
analysé. Pourcesia}veU 0 « u suE - QVSE M SH ¢ % & o[uS]o]e S]}v [M

de chromatographie couplé a un détecteur UV. La méthode de chromatographie utilisée, représentée

Figure34] & Jeep o 0]38 E SuE U § Z}1°] E oo S A 01} %o %o

produits de dégradation du carvédildi6l]. Les étaps de validatiomle méthodes ont été décritest
) EA Jo}o 5 onm M ulo]lp M PE ]VEU % Eu 33 Vv3 0 * % E
dégradation moins polaires. Il est remarquable que cette méthode permet, notamment en raison des
Ju ve]}ve h,W> o} Jo}vv U o[} « E Aondihhvauca¥détilol pEE falsle

concentration (2.5.M) en conservant un rapport signal / bruit acceptable.
La spectrométrie de masse est également une option de détection intéressante car elle offre une haute
sensibilité, appropriée a la détermination de la solubilité de composés trés peu solubles[ Aviec 5] (

S CGulv E o[ %o%}ES Vv § Eu e ve] ]O]S8 o] § S]}v % E D7
carvédilol a différentes concentrations par un systeme UHPLC couplé en ligne a un détecteur a barrette
de diode et a un spectrométre de masse hautealution a été réalisée. Ce couplage en ligne offre
ol] Av3 P [}8V]I]E Vv puv pv]j<g Vv oCe 0o E %}ve H EA ]o}o %o
% EU SS vS uv }u% & Je}v (] o 0 & %o}ve . u A § § pE

correspondant auarvédilol montre, pour les deux détections, une bonne linéarité dans la gamme de

concentration analység-{gure35).
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Figure34: (a) Représentation du gradient utilig®d1]X ~ « Z&}u S}PE uu hs ~710i vue } § viu % E o[ vV 0C-~
de carvédilol (2.5M) avec le gradient représenté.

> e Ao uE+ [Jvd PE 3]}v }vd & } S vp e [UV % ES v hs % E o E
o}vPu HuE [}v [ e }JE%S3]}v u £Ju ot i wueEA [qlDE~T& ES v D %o
reconstitution du couranf] }v] < u o[ u]™uEcBreédilol ([carvédilol + Him/z = 407.196%

il %% ueX }uu §§ v pU o A o pEe pErWaS esEsupEfieure & celle en UV, en

Uu}C vv  [pv ( 8 WE AIX % v v3U 835 Ju% E ]e}vtion®V &24A] v «<p
vu % Eu § [} « EA E o EA Jo}o ipecy] « .M ceviiidestSsuffisantv ( E] pd
pnE P E 0 <*}ou ]Jo]s H EA Jo}o ve o[ B E %}EHH0 Mve 0 0]5:
[137,143,157K %o0peU o[uS]o]e BEine de mas3en BRAE§ue détecteur en vue de

doser un composé implique davantage de précautions, notamment en raissrvat@tions de

réponses parfois observéeléesala source électrospray- }u% S]3]1}v []}v]e S]}vU v E << u

la source)
#E
[Carvedilol] (M) | ——= ?jﬁ
50 64
25 65
5 58
1 53
0.5 52
0.1 42
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Figure35: Superpe]38]}v e }uE -+ [ cbterjues pAr analyse en UV (noir) et MS (rouge) (gauche) associée au
E %o %o} E S o] YEE} B VU E o[ |]E hs v (}v S]}v o }v VvS3E 3]}v v &EA ]Jo}o ~ E)

Dorénavant le dosage du carvédilol par calibration externe se fera donc par cette méthode de

séparation chromatographique couplée & une détection par UV (241 nm). Avant chaajysea 1 mL

de solution sera filtré (PVDF, porositt .U ] u SE& i1 uue %}uE oJulv CE o[ £ -
[ (( 80 & pv  JopS]Iv %o % & } % @GJACN (86/50 u o VP

11.1.2.3. Bsais préliminaires de milieux en absence de CDs

Le carvédilol est un composé basique comportant deux amines seicesidavec un pKa globale
reporté aux alentours de 7.8. Le caractére adidsique de cette molécule permet donc de moduler,
en diminuant le pH de la solution étudiée, la quantité de forme chargée ou neutre en solution,
impactant ainsi sa solubilit¢ aqueuX (]Jv [ **HE& & 0o 35 ]Jo]S L %, Vv (}v S]}tv
carvédilol solubilisée, des milieux tamponnés ont été privilégiés et mis en comparaison avec une mise
a pH par HCI. Les choix de la nature des tampons et de la gamme de pH étudiée ootivéé par

e E]S & - | %S ]o]S Oo}E- 0 % E]-" u ] uvde % E A}] }E

le pH minimal a été fixé a une valeur de 3 et la concentration des tampons étudiés a O|FEiNurea

reprend la solubilité megée du carvédilol en fonction doH dans les tampons citrate, phosphate
et citrate- %o Z}* %o Z S IXiDU Jve] <u[uv -tapppiBevmisd a piH}par HCI. Cette
expérience met en évidence une nette augmentation delabilité du carvédilol avec une diminution

L %o, U f 0 EvVvS v ee}lue [UV %, U cpuCE AU % }UE S}ue 0 ¢« § U%o}
lespH initiauxdes milieux étudiés étant identigsdixés a 3, 4, 5.5 et 7 (3 et 5.5 avec le tampon @lrat

la stabilité du pH selon la nature du tampon est donc également représentée. Outre la stabilité du pH

<u] 8 (}v S]}v M %< e ] ¢ pus8]o]e U o J(( & vV v SuE e S u
significativement la solubilité du carvédilsbul, montrant davantage une dépendance au pH.

% v v3U ]Jo § & %%}ES % E 0 <p]%o >}(See}v <u 0 e}
«]Pv](] 3]A u v8 uPu v$ % E o[uS]o]le S1tv [ 1 Sl<p  }u S u %

évidence que la nature o[ ] pS]ole %o puS (}ES u v8S Ju% S CE o <}op ]Jo]8

formation de sels aux solubilités différentd$s7].
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(@) (b)

Figure36: (a) Solubilité du carvédilol en fonction du pH en tampon phosphate 0.1 M (noir), tampon citrate 0.1 M (bleu),
tampon phosphateitrate 0.1 M (rouge) et, 0 ~A E3+X ~ « ~}opn ]o]s U @EA Jo}o o}E- o[ i}us [
uPlu> ~u P v8 ¢« v % E v [, o v (}v S]T}v M %o,X

%o0HeU O 1(( & v *jop ]Jo]S &E %o%o}ES VSE o0 uFod] p }vsS v
mg/mL) ou son homlogue tamponné (SA iXi uPlu>e u}vS® «pu o[uS]o]e S1}v [ 1 -
% Eu SSE [ $S ]v € sperféinognessZ pston Jole S]tv «<pu o} E-e o[ i}us
accompagné de sa base conjuguée. Cette observation a motivé la mesure datéalubdiarvédilol
0}E+ [uV u]le %, % E , oU E [HigiEes6VS « Uv oAufBSSvepu Gve] o[JvEE]} p ¢

composés organigusans le milieu testé. De maniére intéressante, la solubilité mesurégeestfois
plus importante que dans un milieu tamponné a un pH compris entre 3 et 3.5. La courbe de solubilité
semble également différente des mallix discutés précédemment au de la faible diminution de la
solubilité mesurée, a 3.7 mM au pH de 4.25 cefit’'5 mM dans le tampon phosphatérate au méme
pH final. Il est a noter que cette observation est différente de celle réalisée par Loftsson et coll. qui
E %% }ES vS <p , 0 pv  (( 8 e}opu Jo]e vS8 ii (}] Jv( €] p&E o[ ] E
nature des sels générés.
> u spE }opu Jo]3 m EA Jo}o ve o[ M ule %, % E , 0 § &
EA Jo}o ¢}o] ~08 uPlu> Ae 71 uPlu>e (Jv [ A oy & ] 0o «<u v3]8 i

solubilité. Comme obseé sur | @(b), la solubilité apparait dépendante de la quantité ajoutée,

A  uv }v Vv3E 3]}v u -pE i uD 8 & uD o}E- o[ i}pus 3

respectivement, pour un pH final identique ajéspar HCI. Cette dépendance met en évidence
o[]Jv(opn v 0 u sz} % E % E 3]}v < «}opdifesuresa sEWilitfo}o ps]o]
v ulo] p <p HEX /0 § E %% }ES U %}UuE O . o[]v }u § ]Jv U pv
de solide ajoutée sur sa solubilité, une observation également dépendante duga En effet, il a
§ u}lvsE Ve §8 Su <U[ %o, AU pv PE v <p v38]S§ i}us [Tv
elopu Jo]d o0}Ee <p O[]JVA e 3 } s EA % , 60X 83 %p o] 8]}v u
courbes de solubilité et de cinétique de dissolution en fonction du pH et de la quantité ajoutée sont

J(( E vi§ ¢« o 0}v 0 epedv o 3S]JA e 3u] U *}po]Pv v3 0[Ju%o}E:
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% E % E 3]}v 3 0 ulSE]s M %, < eketesdimnukordd la SEUbIlIE] Hu
carvédilol en fonction de la quantité de solide ajoaiest intéressante car les mesures de solubilité en
%o E * V * Ju%oo]<p vS 0 ee]J<p u vS O i}usS [pVv %oope 0o EP A -

la réalsation des diagrammes de phase
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11.1.2.4. Apport des CDs sur la solubilité du carvédilol
[1.1.2.4.1. Comparaison o[ (( S *}ou ]GDPs vS =

(Iv. [Aop & of (1 18 * ¢+ & o -c}opJo]e 8]}v p  EA Joj}c
concentration a&té dans un premier temps fixée a 10 mM. Pour cette étude, le carvédilol a été ajouté
sous forme solide & hauteur de 10 mg/mL dans 3 mL des différents milieux étudiés. Les tampons
étudiés ont été utilisés pour solubiliser les CDs afin de les ajouter elinectt au carvédilol solide. Le

ulo] B ulje %o , ] % E , 0 S % E % E % E O i}us *}opusS]}ive
*}o] U ulA] o[ i}pusS [, o i D %}uE } $ V]E& pv }v VvSE S]}v (]Jv o
a celle du carvédildjouté. LgFigure37|E % E v o[]vS PE o]S8 « Ao uE- *Jou Jo]

*V U V %E vV e Ve O] M %op@E U pv S u%o}v § § ~iXi DU
(0.1 M, pH = pka= 4.7) et mie & un pH compris entre 3 et3.5parHQlJv [ oo P E o o SuE |
terme «mise a pH par HGI sera par la suite remplacé pai<liU ¢JPv](] vS8 puv u}lo E]S [
équivalente a celle du carvédilol ajouté et un pH final atideH des tampons a éthoisi pour obtenir
un effet tampon maximal et comparable. Comme évoqué précédemment, le caractére basique du

carvédilol engendre, lors de sa dissolution, une augmentation du pH qui défavorise alors sa solubilité.

Figure37:Soop ]Jo]8 u €A Jo}o v Vv }u V %E v ii uD e Ve O] U %UE -~V
~%, A X0 ~E}IUP U VvV % E =+ v [, 0 ~%o, © iIXAie ~ 0 pe }p v S u%}v § 8§ iXi D ~%

Quel que soit le milieu considéré, iles}s o <«<p of[ uPu v3 % < «]JPv](] 3]A u v3 o *}

H EA Jo}oX J}EE *%}v V3 o 3§ ]oo Al]S 0 %oope % 3]5 U
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groupements hydrophobes du carvédilol sont trop volumineux pour permettre leur inclusion dans la

cavité de orCD peut étre émis¢l63]. En effet, le groupement carbazole est volumineux et le

méthoxyphenyle estsub3 ]S v }ESZ}U o}v ] u SE +8 %ops PE v <u[ A pv

> § u%ol}v §S U luu E %}ES % E >}(Se*}v S }o0X % EuUu § O]
HPu v§ §]}v Jopu Jo]8 pm EA Jo}o v v edded3® M3 [puv A
Ve O] MU %o pnCE uv A o pE IX0 uD wve § U%o}vX %00 e U ulo]

mMdev U [y etde RAMEB la solubilisation du carvédilol a hauteur de 12.5 mM, menant a un

E % %}IES I Jv( €] pE i 8§ wIESSYEIIV 0 of]BVv X % v vsSU o[us
§ U%}lv Vve puv (}Eupo 8J}v }E o *S]v 8]}v % ] SEJ<H V[ *8 %o °

o[} ME & u P}.,$8 Alv [PE «u[Jo P v E U <u] 3 ]v ju% 3] o A

offre v. vu}]ve pv %0 1S *}op ]Jo]s 8]}v u  EA Jo}o Jvd E se VS %o}|

ZDE + }u%o0 /£ ¢ (JEuU -+ A o0+ =+ Sp] * Se}jv E S E 35 u%}vv

E o] S]}v [ A% E] v - S]SE S]}ve % €& /d X

Parmi les autes conditions testées, HCI est plus efficace que le tampon citrate&ione plus efficace

<u o[ M %o [T@bledu8tindique les valews de solubilité s} ] e o]l EE p&E u suE -

répétitions de préparaf vU Jve] <p 0o ( 3 ME Z <plu s v Al v o ( 8 uE |

solubilité liée a la présence de JBs|ation8).

Equationr8 W (]v]8]}v p ( 8§ pE Z &HetealEbiksard d&$ CDs avpicens@el0 mM sur le carvédilol, pour un
milieu donné.

?=N@® EB K £

4 L
*=N@® ERYH =

>[us8]o]e S]}v ( $ uEU v o}Pu E]5 n2ypoirds, eyt tBe SUE S
YU% E [*}v E %] o[ (( % *Jop Jo]s v& » « vd88]% ]¢¢ @& Vi ujo
%UE U pv A o uE u £Ju o z dXA VA]E}vV 5} S vy o}E-. o[ i

indiquant que pour cette concentration de CDs, ce mélange de CDs méthylées offre le plus grand effet
elopu Jo]e v3X /o 5 JvS (E e+ VS v}S§ E <gu ¢ po o[uS]o]e S]J}v H 8§ uU%e}
Z *u% E] pE- MAE 0 pOo » Ve O[] U %opE X
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Tableau8 : Solubilié du carvédilol (S, mM) mesurdans les solutions aqueuses testées asesocieé ( § W& [ pPu vs§ §]}v
~Ze elopn ]Jo]S8 % & of i}us it uD .

Eau pure Tampon acétate 0.1M Tampon citrate 0.1M HCI
pH initial 7 4.7 4.7 3.5
S (mM) R S (mM) R S (mM) R S (mM) R
Sans CDs 0.039+ 0.014 - 2.694+0.211 - 0.350+0.107 - 1.861+0.070 -
r 0.044+0.014 1.14 3.501+0.174 1.30 0.450+0.120 1.29 2.157+0.145 1.16
t 0.081+0.018 2.10 6.133+0.218 2.28 0.629+0.035 1.80 2.946+0.161 1.58
Y 0.092+0.026 2.38 12.881+0.465 4.78 0.901+0.027 2.58 3.242+0.196 1.74

Wt 0.122+0.020 3.14 8.082+1.154 3.00 1.188+0.322 3.40 3.252+0.199 1.75

Wy 0.128+0.009 3.30 13.734+0.752 5.10 0.910+0.250 2.60 3.527+0.501 1.89

RAMEB 0.177+0.071 4.58 13.708+0.709 5.09 1.390+0.400 3.98 3.502+0.106 1.88

>  ZY A [EwY °u 3 v S]JA U % E pv Z vP u vs % ,U (]Jv [ uP
aqueuse peut conduire & une baisse de son affinité avec les CDs si la charge générée est portée par le
PE}u% u vs Jv opeX v (( SU o %0 u vs [parité & |l&Evité gfant vS vS o
hydrophobe, une diminution de leur affinité est atterejupouvant expliquer que les valeurs de R
issLe ¢ e A% E]vV * VvV S u%}v ]SE S S ve o[ M uje %o, % E , O
} Svu e ve of [166pXueH pPu vs §]}v Z VS U%}v §8 5 AvVvs P}
la v § o€V laissant supposer un agencement particulier rendu possible par la plus grande taille
de cavité de ces CDs, en opposition aux dérivés~v SUE oo I}y ,WeX Vv S u%}v ]SE& § U
observé, les valeurs de R étant inférieures avedallErivés\CD, pouvant également étre interprétg
% E o (}E&u S]}v [Mv P Vv U VS eu%E ulo pOo JE % E&S] po] EU }ul
fois moins soluble. Pokharkat collX }vS & %}ES o[uS]o]e S]}v {CD]utlis§SE]«p
conjoint u v8 (]Jv [ MPu vsS (E o +}opu ]O]S H @EA Jo}o «3]v pv o (}CEL
par spray desséchaft9]. Dans leur étude, des expériences de solubilité a différentes concentsation

[ 1] ]SE]<p §EPpont mis en évidence un effet synergique de ces deux composés a
certaines concentrations sur la solubilité du carvédilol, diminuargicala concentration en acide
citrique. Il est a noter que les tampons utilisés sont ici concentrés a 0.1M, soit dix fois plus concentrés
<L 0 e o Zp] U <u] % pus !SE o[}E]P]vV o[} » EA §]}v }u %o
observésdans| 0]58 & SpE&E % OopHe (] 0 ¢ }v VSE §]}veX tGDdahsSU A o
le tampon citrate, les proportions CD/Carvédilol/Citrate sont de 10/1/100, contraignant les CDs a
interagir, si une affinité existe, préférentiellement avec le tampon.
Dans HCI, les écarts de R et donc de solubilité du carvédilol en foncti@Ddesnt faibles, malgré

une solubilité en moyenne supérieure a 3 mM. Les bonnes valeurs de solubilité obtenues peuvent en
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partie étre attribuées au pH des solutions, inférieurs a ceux des tampons préparés a pH 4.7 (pH = pKa).

Comme mis en évidence sufRayure36|(a), la solubilité du carvédilol augmente significativement en

dessous du pH 5. Malgré une valeur de pH inférieur au Kga partir duquel une espéce devrait
étre sous une forme chargée proche de 10086jte augmentation de solubilité peindiquer que le
EA ]Jo}o v[ 853 ]v8 % + & «ulo] & Ve 0 ¢ § U%o}Ve ~%, A 0X6+U o0}
deX >[ZC%}3Z » *p]A v % us '8CE ule % }pE :Aa%rodorjon@Ee <« (] o
forme chargée est importante dans le milieu HCI, et si la charge est portée par un groupement inclus,
o[ ((]v]s 0 Als e o A PE}u% (156§ Neanqudins @gré ha R/
(]o ve , oU o <}opu ]JoO]8 H EA Jo}lo v v e % EuU S§ o[} §
[LV }vv e}op ]JO]S e ve pe € | %EE] Y S } u upoui te paEnpon
acétate, ce qui semble étre un bon compromis.
Afin de déterminer si la concentration ciblée en carvédilol (12.3 mM, 5 mg/mL) est atteignable grace a
une solubilisation paek CDs, des diagrammes de phsmet a entreprendre dans HCI en présence de
v U [LWv }u ZD U%}IUE 0+t 065 ® 0% Bpe A@ES X (]Jv [} § VIE -
comparables dans un milieu tamponné accepgalres diagrammes de phaseront également

réalisés dans le tampon citrate (pH = pKa = 4.7) avec les méme CDs.

[1.1.2.4.2. Diagrammes de solubilité de phase

Lesdiagrammes de phassont des expériences a partir desquelles de nombreuses informations

% HA vE ISE } 3 vp X >[ F% E] v Jve]ed ijus E v o EP A& -
des solutions aqueuses de CDs a différentes concentrations afin§le@ u]v €& <p o 3 o[ (( § -
sur sa solubilité. Ces diagrammes ont été réalisés dans 3 mL le tampon citrate 0.1M &EX la

o[w § o ZD Jvd o }v VvSE 3]}v A[REB]re38), la quanitité @ earvédilol

solide ajoutée correspondant a 10 mg/mL. Les résultats obtenus sont enataord avec les

expériences réalées précédemment a une concentration en CD fixe, le classement suivant pouvant

1S E § o] v § CEu [ ((] 18 W 2lopy |B]+WY}v E v Xl guedds v}3

diagrammes de phasabtenus sont de type Aquelle que soit la CD utilisée, gai contraste avec la

littérature rapportant principalement des diagrammes de typg@9,146,148] Cette différence peut

o[ £%O0]<p E % E o Vv SuE M ulo] p pS]wdyand oSe }]SPWeuu we 0[S G%o

pure. Dans notre cas, le caractére ionisé du carvédil@duwpH acide du tampon citrate peut étre a

O[}E]P]V o[ pPu vs §]}v o +*}op ]Jo]s * }Ju%o0 A ¢ (}EU U |

diagrammes de type A

>[uS]o]e Erteur QE (efficacité de complexation), basé sur la pente des droites obtenues, permet

v} e EA 8]}v o[ ((I 18 « J((E VS~ « «uE o -<}op Jo]e S]}v
Ju% @E ]Je}v A [ USE eep S v U % Eu SSctide ges répulatE leIEES ST}V }
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comparaison avec les données issues de la littérature, ces valeurs sont considérées comme faibles,
Loftssonet coll ayant repeoté pour le carvédilol des valeurs comprises entre 0.02 et 1.62, obtenues

E *% 3]A uvs A ofr -Subdiw viv A o[, Wt V % E vV i9 ~Al/
acétique[157]. Ces diagrammes de phapermettent de mettre en évidence que la concentration

cible fixée en carvédilol ne sera pas atteignable, dans ce tamp@ cit U P & o[ (( $ «}ou ]Jo]-
0o Vv s o[,Wv X > Z D *S %o ((] U ule pv (1ES }v v§

solubiliser 12.3 mM de carvédilol (environ 100 mM, soit un rapport molaire CD/SA de 8).

Figure38 W ] PE uu %Z * P @EA Jo}o Vv § u%lv ]SE § iXi D ~%, A dXO6e V % E v
Hu Z D ~ 0 HM* } S VU % E }* P hs u EA ]Jo}o % E « 61Z [ P18 §]}v S u%o
filtration. Les CE cal&es sont indiquées de la méme couleur que les courbes tracées.

> u]Jo]l p 8§ CEulv o0 %oope ((] S %S o0 S , 0U [ *S %o}pE<cp}
}vs vep]l]s § E 0] ¢ Ve ulJol g A o e ulu e (Jvcibleestiu E <] o
atteignable dans ces conditions. Ce milieu ayant montré une dépendance entre la solubilité du

EA Jo}o & 0o «p v3]$ *}o] itps U o ]*1}v [ i}pS8 & o «<p vS§s
mg/mL (contre 10 mg/mL en tampon citrate). Laqv 3]s [, o i}usS eed congegdence
a 13 mM, respectant le rapport molaire défini précédemment. Sachant que HCI est un milieu non
tamponné et que la concentration en CDs varie lors de la réalisation des diagrammes de phase, il est
difficile de conserver un pH constant dans tous les échantillons. Avant amaf/sedes résultats, il
est important de préciser que la cinétigue de solubilisation du carvédilol dans ce milieu est
<h 0]3 8]A u v3 % ES] po] E X v (( $Uspehsivn aquelsd Hp anjédiml eno e« p
présence ou en absence de CDs, sa solubilisation totale est observée dans un premier temps, suivie de
* % & ]%]S S]}vX v eV U0 %E ][%]3 8]}v 3 } « EA %o E

alors que quelquebeures sont nécessaires en présence de CDs.
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Dans un premier temps, les échantillons ont été agités durant seulement 24 heures (contre 72h dans

les études préliminairgs;igure37), conduisant aux courbes de solitBireprésentées sur |gigure

Figure39W | PE uu - Jop ]Jo]d p EA Jo}o v ulo]l u, 0 ii uD ~%, ¢ iXAe VvV %E * v
ou de RAMEB (bleu) a diféétes concentrations (0 01 uDe } § vpue % E ¢ 10Z [ P]S S]J}v S u% & SpE u
type représentatif de la précipitation du carvédilol dans certains échantillons)

Les interprétations o[ oop&E o dpp @EarsS C%o « ¢ (E }v $lécfiteg SEparément pour

davantage de clarté

>[ oopE  }JUE < S o[ $35 ]vintqleha tthatitéde |a guantité de carvédilol

ajoutée a été solubilisée, soit la concentration cible représentée en pointillé|§iguae39| Les

solutions (triplicata) a cette concentran sont limpides comme montr@ar la photographie

Jve E X v & ]e}v o[ vV EA Jo}o <}o] Ve ene Z vSJoo}

correspond pas a un réel diagram de phase, les courbes obtenues sont donc considérées

}uu S vsS ¢« ] PE uu - elop ]Jo]s X % ES]E [pv }v VvSE S]}v

y,Wv lp ZD U o EA ]Jo}o <5 }v e}lop o Z us pE 0 ] o

préparation d e Z v3]oo}veX /o 8 P ouvs Eu E<pg 0 <gu = MO ¢ O]

}((E v P o u vs §8 e<}op ]Jo]e S]}v O0}Eecu[ 00 <}vsS }v VvSEE -

usd }v v Al v <<u o[ (( 8 *}op ]Jo]e v§ o Vv vS |8( &P p&E

RAMEB.

/o 3 v}S 0 «pSCHp @E&Su *up&E - *lopu Jo]S U VvV % E v i uD

JWv U ZD « ]Jve] <p[ ifi uD ~v o e 5 % ES3] po] & u v¥ o A
e« A0 HE* o[ EF%O0]<H V3 % ( triplicdta] &ffeqiLié, certajns éghantillonsnb

% E ]%]S S v ] sont restgsSlidapiees. Le triplicata ayant été réalisé simultanément,

0[ZC % }SZ -« [pv EE pE U v]%po S]iv }u u} 1(] S8]1tv v

agitation, CDs) peudtre exclue. Il est également remarquable que les ébgrés obtenus en
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eV U V %E vV [ L u}]ve 71 uD e ¢}vS <u VS M A %S 0
variations de préparatiocn § v 0C3]<pu X [ % @E * =« } o EAleXhclurdglie 3 %o}ee
ces écartypes *}vS pv Jv] 8§ pE []vesS Jo]S U euE& i0 Z p&E -U e slopS
uDe Vv % @E * v e }Jv VSE - i uD i uDX oO[]JvA E+ U 0 * «
solubilisé a hauteur de la concentration cible sont stables aprés 24 heuregsenpe de CDs

concentrées a 20 mM ou plus.

Cette expérience permet donc de mettre en évidence un retard de précipitation par la présence de

X /0 ¢85 %}ee] O [ U SSE 0[ZC%}SZ ¢ + 0}V O <uH 00O O * e (}Eu
carvédilol, conituant un équilibre en compétition avec celui de la précipitation. Le déplacement des

<ulo] €& ¢ % E S5  }u% S]S]}v S }v (}v S]}v o }v VSE S]}v v
o[ < v % E ]%o]3 % ES3]E 71 uD ntmotiXé la mie en(lédcedde deux

E% E] Vv * }u%o uvs JE « (]v A EJ(] E is o[ (( 8 1 5 u%e spuE C

présence de\xCD pour obtenir des triplicasaZ }u}P v « § Te o (( 8§ o[ pPu vs §]}v o]

de carvédilol a} u§ V % E * Vv Z D %}IUE S v8 E [} S V]E pv ] PE
concentrations de 5 & 60 mM de CD.

[UV % ESU o ] PE uu *lou MOD3R étérrépet®E em augmentant le temps de
uovP i eul]v (v [ A op @ en CDw néedsdaird Jpour ne plus observer ce

phénoméne de précipitation. Ukigure40| & % E v 0 ¢ & *p0S S } S vuion %o E& « 70:

SUperposés a ceux mesurgprés une semaine. Il est notable que les étgpes représentés sur la

courbe obtenue aprés une semaine sont acceptables en comparaison de ceux a 24h, les triplicatas

S vS8 Z}u}P v eX Vv o[ S$8U o0+ A % & u] E* %}]vSe }vesS]Su vsS puv
o[ 0]PV u v8 % Eu § o[ £3E %} BS]W (YU dE 0 *C+35 u X A o[} 8§ vs
Ao pE iXioU o ((] 18 D Bsosighifisdtfwemenbsupérieure dans ce milieu

V % E * v [, 0 <M Ve 0 3§ u%l}v ]JSE § ]JVA «3]Pu X §8§ % ES
également [ £ASE %}0 (E 0 <u VvS]S EA ]Jo}o <p] »+ & ]38 §Z }E]<H u v§

\CD, menant a une valeur de 10.3 mM. Cependant, il est observabl¢Fguta40|que les solutions

concentrées a 40 et 6MM sont restées limpides, avec la solubilisation de la quantité totale ajoutée
en carvédilol aprés 24h ou une semaine. Il est alors possible de supposer que la cinétique de

précipitation du carvédilol, dans ces conditions, est supérieure & une semaine.
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FiguredOW ] PE uu - eJop Jo]8 pw EA Jo}o v ulo] u, 0 ii UD ~%, ¢ iXfie V % @E v
Iuieul]v ~EIuP ¢« [ P]S S]}v S u% E& SuE ul]vs X > E}]S Vv %}]vsS]oo JEE %
5 premiersg]vse o }HWE E}luP U i 1iuD v X

[ USE %o EEB ayantZprBsentéo ¢« u Joo HEe* (( S *}ou ]Jo]e vSU o =] [}
diagramme de phase couvrant une concentration en CD allant de 5 a 60 mM en présence de carvédilol

solide a été&éalisé. Pour ce faire, le double de la concentration cible a été ajouté (10 mg/mL au lieu de

5 mg/mL) et une molarité double en HCI a été ajoutée (26 mM au lieu de 13 mMyured 1jmontre

gue malgré seulement4h de mélange, les solutions en triplicata ont un comportement similaire, mis
en évidence par le faible écastpe des points correspondant aux échantillons dans lesquels un

précipité est observé (0, 5, 10, 15 et 20 mM de RAMEB).

Figure4l: Diagrammes de solubilité du carvédilol en milieu HCI 13 mM (pH ~ 3.5) en présence de RAMEB obtenus aprés 24h,
0}E- o[ itus ]Jv]s] o i uPlu> ~v}]E- }pu il uPlu> ~E}uP « [ P]S S]}v S U% E §
correspov. vS o[ ESE %}o0 S]}v ((Jv *HE O * A % E u] Ee %}]vSe o }uE E&}upP U

e E *H0S S JV J<u VS <u o <p]o] & S 8§85 ]vS %opde E %] u vsS o}cC
ajoutée en large exces, confortant la discussion pdrite sur la compétition des équilibres de

solubilisation et de précipitation dépendante de la quantité de solide ajoutée. Néanmoins,
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o[} « EA 3]}v 0 *}op Jo]e 8]}v s} 0 u EA Jo}o 3 puv VvIpA oo (]
mMet60 mMde CDmie v A] v % & o[} § v3]}v [HV %0 & puX v Vv 0}P]
effectuée avec laCD, le calcul du CE a partir des 5 premiers points contenant un précipité de carvédilol
méne a une valeur de 0.20, supérieure a celle calculée en tampon citrate pour la méme CDs.
>[ £SE %}0 S]}v u ] PE uu %Z * v ]<p pb2.18yaiehplidésenge EA ]«
de 60 mM de RAMEB, proche de la concentration cible de 12.3 mMpjiosition aux résultats
obtenus avec laCD, cela indique que la solubilité du carvédilol mesurée apres 24 heures en présence

Z D 01 uDU o}E+ cibfe E}(ﬁ(ﬂeme@ courbe noir), correspondrait & sa
*}op Jo]s  of <uJo] E X

Les résultats obtenus par les expériences de diagrammes de solubilité dans HCI en prés@iretde
de RAMEB montrent quedebijectifs de solubilité fixés sont atteints, avec un rapport [CD] / [SA] égale
a 5 et un milieu acceptabld1,164,165] Ces expériences permettent également de montrer que la
RAMEB a un effet soluisint plus fort et/ou plus stable que [&CD. Cependant, les observations
Jv. EVv vE 0 % E ]%]3 3]}v B EA Jo}o A 0 5 u%-e v +¢]5 E}VS %
Su 3 J0]3 *UE %ope] HE-+ u}]¥D(dvia RANETnG@ENtrépsia 64.5 mM
permettent la solubilisation du carvédilol a une concentration de 12.3 mM sur une longue période et
e ol Avdp o (( 83 ]Jo]e v$ e« e eouCE o0 EA Jo}eexposifon.]5]}ve } £
‘He<p[ % E ¢ v3Uo]& ecpop EA Jo}o ¢35 0 e po Jv] S HE } e EA U
Jv(}EuU S]}v pE& o v SPE o[ ¢} ] 8]}v VvSE o0 - e Su] 8§ §§
U] HE %% E Z v E of (( 8 *}op Jole vd } « EA U pv migug de*SE U Su(
mélanges CDg Carvédilol sera réalisée, notamment dans le tampon acétate qui offre une bonne

flexibilité de concentration en carvédilol en présence ou absence de CDs.
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11.1.3. Etude des interactions GDarvédilol

(Jv [ Sp ] & o - Jimpligkant3é amédilol et les CDs, la RMN sera principalement utilisée

%o JUE o %o 13 } » EA E +Jupod vuvd o+ ¢ 3 0 EA Jo}oX
Jvs E S]}ve o[ Z oo * %0 E}S}tve E % E * vS pv |Gwdfiuemdity Jvs E -
% E 35 § Zv]<p [ v oCe X v(]JvU v § Eu % E LA ed]v ope]}v

expériencesréo]e 0 ¢ E % E * W vG34fpu3]o Z}E % IUE } § VIE puv % E pA

élucider la géométrie des objets formeés.

[1.1.3.1. Auteassociation du carvédilol

Afin de pouvoir déterminer, par RMN, si des groupements du carvédilol forment des interactions non
JAovie A o0+ ¢ 3u] *UJo 3 v e ]JE [ (( 3u E o $5E] ps]

RMN H. Dans urpremier temps, les déplacements chimiques des H ont été attribués dans une

solution de carvédilol solubilisé dansD&SQGd6, afin de pouvoir observer les protons labiles portés

% & o[ o0 }}o S o0 UAE ulvee }v ]JE X vVbution a étpvéabséedn S5 S

milieu aqueux, dans le tampon acétate discuté précédemment, qui apporte une solubilité confortable

en carvédilol en absence de CDs. Pour ce faire, les expérighgagure42), COSY-(gure43), HSQC

s ,D Vv ulo] 0 <g HAE S u%}vv § 8 }vS %%}ES MV Ve U O [Tv(

permettant les attributions annotées sutfagure42let I Figured3] Néanmoins, la différenciation des

%o E&}S}ve 7 8§ ,0 ]Jve] <p ,ii § ,iT v[ %opn !SE } S vy ¢Ju%o u vsS %o (
E Je}v ¢ eCeS u -+ E}u SJ<cgp e Ve 0 *<d 0 ]JOoe* *}VvS bsewatipnde U & < %o}
nombreux couplage¥+®* []JvS ve]S ¢ eJu]Jo JE ¢ }EE %}V VS %}uES v$ .
(Jv [ SSE] 1 & e o]Pv u&E }v3 0o J(( ® v ] S]}v 8 Ju%R}ES vS %o}|
Ju% o £ ¢ []Jv opue]}v % }Suvsl oo UVEWE @GJEY EBMS@J6 avété anise en

%o 0 % }UE } » EA E 0 ¢, *% 3] 0 u v3 A}]e]ve OH] %} ES % E o
Figure44js X PE}u% u vsS % E < vS of]plnEhIaiddrsde la Eddence de trois

cycles dont deux aromatiques, ce qui permet une interprétation fiable des corrélations dipolaires

observées dans IBMSQGd6. Enfin, les attributions effectuées sont en accord avec celles reportées

dans la littératuredans le méthanol GOD[137].

Dans la mesure ou le carvédilol est une molécule trés peu solubleedo[ K S <u[ 00 %o}ee
%oOpHe] WE* PE}U% u v3e E}u S]J<p s ~ E I}o U u SZ}AEC%Z vCo U
interactions intermoléculaires telles quetee 3 |JvP % pnA v3 ISE O[}E]P]V §8§ Jve
1SCE ule X (]v § EBul]v & ] pws¥odatiohiest effeftiugment présent dans

ol HU o e}ous]}ve EA Jo}o ]1(( & v8 « }v VvSE §]}wéks A uD

par RMN!H dans le tampon acétate. Pour ce faire, une solution mére concentrée a 5 mM a été
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préparée par agitation & 40°C du carvédilol dansJ& DS u %o} v Vv S§ S U % Eu 83 vS o[} &
[Uv *}ouS]}v o]Ju%o] % E * v V]S eentréessgrogayeiol amt répréparées

par dilutions successives de cette solution mére dans le mé@ddnponné acétate.

Figure42: Spectre RMN, ~0i11 D,1U 166 <+ [pv <}ops]}v E A0 jamponné adédde 0.1 We(ptd =

4.7). (a) Structure numéroté du carvédilol. (b) Speéttecomplet. (c) Agrandissement de la région aromatique. (d)
Agrandissement de la région aliphatique. Relevé des déplacements chimique et des constante de couplages lisibles : 6.90 (H
33 3= 7.85 HZ3 5= 7.22 HZ4) 6= 0.94 Hz), 7.95 (H&PS= 1.17 Hz), 7.21 (H5), 7.32 (BBs= 8.19 Hz), 6.67 (H1Mh113=

7.97 Hz&3112= 0.40 Hz), 7.11 (H1%h213= 8.10 Hz), 7.31 (H13), 4.45 (HiBs 150= 4.02 Hz8J615p= 5.49 Hz), 6.71 (H24,

3%425= 7.95 Hz3}426= 7.86 Hz), 6.60 (H25), 6.81 (HZs 25= 7.96 Hz), 6.67 (H28), 3.37 (H30), 4.34 (HABa150= 10.30

Hz), 4.26 (H15b), 4.42 (H17), 3.42 (H20Q21= 5.60 Hz), 4.08 (H21).
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Figure4d3 W /E% E] v ZDE K7z ~06i1 D,IU 166 <+ [pv <LOudmpenné acéEtd 0.]dl.da) ve o
Structure numérotée du carvédilol. (b) Agrandissement de la région aromatique. (c) Agrandissement de la région aliphatique.

Il estremaE<py 0 <«u o[} 8§ v8]}v [Hv e<}ousS]}v 0]Ju%e] s JvSE ] S}GE

solubilité exposés précédemmefiigure37j* U u J* <u] V[ *S %o e awy@ElplEnomane de
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diminution de solubilité obswée dans le milieu mis a pH par HCI en fonction de la quantité de solide

ajoutée |Figure36| (b)). En effet, pour cette expérience, il a été ajouté une quantité permettant
o[} $ v8]}v [mv <}ouS]}v n}M, seiBZEng/mLficorrespondant a environ 5 fois moins

<U Oo}E- of A% E&] v ] us %0 E uu vsX %oopueU o i}pus [W

[ o EE&o ]Jv S§]wu elou Jo]e 8]}vX

Figure44: Expérience RMN NOESY2Dii D,IU 166 <U 3u A iX6 use [pv e+}ous]}v DMS@E ]Jo}o ~fA ul
~ ¢« "SEW SUE vpu E}S H EA Jo}oX ~ e PE V Jee u v3 o }EE o SJgtv % }o |&E

les H spatialement voisins.

Le@montre une variation de déplacemesthimiquesde tous lesH du carvédilol en fonction

de sa concentration. La variation des déplacements chimiques des H de la partie aliphatique (droite)

du carvédilol peut étre attrip *°}18 uv o u} J(1 S8]1}v o[ VAJE}vvtunvs Z]u]«]
changement conformationnelv E ]e*}v « (0o £] ]0]8 JvEE]ve <p X v E AV ZU
variation des déplacements chimiques dét aromatiques met en évidence une modificatide

o[ VA]JE}vv u v3 Z]ul«p © % @E}S}ve Ve 0 U PpE }T ¢ PE}Iu%

peuvent subir de modifications conformationnelles, comme supposé sur la partie aliphatique. Cette
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expérience montre que la concentration du carvédilol en mil&ueux influence de maniere
*]Pv](] 8]A +}v VA]JE}vv u VEU % Eu 33 v3 [ u 33E 0[ZC%}EZ -

observation a également été réalisée lors de la mise en place de la méme expérience dé&hste D

HCI[Figure46). Il est également notable que les spectres RMMu carvédilol sont trés similaires dans

les deux milieu d:("lgure45||Figure46 , cette équivalence permtra par la suite une liberté de choix de

milieux pour les différentes études.

Figure45: Spectres RMMH partiek (600 MHz, 298 K,,.D tamponné acétate 0.1 M) du carvédilol & 0.5 mM (jaune), 1.5 mM
(violet), 2.5 mM (vert), 3.51M (rouge) et 5 mM (bleu).

/o <5}« EA Ve 0 U]O] M V %E v [, o uv u}]v E A E] §]}v (
EA Jo}o Vv }u% E ]J*}v P 3 u%}v 83U %%uC vs o] s 0}v o
Pv & ouvs o ] LB <«<p U}Eu S]}v [Uv P v U VvS *u%E ulo po |JE

carvédilol qui augmente sa solubilité en milieu aqueux.

Figure46: Superposition des spectres RMNpartiels (600 MHz, 298 Kz@+ HCI 13 mM) du carvédilol D.mM (jaune),
0.88 mM (violet), 1.49 mM (vert), 2.10 mM (rouge) et 2.71 mM (bleu).

WlnuE § CEu]v & ] 85 P& P S]}v u sde taibes (@& WESYEVeU} o[ #E % E] \

DOSY a été realisée par RMN sur les échantillons de carvédilol aégnaéntmM et 0.5 mM dans le

tampon acétatgFigure47). A 5mM, un coefficient de diffusion de 4.7*$0m?/s est mesuré, contre

5*10° m?le  ve pv e}ous]}v 14& (}]e u}lve }v VSE U XA [wX D oPd
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1(( @ v vEE s WA }opus]lveU 8 ES 8 E o3]Auvs (]o o}
de la différence de concentration et de la résolution des spectres obtenus. Ces résultats indiqueraient
<W uOoPE o (}EuU 3]}v [ vbjets Mok ]ouvse A o[ pPu v3 3]}v
concentration, la taille de ces objets est voisine de celle du carvédilol seul. Les expéitatBOSY

uvvs }v o] }v ope]}v <p o[ HPu vs §]}v o] v vS& S§]}v v d
agenements supramoléculaires, davantage solubles en tampon acétate, mais de taille proche de celle

H EA ]Jo}o }uu % pA v o[!SCE e Ju E X

Figure47: Expérience RMN DOSY (600 MHz, 298Ktdinponné acétate 0.1 M, D20 =0lts, P30 = 1.9 ms) du carvédilol
a 0.5 mM (vert) et a 5 mM (bleu).

(Jv. [ A op E -] %Z viuv [ PE P 8]}v % us !SE 3Z Eu} Cv ul«
analyses par ITC ont été réalisées. Ces expériences consistent a injecter une solution delcarvédi
solubilisé dans le tampon acétate (0.1 M) a hauteur de 0.5 mM ou de 5 mM, dans le méme tampon
afin de déterminer si les variations de chaleur sont dépendantes de la concentration. En effet, si aucun
%Z vViuv [ PE P 8]}v V[ *8 % (Ede chialdurg » & AE [SPJVE » o[]vi &]}v
solution a 0.5 mM ou de 5 mM seront voisines et attribuable ¢« Z o PE- JouslivX o[]vA
MV %Z Vviu v [ PE P S§]}v 8 % @& » vS8 S (}v §]}v 0 v vSE §]}vlL
devrakent étre différentes en raison de la dissociation des agrégats présents a 5 mM et théoriquement

absents, ou en quantité moindre, a 0.5 mM.

104



Figured8 W dZ EGUu}PE& uu * } § vue % & /d o Jops]}v mpprvacéfoa (5] M/(pH = 4B)A2990}0 ~§
K)a 0.5 mM (a) et a5 mM (b) dans le méme tampon acétate.

LaFigured48 % & * vS§ 0 ¢ S$Z EBU}PE& uu ¢« } § vue o}E-" o[Jvi S8]}v o

évidence une différencesignificative des variations de chaleur. A 0.5 miMgure 48 (a)), un

phénoméne exothermique est observé, attribuable a la chaleur de dilution du carvédilol dans le
S U%}v 0}Ee o Jvi E]}ve ey o U]JAeeXZ vP[JWASE [ oOpE u 3Z EUu}PE
} « EA « 0}E- o[us]o]e §]tv [uv e<}o|E§liteds ), noda@mEment uhn nedur-

0 O0]Pv e % OHe O}VP % E ¢ Z <B]IVVi[BN}Wo]S o[ }BeBbo®EH] <
>[} » &EA 3]}v <p 0o]8 8]A  [uv J(( E v <]PVv](] 8]1A VSE o 3Z @
o[]vi S]}v *}ous]ive e HUAE }v VEE S]}veus v Al VvV 0 % E -

la concentration du carvédiloNéanmoins, outre cette observation qualitative, aucune information

supplémentaire ne peut étre obtenue suite a cette expérience car les phénoménes responsables des

pics endothermiques et exothermiques ont une cinétique voisine, induisant une compensatias d

valeus []Jvs P& S]}v § }v e Ao HUE-* *Ju]o ]E * %}pUE 0 ¢ UAE /E%
> % & Vv [UV % Z viu v o] o }v v3E §]})v v EA ]Jo}oU §Z Eu
§ eu% %o} S Eassociafiop Sur la base des variations de aégpinens chimiques observées

en RMN, sera a prendre en considération par la suite. Malgré une taille proche du carvédilol, la
(}JE&u S]J}v [ PE P Se ¢85 pv «<u]Jo] & e*p% %0 u vs |JE v e}ousS]lv «pu

mélange carvédileCDs par RMN, duire des variations de déplacemesmthimiques comme observé

FiguredSletlFigure46lX v & A v Z U o[} 8 v38]}v % E /d [ ]E <u]A o v$§ Ao

alacompensS]}v v }8Z GEul«<p S A}SZ EuJ<p % Eu SSE Z ((E v Z]C
%Z viuv o0}E- o[ Sp 8Z Eu} Cv u]cpu -QIs emtaingontacéta® A Jo}o
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11.1.3.2. Analyse du complexe carvédilol/CD
[1.1.3.2.1Caractérisation des oplexegpar RMN

Ve UV % E u] E $§ u%+U OH de salution¥deEarZddiibl (8M) dans le BD tamponné
§ 8§ IXi D ~%, A %< A 0X0b- § & o] V % E ¢ Vv [MV <p VvSE]S

précédemment. L&igure49présente les spectres RMN %0 E 3] o }EE *%}v v3 o[} « EA/

déplacements chimiques des protons aromatiquegyre49| (a)) et aliphatiqugRigure49| (b)).

Plusieurs observations informatives sur les interactions entre le carvédilol et les CDs étudiées sont

notables sur ces spectres RNV

(@) (b)
Figure49: Superposition des spectres RMNpartiels(600 MHz, 298 K,.D tamponné acétate 0.1 M) correspondant aux
E PJ}ve E}u S]<p o ~ o 5 0]%Z 3]<p ~+ p EA Jo}o ~AuDe v v e ~ 0 U
<pJuto JE [r ~E}uUP U t ~A E3 (}v .U v ~A]}ogé)dl d§ RANEB Qverficlainly [, Wv -

[Uv % ESU o GHmesgénéere pas de variations de déplacements chimiques significatives,

Ul}v8@E v3§ pv . vV [Jvd E 8]}v p EA Jo}o Accorddvc lesU <]
mesures de solubilité réalisée %. E uu v3X [ MSE % ES3U pv Achmjiosds v %0 0O
de tous les!, EA Jolo 5 } « EA V % E * v e USE - U
dédoublement des signaux sauf en présenceviB. Le carvédilol étant sous forme racémique et les
(Ds connues pour leur capacité a différencier les énantioméres grace a leurs cavités et aux nombreux

& }ve sCu SE]<H * <u[ 00 ¢ }vS] vv vsSU 88§ } o« EA 3]}v 3 pv %
%o E * V [IvS ECB ppsede ta cavité la plus Brge qui peut expliquer une différenciation
énantiomérique moins prononcée en comparaison da@D, en raison des plus faibles contraintes
stériques que cette cavité peut générer. Il est notable que cette différenciation énantiomérique est
particulieremevs } « EA V % E <tv U oGt de la RAMEB, ce qui méne a deux
interprétations possibles u] % HA v3 ¢ lu%o u v3 E W ~}]3 o[ i}us PE}u% u
uszCo pPuvs o viu &E [JvE & 8]}ve JvS GBlijw oo JEcWP.}]S o]}
différents P& - et *85]8us8]tv 8§ []*}u &E ¢+ pPuvS 0 % E} ]o]S8 %0 C

offrant une forte association avec le carvédilol.
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Cette observation par RMN est une nouvelle fois en accord avec les expériencéshiléésdécrites
précédemment pour lesquelles les dérivés HP et la RAMEB ont globalement montré des effets
solubilisans plus efficaces que leurs homologues naturels. Enfin, cette différenciation indiquesjue le
carvédilol (R) et (S) ont une affinité difénte pour les CDs et probablement leur cavité, le proton H21
(a et b) du carvédilol étant un bon exemple de cette différence. En effet, sa multiplicité initiale est un
triplet (H21la et H21b apparemment équivalent) en raison de son couplage a H20a et H20b
~ <u]A o vEee 0}E- <pu[ tCDRuGEChangement significatif de la multiplicité (systéme du
291E E o 5}« EA 8 Ju% Pv  [pv JU 0o u Vv3S uCueiRCH 0 $X Vv %
HPv & ZD Uo 8E]%0 8§ 5 }ve EA u ]e *p% E %} UV U pOS] %o
Jve EA 3]}v o[ <u]JA o v o 11 § [ UBE % ES o & 3]$v [uv ]v
iU <] %o pUS *[]JvS E%E S E }uu * JVvSE JvS ¢« J(( &E vsS « Vv (
provoquées par la présence de CDs.
>[ A% E] v K Misée sdr le€Esolutions de carvédilol en absence de CDs ou en présence
[Uv <p v3]8 «<p]JuleDpEdey (Jv [ A o E ] pv  *¢} ] 8]}V 3 % E + V3§
de ces expériences est présefiigures0|(a), sur laguelle est observée une diminution de la mobilité
du carvédilol en présence des deuxCD3p ] *X v (( 83U % @& o[} » EA 3]}v * % E}?

du carvédilol qui sont isolés de ceux des CDs, le coefficient de diffusion du carvédilol a été mesuré a

4.7*10°m?/s, 3.8*10° m?/s et 3.5*10'° m?%s en absence de CDs ou en présence@Bet de \CD,

respectivement|Figure50|(b)). Cette diminution de la mobilité observée par DOSY est une preuve
[ e} ] 8]}v vSE o EA Jolo § =+« « 3 0[}E E PE v p&E §
qu] 8 SS v yuolEe- o[ v oC- } u %o 9| est & naferape |&EnSdhiljté du

¢

carvédilol en présencae \CD est [égérement plus faible que celle mesurée avec IX >[} « EA §]}v
des signaux des CDs, sur ces mémes expériences, mene a la méme tendance avec une mobilité

légérement inférieve de la \CD a une valeur de 2.7*#0m?s contre 2.9*10'° m¥s pour la tCD

Figure50|(c)). Outre la différence de taille et donc de diffusion intrinséque de ces deux CDs, cette
1(( & v % U8 P o u vs ISCE M puv o J(( & v }ves v§ [ e} 1 8

comme semblent indiquer les R calculés en présence de ~T X716+ § Vv ~0X06e+ v ul

tampon acétatg TableawB). En effet, les variations observées a travers les expériences (déplacement

chimique, diffusin, temps de relaxation, etc..) sont une moyenne des valeurs de la molécule observée
o[ 383 0] E & }Ju%o0 £ U %}v E % E o Ao pE Jved v8 [ «
A E] 8]}ve } « EA « 0}E- o[ i}pus * |2 poristan}e considéréd, laissadE

supposer dans ce cas, que la constantee+} ] 3]}v u  EA ]Jo}o *3 0 P & u vS *u% E]
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Figure50: Superposition des expériences RMN DOSY (600 Mhz, 2@8timponné acétate 0.1 M) du carvédilol (5 mM) en
o v e~ 0 U V %E *&s [uMulp VE t ~A ES3e }p v ~A]lo §eX ~ ¢ [E% E
Agrandissement de la région représentative du carvédilol; (c) Agrandissement de la région des CDs.

o< %oE ¢ VS « A E] §]}vs chimiqu¥ésodes uprotés du cavédilol ont été

observéed) % Eu 335 v$§ % EIUA E 0 % E « v [Mv  *¢} ] 8]}v A o0«
v v8]lu EJ<p S o] £% E] v K"zU u ]Je o v SuGE §§ e} ] 8]}v
o U o[} « EA §]}v < une premiére epproche, afin de déterminer si des variations de

déplacemens chimiques @& S E]*S]<u * o[]v opne]}v [MV }Iu%ole ¢}VvE % E -

% E}SIve ;i 3 A ¢ o S vS }E] VS e o0[]vd E] pEs dépacemeAtbs U o A

chimiques v % E * Vv [V Ju%o}e s Jv] SE] o (}E&u 8]}v [uv }

E vu}]veU §8 %% E&} Z ¢ o0]uls o[us]o]e S]}v - eV SUE 00 ¢ ~

o[ *Cu SE] . e u} J(1 + & eescaonstifdent. 4e$ interactions avec la RAMEB

% HA V3 S}us (}]e 'SE %% E} Z « % E o[p3]o]e 3]}v o /D U <}v

une méthylation régiosélective des positions 2 et 6 sur les 7 unités glucosidiques.
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Les spectres RMMH de sop$]}ve [r U t U % § /ID }vs }v § & o]

DK § u%}vv §S8 IXi D v v o V %E vV [V <p vS]S <u]u}
Figure51f* X }uu 3 vpu A o[r Wariatiofs]d® déplacemerg chimiques sont

} o EA o %}UE S}pe oo, ~C iXii %% usU ]Jv J<p v8 pv (] o Jvs E 3]}
cavité|[Figure51]|~ e X O[]JVA Ee+ U 0 ¢ *% SE}OUIBE *%t}v uySSEA S uv %o 0
(JES A E] §]}v -« %0 U VvVSe ZJulcu o * % E&}S}ve ;1T § A ~C iXif

%o E}S}ve ¢]Su ¢ o] £33 E] L& |Figureb1AdFE ~C 1 Xii %o %oUe ~

Figure51: Superposition des spectres RMNpartiels (600 MHz, 298 Kz ® § U %o} Vv v § 8§ 1iXi De o[r ~ U o
~Uo0o v ~¢ S0 Ju ~9e¢ VvV eV ~0 UL V %oE Vv [uv <p v8]S «plulo J&E

Les némes variations spécifiques sont observées sur les spéctrese ¢}ous]}ve }vs v v§ o v }
o /D Uwusd3vs Jve] v Al v o (}Eu 3]}v }u%o £ o []v OUe]}V |
CDs. Il est a noter que les variations desH3 etH5del *}vS 0 ¢ %0oue JU%}ES vS « ~C iXi
o0 /D ~C iXi6 %o%ue %o p]e ot X

(Jv [JVA «8]Ppu E o P }u S$E] o[]v ope]}v p EA Jolo veo t Uo
T-ROESY a été réalisée dansJ@ Bxmponné acétate 0.1 Bur des mélanges équimolaires. Un temps

de mélange efficace a été déterminé par la réalisation successive de plusieurs expériences pour les

O *<H 00 § U%e* [Ju%opoe]}v A E] 711 ues  iiddhes dX corrélatiory o] 3]}v

dipolaires fu optimale dés 800 ms (équivalente a 1000 ms), cette valeur a donc été conservée pour
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o[ ve u o « ZK "z Al v¥ o[ Vv 0Ce + [Flautese||Fgures3|et| Figureb4
% E » V§ VS8 0+ A% E]vVv ¢« ZK "z E o] + A o0 t U o v § o

démontrant la présence de nombreuses corrélations dipolaires entre ces CDs et le carvédilol.
>[]v o] vweédilol dans ces trois CDs, déterminée sur la base de la variation des déplacements
chimiques + ,1 8§ ,A Vv % @& * Vv EA JoloU +3§ }v(]Eu % E o[} ¢ C
dipolaires entre certains protons du carvédilol et les protons situé§avs E] pE o] Als .
La meilleure résolution spectrale dans la dimension F2 et la symétrie des expériences 2D
homonucléaires perméent une observation fine des H corrélés ((b), (c) des Figured4p2Ces
expériences permettent de mettreneévidence que les deux groupements aromatiques du carvédilol,

0 PE}Y% u vSs E 1}o & u 3Z}AEC%Z vCo U «}vs % E}AE]JuU]S e %o
cavité de ces trois CDs. Le groupement carbazole, volumineux, semble étre partiellemerdanslus

la cavité des CDs, de son coté rsubstitué. En effet, il est notable que les seuls sighaux aromatiques

ne générant pas ou peu daches JEE o0 3]}v A 0 * % E}S}ve ¢]3pu o o[]vs E]

les H11 et H13, situés du coté substithiécarbazole.

110



Figure52: Expérience RMN ROESY 2D (600 MHz, 298KK, D u %o } v v § 8§ iXi DU Win A 6ii

uee [HV U
<pluto J&E t § p EA Jo}loX ~ ¢ /[E% Gdmentdes zpnebsmrespondak corrtations
]%}o ]E « []vs E!Ss VSE o EA Jolo 30 t % Eu 33 vs [} ss@GAa@dilel &T o « *]Pv
~ e JH 0 %E}S}ve ¢]Sp + o[]VvE E] pE o) Als ) ~ X

> Ju% E ]+}v <u 0]3 3]A elativedésaches {18 coflation, observées avec les H3 et

,Ausd v Al v pv J((E v Vv}i$ o o[]v ope]}v t&IB, DtMEB) A]8 «
et la \CD. Reportées dangTableawd| ces intensits u}v3E v3 «<pu o[]v ope]}v p  EA ]Jo}o

la face secondaire des dérivégar la présence de plus nombreudeshes de corrélation avec H3,

v}$ uu vs A 0 °* , %}ES * % E 0 U SZ}AEC%Z vCowWD mptlere E] Vv
évidence uneP }u SE] [JTv ope]}v 1(( & vS§ U % E ptacheés dqicor(gl@ign JvS ve]S
entre les H5 de la CD et les H aromatiques du carvédilol. En effet, plusieurs hypothéses peuvent étre

formulées suite a cette observation
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- >[]v ope]}v u etpaticyl@jement du groupement méthoxyphenyle, est plus profonde
aveclav <u[ A o ¢ t(E]A -
- >[]v ope]}v H PE}Iu% u vS u SZ}EC%Z vCo + WD]S % E o ( %0 E |

Une combinaison des deux hypothéses précédentes correspondant a une moyenne des
observations (deux géométries, deux équilibres).

Figure53: Expérience RMN ROESY 2D (600 MHz, 298KK, D u %o } v v §§ iXi DU WiA A 0ii uee [pv u
<plulo J&E % $§ B EA JoloX ~ ¢ AE% GEEment dés zdne%corréspond@oiE corrglations
]%}0 @3 A5 VSE o EA ]Jo}o 0 Vv % Eu $5 vs [} » EA Gducakidiole «]Pv pu/E

~ e }JH 0 %E}S}ve ¢]Spu + o0[]VvE E] pE o) Als ) ~ X
Il est a noter que la différence de taille de la cavité entrela § ov = % psS A% o]«<p & S5 ]((
[Jv ope]}v MW PE}IU% u vS u SZ}AEC%Z vCo U }vsS 0 eou «3]5us]iv v }CE

*}v. J]usSE 38 uv Pl!lv %}5 v3] oo *lv Jv ope]lv % E}(}V Ve O ¢
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Figure54: Expérience RMN ROESY 2D (600 MHz, 29&K~ o ii uDU WiA A 8ii uee [pv u o VP <plu}lo JCE

§ U EA Jo}oX ~ e [E% E]v T Iu%0 35V PEV ]Jee uvd e l}ve }JEE *%}v VS |
entrele EA Jolo 0 Ju % Eu 8§53 v8 [}« EA E v &1 osduchRédijoldb) ovlpra@Eans « EJu 3]
*]Sp » o[]vs E] pE ) Als 0 ~ X

v(]JvU }uSE +}v Vv 0}P] A o ZD U of[uS]o]e §]}v ans /D %o
*U% %0 U VS J]E ¢« }v E&v vS o P }u SE&] présentédegouppmeEntsmeéfifyls U o
(visibles dans ledX & %oope A}opu]v HAE <y 0+ 0 }}oe vV SUE O % Eu 3 o]}

de corrélatiors dipolaires avec le carvéedilol. Came visible dans |@ableawd| les méthylesitués sur

la face secondaire de la DIMEB sont & proximité des H portés par le céstipstitué du carbazole.
Cedaches JEE o0 S]}v %% }ES vS aocludien i€ca giojdpemant se fait par la face
secondaire de la DIMEB, permettant de supposer une géométrie similaire at@D lqui posseéde une

cavité de méme taille et les mémes corrélations dipolaires avec le carvédilol.
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Tableau9: Intensités relatives des corrélations dipolaires observées par ROESY 2D, entre les protons des CDs et ceux du

carvédilol.
Carbazole Aliphatic Methoxyphenyl
H1 H3 H5 H6 H11 H12 H13 H15a H15b H16 H17 H20 H21 H28 H26 H24 H25
H1 - - - - - - - - - - - - - - - - -
H3 ++ +++ ++ +++ - ++ + - + - ND ND + ++ ++ ++ ++
f H4 - - - - - - - ND ND ND ND ND ND - - - -
H5 +++ + ++  +++ - - - - - - ND ND - - + + -
H1 - - - - - - - - - - - - - - - - -
H3 ++ +++  + + + +++ + - + + ND ND + +++ ++ + ND
' H4 - - - - - - - - ND ND ND ND ND - - - -
H5 +++ ++ ++ ++ - ND - - - - ND ND - ++ ++ ++ +++
H6 + - + + - - - - - - - - - - - - -
H1 - - - - - - - - - - - - - - - - -
H3 ++  +++ ++ ++ + ++ + - + - ND ND + ++  ++ A+t
H4 - - - - - ND ND ND ND ND - - - -
DIMEB
H5 +++ +  +++ ++ - - - - - - ND ND - + + + -
H6 + - + - - - - - - - ND ND - - - - -
CH3(2) + - - - ++  ++ ++ - - - ND ND - - + + -
CH3(6) ++ - -+ - - - - - - ND ND - - - - -

ND : Non déterminé pour cause de

superposition des signaux. {1 pv
correspondent respectivement a une intensité faible, moyenne et fortetaleses de corrélations observées.

JEE o S]iwee[(+) (F+)y et (++4)

>[ ve u o .
[ e«} ] S]}ve
entre le tampon acétate 0.1 M et HCI 13 mM. Cette association a été définie comme étant un complexe

[]Jv ope]}v PCE LWE A E] 3]3ehimiques %% JUlMB 3 o[ E% @isv ZK "z
v A] v uv P }u SE] []v oue]}v }u%o £ X v (( 83U o+ }EE o0 3]}v

observées peuvent étre duesla présence simultanée déférents complexes en solutigmenant &

% E] v + ZBREssus @Bt Permis] de conclure de la présence

v3E oetla tEDA labd}et la DIMEB en milieu aqueux avec une équivalence
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pHv  u ]JPubs }v Ev vS o 3" @é)eddnEld megurd ou deux groupements distant
JEE o vd A  o[]vs 9che@aAl3le Z X S}e 0 ¢ %o}ee] Jo]S ¢ []v ope]}v H
dans les CDs, sur la base des expériences ROESY, afin @e]vist&a o « ]J(( E vS « 3" Z]}u §

Ju% 3] 0o« A 0 }vv ¢ HE% EJu vE 0 X ~ ve Je us E o[}&E] vS§ §]

( e }v ]J& U o[]v ope]}v u}lvsSE HPE}u% uvs E I}o § pPE

meénent a trois interpétations possibles

- MAE Iu%o A - 3" Z]dant pr@sgnts en équilibrgv ve e o[} » EA 3]}v
tachee JEE o §]}ve ]%}o JE « A o[]vs E] uE 0 Als o e
de deux objets distincts.

- Un seul comp A& *§" Z]}u2yc¢hryédilotCD) est présentDans ce cas la formation
[UV Ju%o0 A Ju%o]<u V8 pv u}o o EA Jo}o § & ulo
*lousS]ivU % E o[]v ope]}v MAE PE}U% u vSe Elanédient <« <u vS§]

- La présence des deux possibilités précédentes, en équilibre et en proportion non déterminable.

Schémal3: Schématisation des complexes potentielaetord A 0 ¢« A% E] v e+ ZDE ZK 2~z }EE *%}v Vv$
du groupement carbazole (a), méthoxyphenyle (b) ou les deux simultanément (c).

Il convient de préciser que, ngak la bonne résolution obtenuéo} U E o[ ve U 0 e % E]
ROESY, la différence de déplacemattimiques entre les deux énantioméres estop faible pour
% }UA}]E A o E <] o+ P }u SE] + []v ope]}v ¢}vd ] vE]cu » }u vivU
observations sans distinctions énantiomérique du carvédilol (R) ou (S).

(1v § Eu]v B o 38" Z]}u SE] *  }u %oloadié niseodn giate, sHiYiev
par RMNH, dans le tampon acétate 0.1 M deutéré (U v) et HCI 13 mM dans leO (DIMEB).
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(a) (b)

Figure55: (a) SUPE&E %o} ]3]}V o 1} [» BB pBEwWpE€- + A @&gemnEhtsehimiqued (RMNH, 600
D,IU 1606 <e¢ =« ¢]PV UE J}EE *%}v V3 HAE % E}S}ve «]3u « o0o[]vd E] uE ) A3
E% E]V ¢ V %E Vv t ~A ES3e }u v~ EJuEmpopnd acstatdEX iD e >[ AE9%0 E] v

en présence de Dimeb (bleu) a été réalisée dansQetfHCI 13 mM. r%%&b) Exemples de spectres RMN

partiels obtenus avec [&CD a différentes valeurs de r (bleu 1.0, rouge 0.7, vert 0.4 @id)e
Ve UV % E u] E 8 u%-+U o[} « EA 3]}v o A E] S]}v ¢ %0 U VS
o[]Jvs E] HWE =« < % Eu]e SE & o - |FigUre5%Pgus l€k tidis@EDs vS ¢ ol
étudiées le tracé est parfaitement centré autour de r = 0.5 pour les protons H3 et H5, permettant de
}JVv OpE <<p o0 8" Z]}u 3E] . }u%oo:@(a)r(b»SAwuﬁeces
résultats, la formatior  [pv }u% o0 A *§" 2]peut 8t(E éxclue oui slle existe, possede
MV }veS v8 [ e} ] S]}V cp((]* uu vsS (] o MW¥BoEE Jps" Z1}u SE] i
%o}UE vV %o ¢ Ju%o S E o0 <}O6]X >puSGi%sd}e o ZDE }uu § Zv]«wu
pour la réalisation de cetteexp® ] v }((E o[ A v§ P % }UA}]E } « EA E 0 + .
HV]<p A% E] Vv X [ *8 %}uE<u}] Ve pv o }v 8§ u%-U o[} » EA §]}v
§ E o] %IUE A E](] E ] 0 ulu E +puod & HYe3GNs. tp % E

Figure56|présente la superposition des spectres RNMNaux fenétres de déplacements chimiguaiel

carvédilol en présence deCD a différentes fractions molaires (r variant de 0 a 0.9), mettant en
évidence une forte variation des déplacements chimiques et une différenciation énantiomérigue en

fonction de la quantité de CDs.
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Flgure56 Superposition des spectres RMN(600 MHz, 298 K,D tamponné acétate 0.1 M) obtenus parfl A % &E] Vv
'} A o EA ]o}o V % E v t ~€t e=€ EA ]J0}o*AiX0A uD U E }EE *%}v Vv

> ¢ 1} [* %0}3 }EE *%}v vS Slueo e, g EA Jo}o AJe] 0 ¢ ~v}Iv }v{
majoritairemens JvS E% E § 0 ¢ % & pv Savet]dm sérdet proche de 0.5. La

Figure57|reprend les tracés pour deux protons, le H25 situé sur le groupement méthoxyphenyle

Figure57[ (a)) et le H3 porté par la partie naubstituée du carbazold-igure57| (b)). Le tracé par le

suivi des variations de déplacement chimigue du H25 est parfaitement centré a 0.5, comme obtenus

%o bseration des H des CDs, pour les trois CDs @siéiEles deux énantioméres du carvédilol. A

O[JVA E+ U 0o :} [* %0}5 pn ,i ELCD e posséded@as de sommet correctement
(Jvl] 8 v}$ uu vS puv Z vP u vS§ *]Pv U O0Ocdb}€Et-obtariuen piésence de

\CD et de DIMEB. Comme observé s{Fitpire56|a 8 ppm environ, la variation de déplacemgnt

chimiguesde H3 est visible dés r = 0.1 alors que la différenciation énantiomériqueapaarartir de
r=0.3. Il en est de méme pour les H21, posqlels puv v vS8]J}u E 8 o]v S o[ USE

% ES]E E A iX0U uvvs p SE [UV :} [* %0}5 A puv Z vP |
intéressante, les H pour lesquels des changeisiele signes ou un sommet non centré autour de 0.5
correspondent a ceux portés par la partie raubstituée du groupement carbazole ou la partie

0]% Z S]<u U EA Jo}oX e Jv(}E&u S]}ve }vsS pv Jv ] S]}v 0 %«

équilibres spplémentaires interférant la lisibilité de la variation des déplacements chimiques.

117



Figure57 W "p% E %o}*]5]}v i} [» %0}3 } & viue % E o[ v sdhimiques (RMEH, 600 ¥Hz, % 0 U\
298 K) de deux signadxi carvédilol, le proton H25 situé sur le groupement méthoxyphenyle (a) et le proton H3 situé sur la
partie nonep *3]3pu BW PE}u% v E 1}o ~ U VvV % E v t ~A ES-U v ~CE}p
différenciation entre les triangles etd E}v ¢ }EE * %o}V U osu]A] [HV ulu % E}S}IV %IUE o '8
OO0 &eURAR
4,200 &6URAR
Ve 0 U *UE }9 S}ue 0 ¢ :} [* %0}S }EE *%}v VS PAE , %} ES * % E
sont symétriques et centga 0.5, cette partie du carvédilol semble ne pas énpliguée dans un
équilibre régi% & pv  }ves v3 epu((]® uu vS (}ES %}uE Jv(op v €E o <}uu
0]%Z S]<u v][idcluse %v e 0 Als . o [ % E + o0eg IEUK obzeratior ] .
V[ S %o ¢ % ES]v vS§ E 0 % E v . HAE kL %duis@ntedes ¢S Z]}L
environnements chimiques différents autour des H aliphatiques, ce qui peut expliquer une perte de
*Cu SE] S ¢ :} [* %0}S pldEableso@akcernantva pdtie carbazole isdans les
CDs étudiées, la partie nony *S]Spu }vs8] vS§ MAE % E}S}ve ~,7 § A }vs o :}
JvS E%E 5§ 0 X S VvS ]S VvS UWPEIu% u SZ}AEC%Z vCo Wrte }Ju% o A
H @EA Jo}o Vv[]Jv(op vV % E} o0 uvVv3 % * o[ VA]JE}vvV uwdesy P E} %o
différences de solubilités obtenues avectla ~Z A TX16¢ [puv &b (&S WY.78%ebla DIMEB
~Z A AXide [ UWEE %o ESU 0[ZC%}SZ « WuUDA +F |% |HED!S/E le(} Eupo

carvédilol et plus précisément le groupe carbazole, est en compétition avec un équilibre

supplémevs JE E P] % E pv  }ved v3 <]Pv](] 3]A Vv }u% @GECP.}v 00
>[} § v8]}v '} [+ %0}3 «C u\BE] uDWER pow ces mémes protons, ainsi que les
résultats de solubilité indiqueraient que les complexes fosm%, E o[]v ope]}v Y PE} U %o E

ces CDs possédent une valeur de constante de formation suffisamment forte pour masquer cet

<plo] & 8] E-U -asaodidodE] [ WS}

La derniére observation réalisée a partir des expériences RMNise en @ %o} UE O £% E] Vv

Job se porte sur les constantes de couplage du H15b de carvédhlaogure58|présente le suivi de la
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constante®Jssris €n fonction du rapport molaire [CD]/[carvédilol]. Un exemple siliivi de cette
constante de couplage sur les spectres protons, dans le cas de la DIMEB (HCI 13 mpdDjjaest D
présentée sur lgrigure58|(b) et le tracé de ces variations suﬁ@ureSS (c). En absence de CDs, la

constante de couplage mesurée est, dans tous les échantille@stdnponné acétate 0.1 mM ou HCI
13 mM), aux alentours de 5.5 Hz, proche d&laaris ~8 X1 ,1+X >[} § v3]}v Ao puE- }v
3J proties entre H15a116 et H15HH16 peut indiquer une liberté de la rotation de la liaison GH16

JARAX >[ i}us e HPu v3 ¢]PVvilisnsplorsi que ladlisanis reste inchangée,

quelle que soit la proportion [CD]J/[carvédilol].

Figureb8: (a) Représentation de Newman de la constante de couplgigiisnobservée selon différentes confirmations. (b)
Superposition de spectres RN (600 MHz, 298 K0 + HCI 13 mM) partifocalisés et alignés sur le H15 du calila en

présence de Dimeb aux rappef€D]/[carvédilol] suivants : O (bleu), 0.43 (rouge), 1.5 (vert) et 9 (violet). (c) Variation de la
constante de couplag®hisp nis} * EA 0} Ee o E% E] VvV S}V % E e v & Dimeb ES-U v
(bleu).

Le changement de la valeur de la constante de coupldgebservé seule v3 A  o[uv o nAE |

portéspar un Chlinéquivalent et les courbes tracées SL{IFIQUI’GSB (b) indiquent que la formatio

M Ju%o A [Jv ope]}v A . e Jv ]88 pv }vS8&E ]JvSs o]Ju]s v§
>[ uPu vs §]}v 0 %oE}%}ES]IV ipecu[ UV E %% }ES € +l1€ EA Jo}
JU% 0 P ipecu[ } § VIE pv A o UE % E puZde .4H%avedkCD e §96 A o

Hz avec lalCD et de 9.41 Hz avec la DIMEB. Les observations réalisées étant des moyennes des
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J(( & vde § 8« pu  EA Jo}o v *}opsd]ivU <}pue (}JEuU Ju% o A }u o]

rapport molaire la fraction complexée du carvédio ¢3S }%SJule U <u] AE%O0]<u

plateau. Il est notable que la variation observée est maximale en présence de DIMEB, avec une

variation finale de 4.11 Hz, ce qui est une nouvelle foiaoeordavec les expériences de solubilité.
Etant }Jvv 0 % ope PE v % E}AJuld H PE}u% u vs E I}lo A

groupement est probablement responsable de la création de cette contrainte. De ce fait, la différence

o[ §

e %o

observée entre les trois CDs étudiées peut étre expliquéence suitW >[]v oue]}v W E I}o

plus profonde avec la <p[ A tGD, se basant notamment sur la différence de la taille des cavités
et les expériences ROESYI® est donc plus proche de H15. La contrainte étant liée a la proximité
des CDsawec ce proton et des interactions que cela engendre, la comparaisont@blat dev S

les conclusions qui en découalesont justifiables par le fait que ces deux CDs possédent tous leurs
hydroxyles libres.Concernant la DIMEB, la variation consédeetie cette constante de couplage
indique que la liberté de rotation de la liaison CHL815 est considérablement restreinte par
o[]v ops]}v pu EA Jo}oU % E]}E] 0 % E3] tCDEuI possehe W E

méme diametre de cavitda présence de groupements méthyle modifie les interactions induites par

}U%c

o[]v ops]}vX 88 } « A 3]}v % Eu § *U%o %o} E <u 0 * }VSE ]JVvS -«

hydroxyles libres présents sur la face secondaire des CDs et leur capdoit@er des liaisons
hydrogéne A° o[ o }}o p @EA ]o}o %}ES % E o ,ido 3 o[}ECP v

aliphatique. De ce fait, 1aCD et la\CD disposant de tous leurs hydroxyles libres, les liaisons

e %o

ZC E}P v e *¢}vS % ES P « E plevsS o puE (}CE § 0o+ %E} ]o]8 -

JVEE Jvd X O[]JvVA E+ U o /D Vv %o}ee <u[pv ZC EJo@nGaire,0] E

%0

oJul]d8 v3§ o viu GE 0] ]*}ve ZC E}P v U <u] 8 A vsE P (A}E

conformation stable, par la foe de ces liaisons qui se vaugmentée en comparaison de celles
(JEU * % E 0 <+ v SUE 00 X >¢de %aisdis hydrogéne &hatcE |2 DWEB et la

EA Jo}o % Eu]*U v }oo }E §]}v A o WEX A] >v C o[hv]
~h> KeU %o E}%o}e E PV ¢SEMN SPE T Y Iu% o A [Hguepr]}v p PE}
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Figure59 W ' lu SE] L }Ju%o A [IJv opel}v p PE}Iu% u v§ E piésentie dEliasonsD U }E]
hydrogéneformées par les hydroxyles libres de la face secondaire de laDIME o[ o }}o p (REAo[[pECP v 0]

pH E Ilo X 88 Iv(}Eu 3]}v S ASE |8 [uv eJupo S§]}v Cv uj<p u}o po JE
Ju%eo] 18 [ H ~ o}v <}(SA E X
>[ ve u o e Jv(}Eu S§]}ve } donclauxdonclusions suivantes

- > % E vV e S o[ **} ] 8]}v <py[ oo« P v E vS u v vS§ o (}&Eu

grande taille que le carvédilol

- 5§ ee}l ] S]}v -8 E S E]- }uu § vS pv lu%eo A [Jv ope]}
étudiées, sur la base des variations de déplacemehimiques < % E}S}ve O[Z€5§ §
o[JvA]% tagheee JEE o0 3]}v} e+ EA -« VSE e u&E Ev] E-o0}E-

- > ZK ~z % Eu]e us3SE v A] v o[]v opts] aomatiquesp £ P E }|
(carbazole, méthoxyphenyle) du carvédilol dans les 3 CDs étudiées

- > 87 Z]}u SW&E] i8S § BEu]v % E O VEE %o WEE] YU%O:FE ¢ []Vv Ope]}v
% @E * vie V *}opuS]}VU % E o[]v ope]}v u PEJoxyphenylE 1}o }pu p PC

- Ces inclusions sont plus profondes avedd®;

- La présence de DIMEB induit une forte contrainte stérique sur le carvédilol, a priori liée a la
présence de liaisons hydrogéne entre les OH libres de la face secondaire de la CD, le OH du

EA Jo}o 8 o[}E£CP v 0] u & lI}o X

>[} § v§]}v informations structurales converge donc vers le fait que le carvédilol est réellement

inclus dans la cavité des trois CDs étudiées en solution. Ces informations mettent également en

évidence que le carvédilol est un cas complexe dans la mesure ou cesiarstd active est sous

(}Eu uovP E ul<p S <u[ 00 %o}e- MAE ]S ¢ []v Ope]}V %}S Vv

e} ] & i}usS pv <<p]Jo] & S] Ee <pu] 8 % ES] 00 u v8 E *%}Vve O
qui représente une compétifiv A o (}Eu 3]}v ¢ }u%o £ ¢ []v ope]}vU ule v

.o e ] PE uu s  %Ze ve,0X (JV [ %% E}(}Jv]E o E § E
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détermination des paramétres thermodynamiques sera réalisée aveeDeet la RAMEB pération

calorimétrique isotherme.

[1.1.3.2.2. Détermination des parametres thermodynamiques par ITC

PréambuleW d}us ¢« o ¢ A% E&] v - SE]SUE S]}v % €E /d }vs § & o]

avec le Pr. David Landy grace a son expertise dahsc § Zv]<p [ v oCe S ¢ % E}S} }o -
V. %00 % EuU SS vS o[} § vS]}v }vv < §BA{H e jrafament dgs dophées o

expérimentales a donc été réalisé par ses soins, paedgessionappropriées suivant des modeles

mathématiques correspondant a différents phénomenes. Toutes les analyses ont été effpatuce

o[]vi $§]}v.L suivie de 10 injectisrde 3.5 .>X > % @& u] E ]Jvi S]}v % Eu § o[
o[ * vV pMoo ¢ ve o[ |]Pp]ooO o0 ¢« EJvPH S V[ *S %o * %o E]e Vv

données. Le volume de la seringue étant de.l40e volume des injgons visant a étre exploitées a

été déterminé afin de pouvoir obtenir 10 points par expérience, un nombre suffisant pour vérifier la

<u 0]8 e AESE %}0 S]}ve E 0] X /0o 8§ vis§ E <p o[ pPu vs §]}v

une diminution du vghu Jvi § § }v ZoUE PV E X [ 5 %}uE<«<u}] o v

obtenus par les injections successives de.l3.&orrespond a un compromis acceptable entre terme de

<u 0]8 o[ £ASE %0}0 S]J}v § Z o HWE* U *PE X

>[/d *§ uv 8§ Zv]cu [ VOCe u<pE v3 0+ A E] 3]}ve Z o uE
*h +c]JA e [pv e}op3]lv  ve O oopduP X PJE-<u[ME A E] 3]}v

S u% E SpE *3 § § % E O[] %% E& ]JoU Ev] & ip*s o[ v C
S U% E SHE ]Jv]8] o U % Eu 85 v§ <u v3](] € o « A E] 8]}ve Z 0 |
qui peut détecter de f] o « A E] §]}ve Z o PhEU 5 00 * | oo+ Pv E -

Ju%3}e IH 0 *Ju%o (E] 8]}v VP vV E % E o[]Jvi §]}vX >« A E] §]}v
0 ZOMUE S 8§ 0 % & o[/d U [ *S %o}uCE«phhéefrisdisgensiablesior§puv u]o]
o & o] S]}v S]SE S]}v %o E 8§35 § Zv]<p U %}pE [ ((E v Z]E
> § U%}v § 8 ~iXi DU %, A %< A 0X0+s C vS % Eul]e o[} S vS]}v
carvédilol, en absence de CDs u]o] M § Z}]*] %}uE& o[ ve u o e E% E] v
suite.
A vs §}us v oCe e lu%o £ « []v ofpBP] RAMER)Et leccarvéditol~il est
v e |E S§ EGul]v o ZopPUE* PV E *» % E 0 %Z viuv e SSE
des composés seuls. En effet, les observations de chaleurs obtenues par cette technique
correspondent a une superpaosil } v o[ ve u o e %Z viu v ¢ Jv u]8e % & o[]vi S§]]
o * E]vPypu Ve 00 0 OOMO u *puE X /o }VA] vs v [ (( 8
[ £% E] VvV ¢ %}UE u *uE E ]V % v uu vS§ e Z olgs@oustraireo v ¢ (]v
0}E- o[ v oC- e }lu%o £ X
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TableaulO: Détail des expériences réalisées pour évaluer les chaleurs des blancs

Expérience 1 Expérience 2 L% E] vV Expérience 3
Seringue| Cellule | Seringue| Cellule | Seringe | Cellule | Seringue| Cellule
[carvédilol]
0 0 5 0 0 0.5 0 0
(mM)
[CD] (mM) 0 0 0 0 0 0 5 0
Chaleur de dilution
Effet Z o uE Jous]tv I Jee<3 _ o
Z o pE []v o ) / dissociation des
recherché association du carvédilol D
S

Comme indiquéelans l¢TableaulO|la premiére expérience consiste a la simple injection du tampon

dans le tampon permettant de mesurer la chaleur que provoque, pour ce systeme, la friction liée a
o[]Jvi S8]}vX > ¢ AE%[WE]}vS i & eposS S }vs § ] ngﬁrm%qo\ﬂﬁent uu vs -~
a déterminer si la dilution du carvédilol crée une variation de chaleur et si cette variation est

%o V VS 0 }v VSE 3]}oX Jaws]¥%w @WSUEA ]Jo}o 1iXA uD ~ FE% E]

uv A E] 3]}v Z o uE ~ AE}SZ Eul<p » %oope JUk}ES VS < 0o u
[ USE % ESU o Jous]}v [uv <}oupsS]}iv }v VvsSCE A uD ~ A% E&] v
%o | E}S3Z Eulcp } o EA IXA uD S o %% E]S]}v [HUV %o] v }8§Z
>[]Jvd PE 8]}v ¢ %] « } » EA « iXA uD § A uD uv (]Jv o uvs .

de la compensation endothermique / exothermique. Cette expérieblee Eu § }v ulvsE® & <y
*S %o}ee] O [ ((E v Z]E o[ (( § §8Z EBu} Gv ul«pu 0] 0 v vsda@
o[ v oCe e Ju%o0 /£ ¢« A o0 X /O 5 ipn]] uE % E ] E <p

E% E] v U o] u%oo uvhodus]}v EA Jo}o V[ % ¢ []Jv(op v ]

o[]vS E% E § §]}v ¢ E *pos §+X v ((SU o[]vi S81}v [pv <}ouS]}v
tampon implique une forte dilution de la solution injectée et un nombre de sw@streivi X o[]JvA E-+ U
o[]Jvi S8]}v M S U%}v Ve O <}OouS]}v EA Jo}o Jv puld pv  Jous]}v u}
un nombre de mole plus important, menant a une équivalence en terme de chaleur/mol g&mé

v(]vU o[ &£ % @npleguedceléréalisée avec le carvédilol, consistant a injecter une solution

de CD dans le tampon afin de mesurer Z o p&E JopusS]}tv «<p[ oo P v E X

> e FE% E] V ¢ % E vE ¢« }vS }v % Eu]e ]*¢e} ] & 0 ¢ %Z viu v
aprés lasoustra]}v ¢ o v U 0 Z 0o pE* P v E tcaisédiol dg¢crtes dass }v
le{Tableaull]X > u 327} § Eu]v 8]}v ¢ }ved v e [ e} ] Fpretpy EA

la RAMEB se décompose en trois protocoles distincts. Le protocole A consiste a injecter une solution

concentrée en CD (5 mM) dans une solution de carvédilol dix fois moins concentrée (0.5 mM),
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permettant de mesurer la chaleur de formation du complék o[]JvA E+ U 0o % E}S} }o

o[} § v§]}v o Z o pE J**} 1 S1}v p }u%eo £ U % E of[]vi S]}v
carvédilolt Ve 0 <p 0+ SE}UA 0 }Ju%o A i (}JE&u X > %E}S} }o E
desAetB,sd o[]vi §]}v M u teamwwdilol dans une solution de carvédilol. Cette derniere

% E] v %}u@®& } i S]( o[} S v3]}v uv 8Z EU}PE uu %0 SU o0 %o E]

libre dans la seringue et dans la cellule étant proche.

Tableaull: Détail des protocoles utilisés en ITC pour déterminer les constietenodynamique impliquées dans la
formation des complexes entre le carvédilol etd® ou la Rameb en milieu tampon acétate 0.1M (pH = pKa = 4.7).

Protocde A Protocole B Protocole C
Seringue Cellule Seringue Cellule Seringue Cellule
[carvédilol]
0 0.5 1 0 1 0.5

(mM)

[CD] (mM) 5 0 5 0 5 0
_ Dissociation du Formation + Dissociatiol
Effet Formation du complexe, L
complexe (équilibre)
Il a été démontré que | £% 0}]S S]}v e SE}]e A% E] v ¢ Julvpg <]PV](]
oo} ] o] § Eul]v S]}v o] }vesS v§ [ *} 1 S]}v v }u% @& ]Je}v

classiguement utilisée (protocole A34]. Ces expérienaeont également été réalisées a trois
températures, 288 K, 298 K et 308 K. A titre iIIustrat@ présente les thermogrammes
obtenues a 298 K, avant la soustraction des blancs, suite a la réalisatipmdxmlesA@
(a)), B|Figure60| (b)) et ClKigure60| (c)). Qualitativement, il est observable que la formation du

complexe est exothermique et donc sa dissociation endothermique. Il est également notable que le
% E}S}t }o u v o[} $§ vS§]}v [pv SZd&Ha ¢éhkinaison dedidoFtenus par

les protocoles A et B, comme souhaité. Sachant que laaghaesblancs (non représentéesst

exothermiques et que les thermogrammes repris s{Figure60|correspondent aux données brutes,

la présence de pics exothermiques lors de la dissociatu complexe est attribuabl@ux blancs.
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Figure60: Exemple de thermogrammes obtenus patr ¢ o}v 0 ¢ % E}S} }o ~ U ~ ¢ § ~ ¢ %}uE o }
dans le tampon acétate 0.1 M (pH = 4.7), a 298 K.

> ¢ ]¢}SZ Bu » }EE *%}v vS o[ ve u O e E% E]vVv ¢ E 0] U %
de blancs, sont présentgsgure6l|X % &  ]J(( E vSe ¢ JeU 0 <u 0]8 o] £SE %
}vv o E% EJU VS 0 ¢ ~%o}]VvSes § }%S]Ju o o}E- o[us]o]le S1tv [}
*§" Z]}lu SE] iIWIiX >[ Atk dinuthhement sur les données issues des trois

protocoles, contribuant a la diminution des erreurs sur la détermipati ¢ }veS v3 o [ e} ] §]}v

Les paramétres thermodynamiques correspondant a ces extrapolations, pour les trois températures

sont indiqués dans [€ableaul?| Il est a noter que le carvédilol analysé est sous forme racémique et

g MAE }u%o A - 8" Z]}lu SE] Wi *}vS % E « vSe Vv e}ousS]tv ~} o

les constante []v Ope]}v U cpE =« <}vs }v * Uu}C vv o S}ue 0 ¢ }u%o0
*}opusS]}vX /o 8 B u E<g O <g 0O 8" Z]lu SCE] - § Eul]v e« suE&E
déplacemens chimiqguesen RMNt, ~:} [¢ % 0}Se «}v3 Plpcanfurtantcette information

% & o[} § v8]}v H ulu & *pos 8 % ES]|E [PV MSE § Zv]«pu
[ *¢} ] 8]}V u epE + Vv3IE o \CDEZ M)sdmt inférieures a celles mesurées avec

la RAMEB (317#% § «}vS§ ve o[ Mativenent@ibles (inférieures a 500 Ces résultats
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sont en accord avec les résultats de solubilité obtenus dans le tampon acétate et ces valeurs de
constantes sont appropriégsour une utilisation pharmaceutique. En effet, cet ordre de grandeur de
C}vesS vs [ ¢} 1 S]}v %0 CEu S pv Jee} ] S]}v }EE S M }u%o £ U S

substance active, lors de son ingestion par voie orale et de la dilution ainsi g¢B8&fée

Figure61: Isothermes obtenues par les expériences ITC (poirsinsles protocoles A, B et C a 298 K pour les couples

EA Jololv S EA Jo}olZ u X >+ IuE =« «}vs SE * % E AESE %}o 3]}v u]A
*§” Z]}lu SE] Ju%o £ TWIiX

KUSE& of} S vS]}v e }veS vS ¢ %f]Eo0p>]}PU0 [ MB [ E pAE % E
thermodynamiques 4 ,£ ~ vSZ 0 %o] [P D p~] E«d} %o ] []Jv ope]}lve § 4'£ ~ v
[]Jv ope]}veX %opneU o & o] S]}v o [E% E] vV - SISE S]}v
%o}ee] 0 o[} S WS]}Vo ]S 0}E](]<H p, donsidepée]gdrvmilieu aqueux comme en

%% ES] E % E « vi §]A o[ A% }*]8]}v PE}u% u vSe %}0 JE « }u %

Tableaul2: Paramétres thermodynamiques obtenus par ITC pswdapls EA Jololv S EA Jol}olZ D vV § uf
acétate 0.1 M (pH = pKa = 4.7)

Température (K) K (M%) 4,£ ~1:Xu}lo >d4"E ~iX¥)}o 4'£ ~1:Ru}o

carvédilol \CD 288 296 + 39 483+ 0.4 47+0.7 436+0.3
298 225+ 30 214+05 8.4 +0.9 43.0+0.3

308 166 + 22 24.4+0.7 11.3+1.1 43.1+0.3

carvédilolRAMEB 288 408 + 60 47.7+0.7 33+1.0 44.4+0.4
298 317 + 47 48.0+0.8 37+1.2 443+04

308 250 + 37 48.3+0.9 41+13 441+04

>[} § vS§]}v eurB @emmodynamiques permet une interprétation plus compléte des

systemes étudiés dans la mesure ou les interactions électrostatiquesthifitété sont considérées

}uu & P] ¢ % & o[ V53Z 0%o] S o+ JvsS (E §]}i88].20meRg BbZefvée % E O
0 **]J<p u vS o}E-" o[ voCe 3Z CEBu} Cv ujJ«p e }u%o0 &£ ¢ []v Ope]]
sys§ U e Su ] e }vs puv  vSZ 0%o] (JEuU 3]}v (A}JE o0 ~4,£ D i* % E:
une entropie défavorable4*£ D i¢X > « A 0 HE+ v P §]A « 4'f£ 3 4,£ 1V J<p V8
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formation des complexes, avec 1&D et la RAMEB, est un ploémene spontané et exothermique. Il

3 JvE E ¢+ v3 [} + EA E «@H° et de S°sopt@Emilaires pour les deuxtgyses a
288 K et se différencient A o[ pPu vsS S]}v 0 S u% E SpE U <U] %o HUS
difference de 4G, [p vvaleur de-304 J/mol/K avec lav 1S >7f :lu}ola RAMEBoLes
A o HEe+ [ vEE} % Jet la plusdaiblp}sapacité calorifiqgue en présence \@® permettent

[ U SSE O0[ZC%}S5Z » ¢ 0}v 0 <p oo o0 }vSE] uS]larganisdtigicdes ZC &} %:
ulo po e [ B 8 A VE P %E e+ v$ Ve eCeS U <« Ve OM] V %o E
0O <d 00 O ov (}& -tfdrteshyirophdbes est différente. Il est a préciser que cette
ZC%}SZ ¢ [ ((E v Z]ce de matur( de€ECDs utilisées dans ces deux system#sDla

étant pure avec tous les OH libres alors que la RAMEB est un mélang®gmrtiellement méthylée.

[1.1.3.2.3Analyse des complexes p6

(Jv [ A opu &E o %%} ES 0 *% SE}u $E] u ee o[ v oCs e }u!
lecarvé ]Jo}o S o+« C o} ASE]v e Sp] U o[]vi 8]}v % E JvSE} p S]}v
FIA: injection automatique de 1.» ve pv (0@ &A0.2 mL/min) de mélanges aqueux GDs

EA Jol}o § & o]e Xecpmme solgantdpdugdsée afin de conserver une phase
119 «u pe ipe<p[ o[ EE]JA 0 <}ops]}v ve o e }uE AU Al vE o
% E o[ i}us *}JoA v3 }JEP v]cu X LYE oo Ep TS S503 53 % v § §
[ pPu vk gEportion de carvédilol sous forme complexév uJv]ul]le vS o (( 8§ Ju% S]18]
[1}v]e S]}vU o }v VvSE S§IvV]A it ...D § o00 M igurea|} o i ...C
% E ¢ vS 0 ¢ }UE vSe J}v]cp ¢ E[Figwed $3)), du cavédilqHgure62| (b)) lors

o[]vi &]}v uovP Ve UV § U%o}V § 3 IXi uDX /o +3 } « EA

o[ E E]A tCD dams la source de la MS est acceptable, sur une durée de 0.1 seconde, ce qui est

classique los o[]Jvi S8]}v [MVv <*}ouS]}Vv % E &/ X o[]JVA &+ U o tuE
EA Jo}o MV %o E}(]O0 }%o%o}e A pv § S]}v euy& o ¢ T ulv [ Vv i

E o0 u vs (JvlX % E}(JoU e} ] o] v xduie dne évdntuelld % Eu

saturation et/ou pollution de la source ESI.
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Figure62: Analyseen FIA,ZD” [uv e}ouS]}v ~8 u%}v §§ iXi uDU %, A 0X06- EA Jolo ~f
~il ...DeX JUE v3 J}v]cp E }ve3]3p p ull*GQuEdanbdiol +KD). (5 Bpecte MRMS (5 scans,
0.2 sec/scan) correspondant @ic & 0.14 min.

Le spectre de masse moyen issudes scansoula ¢S % @E ¢ vS ~%o] 1Xid ulve % Eu 3§
les deux especes du mélange, soit le carvédilol (m/z 407.1929, {MetHh tCD (m/z 1157.3611,

[M+Na]), mais aucun m/z correspondant 3y E <<} ] S]}v v[|Ri§uragd |c)). La différence

[ EE]A * WA u}o po - veo <}u®E []}v]e S]}v Ju%eo]cp <uf]o Vv[C
o[ v oCe [UV u o VP LA %o GBdant JaHasdrEparatip@E({Earvédilol] / [CD] = 0.5), le

EA Jo}o 3§ v3 }v v }v vSE S]}v Jv( €] pE X WE v v8 Vv }u%S
U S v 1A 8§ oK (o3& [,0}E- o[]Jvi S8]}v % E &/ U pv & S vs]}
% ES] oo U EA Jo}o Ve 0 ¢ SU HOUE ¢ ¢ % Eevde la MBQSES []vi

envisageable. Au vu e % E u] E+ & *pos seU 0o u 572} [Jvi S]}v e+ u o vl
privilégiant une infusion directe dans la source de la MS.

Les analyses par infusion en MS de mélanges carvédilbls en proportion équimolaire (8/) ont

}v. § @& o] *U Vv & u%}v § 8§ 1IXi uD @r@[enﬂ,%&in& X >

[ £ U%0 U 0 ¢ E +uos 3« } § vue 0} E- o [] v (1CD)] Yrampon wcétatelp EA

Comme précédament, le courant ionique de 1aCD et du carvédilol sont représentés, en (a) et (b)

E % S]A u vEX /o 8}« EA o0 <« 8 u 37} [JVEE} p 8]}V % Eu
ionique stable, pour les deux espéces constitutives du mélange, valiolant Z}] A& o[ v oCe %o
Jv(pue]}vX /o }VvA] v$ % @E ]* E <p 0 ¢ Julvpd]lve [JvE ve]d o} o EA
les deux espéces correspondent & la LockSpray, une référence infusée périodiguement pour corriger

les éventuelles variatiande mesurede masse précises.
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Figure63 W v o0Ces ,ZD”™ % & Jv(He]l}v [Hv <*}ouS]}v ~8 u%o}v § 8§ IXiuDU %, A 0X0-

t ~0 ..DeX }JUE v3 J}v]cp E }ve3]3u p ull(a) & @arvédilpl+H§E). (c)ESpecties HRMS (200

scans, 0.2 sec/so/ 1(( E vie ]vd EA 00 - ullU vv}sd e o ( 8§ uEe [PE v ]Jee uvs }EE
> *% SE uee } SVH % E 0o u}lC vv Til ¢ ve % Eu § S5 (}]-
(] o JvE vel8 U PV E %% }ES ull }EE +%aCDvet le aafvédill|(BE}v  vEE

1541.6011, [carvédilol +CD + H) [Figure63[U ~ ¢¢X > ¢ (E *pn0S S o[]Jv(ue]}v ¢ e}ous]

en présence deCD ou de RAMEB en tampon acétate sont présgfitige64] De maniére générale,

il est notable que le m/z correspondant au carvédilol est fortement plus intense que ceux des CDs
}Juu o Uu}vSE o0 ¢ ( S PE* [ PE Vv ]J**e U vVSe JV J<h » *UE O s*% SE -
e E£% E]vVv c0-° ¢ SO0 EA ]Jo}o *}vd V %E}%}ES]}v <p]ulo ]
que le facteur réponse en MS du carvédilol est supérieur a celui des CDs, ce qui introduit une variable
*U% %0 U vS JE o0} E-" 0 ees Zod@pleXes 4 traver€ eette technique. Néanmoins,
e ( S uEe [PE v ]eeuvs }vs 1] 8§ u8lo]e « (lv Ju% E E o A]

toutes les solutions analysées, la concentration en carvédilol y étant identique. Reporté dans le

Tableaul3|U ( SUE [PE v ]eeuvdusd v Al v «<u 0 ZD % Eu s cC

des associations carvédil6Ds, avec des valeurs inférieure a 350.
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Figure64: Spectres,ZD”" ~T1ii ¢ veU iX7 ¢ |e ve J[uv e<}ousS]}v EA Jolo ~6 ...D-\ vV %o @
<plulo JE ZD }pu V ~+ Vv §u%}v §8& ~iXiuDeU 1(( €@ v&s Jvs EA oo -
[ PE v ]Jee uvs }EE *%}v VvsSX

Afin de contbler si les m/z correspondant aux complexes -C&rsédilol sont réellement des

complexes spécifiqgues ou des adduiyénérés en source, un témoin a été réalisé avec le
U 03}Z %3 }» U o[Z}u}o}Put oJV[HVE % @3U Jo 3 v}3 spondafiey ull }CE
o[ *«} ] S]}v vSE o0 u 03}Z %S }* S o EA Jo}o 5}« EA U Jv ]
0 EA Jo}o 8§ U E o]v JE X [ USE % E3U o ( S UE [PE v ]

de ce m/z (1350) est nettement iriéur & ceux nécessage o[} » EA 3]}v [uv  e*+} ] §]}v v

EA Jo}o 30 e+ ~u]v]jupu t F8I1 oh Ao[¥WE]}v GBB0).2 ed résuite

MUV U JPubs %0 @E } %0} * o v SuE cull } » EA « JEEICR3V VS o0
Ve 0 U *HuE }T 0[ZC%}SZ - (}E&u S]}v [ H]8* v % us ISCE E C

présence de maltoheptaose.

/o % Vv}8 E <p o EA ]Jo}o 3 u i}E]S]E u vs Alle} @Dsspue (}Eu

forme [M + Na] et les m/z correspondant a leur association sous forme [CD + carvédildl kaH]

RAMEB étant la seule CD offramie bonne visibilité de son association avec le carvédilol, une analyse

par MS/MS via la sélection du m/z le plus intense (1709;{M@D + carvédilol + Hl]a été réalisée,

générant uniquement un m/z correspondant a [carvédilol #UH]«<p oo <«<p  *}]S o[ v CEP] }C

appliquée (de 5 eV a 60 eV).
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Tableaul3: Récapitulatif des résultats obtenus paragrse HRMS en infusion des mélanges équimolaires carvédié
ve o[ U UL Ve pv § u%o}v § 8§ iIXiuDX

Intensité Intensité CD | Intensité m/z Facteur
carvédilol correspondant [ PE v ]e-
Milieu CD
au complexe | pour observer le
complexe
t-CD 1.49E+08 2290000 26700 5843
Vv 1.03E+08 1580000 13000 9451
Non HR t-CD 1.19E+08 2600000 32200 3696
tamponné HR vCD 1.55E+08 735000 10100 10198
Rameb 1.56E+08 12200000 456000 327
Maltoheptaose| 2.38E+08 930000 178000 1337
t-CD 2.14E+08 2460000 30800 6850
v 1.63E+08 1470000 16400 13476
Tampon
HR t-CD 1.59E+08 2550000 48800 3258
acétate
HR vCD 2.21E+08 728000 16400 9939
Rameb 2.11E+08 12700000 640000 334

> (] o ]JvsS ve]s e ull }JEE «%}v v§ carvédilols Ja]visiblive @ cette
e} 1 8]}v A o0 U 03}Z %3 }e S o[V o0oCe % p ]v(Ja@aluidudd E DD
*% SE}u SE] uee U veo e u EA Jo}oU 8 puv 8§ Zv]eu [V
o[ v oCe e Ju%o0 /£ o []v ope3}v( JAO o0}ve3 & [ e} ] S]}v § Gu]v
0[ZC E}%Z} ] ]S i EA ]Jo}o % Eu 33 v38 VvV % ES] [ A%o]«u E
complexe rCDmoringin reporté dans la littérature a été analysé avec succes par spectrométrie de
masse (FIA), notamment grace a la plus forte solubilité intrinséque de ce composé (limitant les effets

E § vVS]}VvI% E ]%]S S]}veU o }vesteW8300[Méte} § S]1dv %@ ¢} [HV
forte liaison hydrogene intermoléculai®2]. Dans cette étude, une fragmentation spécifique du
Ju% o A& []viGDuteJJE]VP]V § }+« EA U <] V[ 8 %o * O 11 A

une simple dissociation est observée.

> e vV OCe o % @& * v <« }vS % Eu]- E 5§ E]* E (JvuvsS o }lu%o
carvédilol et différentes CDs natliles tCDetv «U S o Z D X [uv % ESU o ZDE %
% E A o[]v ope]}v pu  EA Jo}o veoO Al3 e« eUlpet «3”~ Z]}u
0 ¢ ]3¢ []voupe]}v pup EA Jo}o ~ E I}o & u SZpEQHE laCo X [
*$” Z]lu S E] iWiU % Eul]e o[} 8 v3]}v « A o pE+ sajacinevd  []V ¢
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erreur faible, et ajouté une caractérisation thermodynamique des complexes, mettant en évidence

pv o J(( & v [Jvs Eindfgavec & ¥D et la RAMEB. Enfin, la spectrométrie de masse a

§ JVvA «3]Pp (v [ Aou E *}v ]vd E!S ve o[ v 0Ce s Ju%0 A -
V[ %0 * % Eule o[} 8§ vS]}v []V(}EU S]}ve eu%o% 0 u vs JE X

Les complexes étant caractérisés et ledeurs de constante [ ¢} ] §]}v %S 0 * %}lUuE p
psl]ole 8]}v %Z Eu us]«u UNCO[el( fk la FFAMEB pour solubiliser le carvédilol a la

}v vSE S]}v ] o euy& pv o}lvPu unE e« E ]JVA «3]Pp X serdoopeU o]
analysé en conditions photoxydantes, a travers une exposition a une lumiére standardisée, afin

[ A op E <] o[]v ope]}v e PE}U% u vde & I}o 3 u SZ}EC%Z vCo

carvédilol en solution aqueuse.

11.1.4. Photostabilité eprésence de\CD ou de RAMEB

11.1.4.1. Dosage de la teneur en carvédilol

(Jv [ Aopu & o <3 ]o]s8 Z]Julwpu e s}ouS]}Vve < pe o EA Jo}o
12.3 mM, en présence et en absence de CB®( RAMEB), une étude de stabilité a été misdarep
selon les recommandations ICH Q1A et Q2B. Les solutions en présence de CDs ont été préparées en
(J}o ¢« i uyP U % & of i}us it ub [, o 8§ 0iXA ubD e ~fA < E /
elou Jo]e 8]}v 8§}S o i E A ] o }timn/senicatien Jdev 30 [séedBdes). La solution
S u}jvU v e v U § % E % E V % E& * Vv {,QIACN[, 0o ve
(50/50), un solvant organigue étant nécessaire a solubiliser 12.3 mM de carvédilol en absence de CDs.
>[ 3}v]E@]d E]A]o P] o[ $Z v}o }u p u 3 Dlusherte Ghi et supposé+}oA v
induire moins de dégradation. Les solutions ont ensuite été placées, durant 9 mois, dans une enceinte
climatique tempérée a 25°C sous exposition a une lumiére sraigEe (UWisible). Il est a noter que
chaque solution a été filtrée (0.2m) sous hotte stérile puis répartie dans 18 piluliers stérilisés

% Eu S5 vS o[ v oC- 0 *}ous]tv ]Jvl]S] o ~Dis 8§ pv SE]%o0] S [

mois, 3 mois, 6 mois et 9 mois)|Eigure65|reprendles résultats du dosage par UHRIZ (241 nm)

du carvédilol en fonction du temps, représenté sous forme de pourcentage de la teneur initiale.
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Figure65: Moyenne et écartype de la quantité relative de carvédilol mesi MHE vS o[ S % Z}5}e8 Jol]sS v
acide (13 mM HCI) avec le mélange ACN/Ktontr6le, noir), 61.5 mM d&D (rouge) ou 61.5 mM de Rameb (bleu). Les
courbes correspondentla regression ¢ }vv ¢ A% EJu vS 0 ¢ ¢ 0}v uv u} o Jv §]«<u P&

> ¢ %Z}S}PE % Z] ¢ }vS § & 0] ¢ % E ¢ B{moinC e . Z vS8]oo}ve un 0

}w

:

LapremiE } « EA §]}v E o0]* U <p 0]3 3]JA U 38 o[ %% E]3]}v [uv }o’

des le premier mois en conditions phetoE %o } ¢ }u% Pv [V 0 P E % & ]%]S
contenant les CDs. Il est a noter que les échantillonsddi®espondant a la solution initiale (avec ou
o Ve U V[ % S wu]je Ve O Z u & oJu S]J<p v 5§ Jo]§ § o8
% E * O u}]e S} 1 P o[ &E] 0 opu] E +20X E[ % EY S]] WS
cettecol}E S]}v % puS v I1SE SSE] O[] A% }*]15]}v %oE}O}VP 0
& Slive [}AKG]. S]}v
/o § E %}ES U o}E&- [edégiadationlfofEce, dgue le carvédilol est une substance
active stable en milieu acide (HCI 1M) mais sensible aux milieux ba@@H 1 M) et oxydants {&
7.5 %)166]. 8§85 Su P ouvsS u}v8§E «u[puv <+}ousS]}v u $Z vi@]«u
%o E ¢ ¢ %S i} E - aux UE.%re $8ddnde étude de photostabilité du carvédilol a été décrite,
E o] % E o[ A% }]3]}Vv sqih@Endicques desgaddifo] Em absence ou en présence
de CDs{CD, HRCD)[154]. Il est montré que les CDs étudiées ont un effet protecteur significatif aprés
inil « }v « []@@rEmehaht a une chute de la teneur en carvédilol de 6.5 %, 9 % et 12 % en
présence det U [{@D et en absence de CDs respectivement. Cependant, les courbes présentées
UJVEE VS %}UE SIS » 0 ¢ }v ]8]}ve pv  Zps <]Pv](Jexgophion et i 9 .

~

O[tW Vv % E « v3 %o 0 ptectdur 4pEsiaSED secondes. A e E *p0s SU [pv

V ¢

E

%

v }JVEE ] 38]})v A 0 %E u]l] E 3u A} § [ USE % ES } 3 vpue

%oZ ¢ }EP v]cp U of (( Sr¥eZ £Ds Sar € Earvéslilpl en solution semble ambigué dans

la littérature.
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ve V}ISE U o[ $p % Z}5}e8 ]o0]8 § & o] A e eJopu3]}ve

E S E]* S]}v ¢ }lu%o A ¢ []v ouc]}v § adsurani de lapréserided® «U v}pe
cet équilibre. Dans un premier temps il est observablelguegressiomles points, selon une cinétique

PE S]lv [}JE E i ~ }uE «L£DeulpBMEB«@ent un effet protecteur sur le
carvédilol en comparaison du témoin. En effet les constantes de cinétique de dégradation sont de
119.0*10°jours?, 83.7*10°jours’ et 74.9*10°jours? pour la solution en absence de CDs, en présence
de \C }u ZD @& *% 3]A uvsX ve pv ¢ }v 3§ u%euss méuseE A 3]}v
(points) permetde montrer que la plus forte différenciation des échantillons est apparue au sixieme
mois (M6, 183 jours). A ce point de cinétique, la teneur moyenneaerédilol mesurée a chuté de 10
% en présence de RAMEB, de 14 % en présenge des 179 v e v o X IHecu[ M 4]
mois, la stabilité du carvédilol dans les conditions étudiées a donc été significativement augmentée
par la présence de CDs, et notamment de la RAMEB. Le plus fort effet protecteur de la RAMEB peut
[ EYpdE<% E o A o pE }veS v8 [ e¢} ] §]}v S ED.]De pldsdgie Z ps
présence de groupements méthyldu]vpg o <«u vS§]S [ZC E}ACo 0] BLCDYV }u% E
ces derniers ayant été reportés comme pouvant catalyser la détjoadde certaines substances
[16,41]

% v vsSU o }v. vSE S]}v u pE&E % EA ]Jo}o % E « 6 ul]e [ 3p
significativement en présence de RAMEB et semble se stabiliser dans3d }olu$ u}]vX o[]JvA Ee« U
VIC %o e Z vP u vs§ % vS ]PVv](] S]( vevoXe /«GoMSE wq 0l S<u[vEB @&
0 u}l*U ve 0o+ }v ]S]}ve Sp] U Jo v[C %0 * 1(C & v <]1PV](] 8]

§ «§ ¢ Jetgfolecteur des CDs est négligeable. A titre illustratif, le chromatogramm¥is)V

présentgFigure66|correspondant ao[ v oCe 0O *}ouS]D\V S S8} PpE 0 % E Vv [

grand nombre de produits déégradation.

Figure66: Chromatogramme UVis (200t 671 vue } § vp % & o[ v 0Ce o0 <}ouS]}v § u}]lv EA
H.O/ACN, 50/50) exposée a une lumiére standardisée a 25°C pendant 9 mois.
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Les résultats commentéssu u[] ] v ev3 <y epyE 0o v uUuE v EA Jo}oU o]
par UHPLOV-HRMS des solutions en présence ou en absence de CDs a ensuite été réalisée. Cette
analyse des produits de dégradation permettra de caractériser au mieux ces écharglficés 9 mois

en conditions photo £%}s ¢ & [ A op E <] o[]v ope]}v ¢« PE}u% u vsie E}u

et la nature des CDs influence la nature des produits générés dans les conditions étudiées.

11.1.4.2. Analyses des produits de dégradafidriPL&J\-HRMS) a M9
[1.1.4.2.1. Analyse des phas$iquide et solide

Comme évoqué précédemment, les solutions en présence de CDs contiennent un précipité dont la
<u vS8]S§ *]Pv](] 3]A u vd pPu v$ H(LE S§ U uE marjesy U o} CE
restée limpide. La quantité de solide généré dans les différentes solutions & M9 a donc été quantifiée
comme suit 1 mL de chaque solution a été filtré sur un filtre préalablement séché sous vide 48 heures
(0.2.uU iT uuU Ws &*X i u> [ ]JE }vE vep]d 8 ]Jvi 8+« SE A E- o0 (]Jo

liquide adsorbé avant de le sécher sous vide 48h. Les masses pesées, reportéepldateald 4

§S ¢S V¥ [ ES o[ -V *}lo] ve 0 <}ouS]}v S u}]lv 8§ [ USE %
précipité largement sugrieure dans la solution contant la \CD (4.9 mg) en comparaison de celle en
présence de RAMEB (0.9 mg). Il est a noter que dans les deux césjpadest de la méme couleur

brune que les solutions.

Tableauld W D o+ *}o] u epE ve i u>  e}ous]lv EA Jo}o ~, 0 ii uDe % E * 8 u}]
V % E °* Vv v U Z D }p v (Témein, bD/ACN).

Echantillon Msoiide (MQ)

\CD 4.9

RAMEB 0.9

Témoin (HO/ACN) 0

> % E ¢ Vv [uv <«p v§]S *}o] *]Pv](] 8]A u vs ](( & v§ Ve O °

associée a une teneur en carvédilol similaire impose différente%pr@E& S]}ve [ ZafinS]oo}v
[} » EA E S}pus 0+ Ju%l}e e 8 [SSE] U E <H 00 %Z e ]Joo %% E
préparations distinctes ont été réalisées

- :Analyse de la fraction solubid es solutions ont été simplement filtréesi u>U iX7...uU ii uuU

PVDF), correspondant a la préparation réalisée pour le dosage du carvédilol.

- I_V OoC- o[ ve u o o:[LeZ soldtijom @$jweuses ont été lyophilisées puis reprises

ve puv A}opu <pu]A o v$ D”AKU unwe Solutiom| fmpides Jdour les trois
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Z v3]oo}veX > }Ju% @& ]e}v ¢ E epos 5 A ME } § Ve % E o[ Vv «

% E o0 % E}S} }o % Eu SSE § Gul]v & Vv % ES] o Ju%}e]S]}tv

- : Analyse du solide, fr §]1}v Jve}lop o : 1 no deguchaque solution a été prélevée puis
VEE](UP X % E » 0 E SE ]88 P *uHEV P v3U o0 +}0] § oA A

centrifugation/retrait du surnageant). Séché sous vide 24h, le solide é12.3mg ;mraves< 1 Mg) a

vepl]d 8§ E % EJe ve iii ..> DAK X 0 AP % Eu § o[ euE E

rincé de la solution initiale adsorbée.

/o 8§ v}§ E <p[puv VIHA oo (}]* & ve ¢ }v ]8]}veU tememt v3]3 L

*U% E] HWE V % E Vv V X > Vv 0Ce » *}0] o °*}ousS]tv 8§ u}l

U UV %€3 V[ § } « EA o}E- . VEE](uP 3]}vU v JE A o0 -
filtre (Tableaul4).
Ve UV % E u] E § u%e+*U o[ v 0C- e 0]<u] ¢ ~% €EGShnjoobsen® - S
sur IgFigure67| les profils chromatographiques U¥]¢] o ¢}vsS «Ju]lo JE U [poeolde ES Vv %

v eV e § [ USE % ES * o}v 0 u SZ} %o E %0 E S]}v o[ <2
certains pics, de nombreux produits de dégradation sont élués a des temps de rétention identiques

dans les trois échantillons. Globalement, la sdluti v % E <« v % %0} oo Hv viu &E
% E} H]Se PE S]}v]v( E] PE pAE MUSE * }v ]8]}veU v}S uu vS %o (

temps de rétention inférieurs a celui du carvédilol (5 min) et & 7.7 min. Des variations de hauteurs
relativesdes pics en fonction de la méthode de préparation sont également constatées, indiquant que
les précipités observés correspondent a des produits partiellement solubles dans les solutions

agueuses en présence de CDs.
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Figure67: Superposition des chromatogrammes W6 (200750 nm) des échantillons exposés a une lumiere standardisée a

TAE HME vS 6 u}]e ~S u}]v ~ Vv ~ vV Z D ~ oo X > o Z v S.]pcoyrbesinofresfou% & o0 O
entiérement solubilisé danle DMSO aprés lyophilisatiort (courbes rouges).

Le couplage UHPUDL,ZD"” % Eu § o[ e pE & We% rdasse précisp,dgue les
composeés €élués aux mémtemps de rétention dans les différents échantillons sont identiques. Pour

davantage de $ibilité, 1gFigure68| E % E v 0 * A o0 pE+ []vd PE 3]}Vis~PEAE}u S}PE

et les m/z des pics observés, dans les différents échantillons pour les deux méthodes de préparation.
[UV % E3U o pondant hGx @csscommuns observés enWd¥ sont identiques dans tous les
Z vS8]loo}lveU }V(]E®uU vS Jve] <u[]lo o[ P]JS < ulu ¢ }u%e}e X [ USE %o
VRY; pMPu vs S]}v o Ao puE []vs PE 3§]}v ES lore débold} pj]sSe
solubilisation compléte des échantillons avec le DMSO. Particulierement, le produit de dégradation
élué a6 min (m/z 602.23, [M+H] *3 0 Ju%l}e }v3 o A E] §]}v []JvE PE §]}v 3 «
en fonction de la méthode de préparatioll, correspond également au produit de dégradation
majoritaire. A titre indic&d ] (U o ¢ J&E ¢ u suE - Ju%}e ¢}vS lu%eE]e ¢ VvS(
§ iIXfi 9 ~Z D U - o[ ]E p EA Jo}oX 38}vv u v3U o[ |E Ju?
ve 0 <}ouS]}v S u}l]lv ve o] Z v8]oo}lv E % E]e estpartiell@etU «]PVv](]
*}E *uE 0 (]JOSE o}E- 0 (]JoSE&E S]}v ~Ws &+U *}]8 <pu[pv (E 3]
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Figure68: Intégration des pics observés en-Ui¥ (200t 750 nm) dans les solutions de carvédigposées a la lumiere
standardisée a 25°C durant 9 mois en absence de CDs (noir) ou en préséiz¢rdage) ou de Rameb (bleu). Les intégrations
représentées sans hachures correspondent aux filtrats des solutionf&4ction soluble) et celle hachées aux échantillons
lyophilisé puis repris dans le DMSQ ( fraction soluble + précipité). En abseisont indiqués les temps de rétention (bas)
et les m/z correspondant (haut).

Malgré la variation du facteur réponse des composés élués, dépendant de leur structure, quatre
produits de dégradation semblent étre en plus grande quantité. Le composé leghtie, €lué a 1.46
min (m/z 242.14) est en quantité similaire dans tous les échantillons et semble étre totalement soluble
en phase aqueuse. Le composé discuté précédemment, élué a 6.01 min et un isomere a 6.46 min (m/z
602.23) semblent peu solubles ehgse aqueuse, particulierement dans la solutioovs v vS o v X
Enfin le composé élué a 7.73 min est en plus grande quantité dans la solution témoin et absent dans
0 *}ousS]}v }vs§ vvso v X
La diversité et la nature des produits de dégradation \gsildur les chromatogrammes A5
semblent donc similaires dans les trois échantillons, en nombre et en quantité moins importante dans
la solution en présence dg X >[ WSE e<Ju]o]sSpu S 0 }o}E& 8]}v CEpv e eloM
premier mois et vSu A 0 5 U%-* [ E%}*]8]}vX >[pus]o]e 8]}v [uv & & |
permet de reconstruire le chromatogrammeyn £ o}vPpu pE-+« [}v afin de Adteiminer les
%o E} U]Se PE S]}v G *%}ve o|Fguieb9(a) ¢arie@poid pMaresonstruction

M ZE}u S}IPE uu Jeepu 0 <}opS]}v S u}]lv Q70O Paisudisatipny 11

de nombreux pics sur cette reconstruction souligne la présence de plusieurs comesgéssables
de la coloration de cette solution, notamment les isoméres de m/z 602.23. Le specivks i

composé élué a.62 min a été extrait, mettante A] v uv o EP % [ *}1E%S]}v }

entre 350 nm et 550 nm, eaccordavec la teinte desolutions|Figure69| (b)). Sachant que ces

composés sont également présents dans les solutions en présence de CDs, les chromatogrammes

reconstitués (400t 750 nm) sont similaires. Il est & noter que tous ces ams®p absorbant dans le
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Al*] 0 %o}es VS pv v [ *}E&EMAS]dVvi & EP vesU u v v§ % Ve E <
groupement similaire est responsable de cette absorption. Enfin, cette reconstruction du
ZE}u S}PE uu ud P ouvs v A] d&pluspolaire qlailéschrsvédilol (tr = 4.74

min) au faible m/z de 198.0548 absorbe dans le visible.

Figure69 W ~ « Z@E}u S}PE uu & }ves]sSpu nAE o}vP pt 16ERrM) [devla solutigh]dd aarvédibol i

exposée aine lumiere standardisée a 25°C durant 9 mois en absence ¢ COsousS]}v }EE <% }v VS o (VISE
de rétention du carévdilol a été dirigiée vers la poubelle pour éviter la saturation de la EQliteaésidu de carvédilol est

observable &.97 min.(b) Superposition despsctres UV-Vis (250t 750 nm) correspondant au composé élué a 6.03 min

(rouge) et au carvédilol (vert)

Ve Hv ¢ }v 8§ u% U o[ v 0C> e ¢}10] ¢ ]°}0 o Jeepues o e}lOouS]}ve V % E

~%0 (E}S} }HolgFigure70(présente les chromatogrammes &/]¢ } § vue % & o[ v 0C-

solutions. Avant toute interprétation, il convient de préciser que la préparation des solutions méres

% E o0 % E}S} }o BvvVvSEeS]}ve VvV %E ]%]S T uPlu> ~v « § [ v,
~Z D X > Jous]lv (( 3upu A vs o[ voCe % E D~ S § Eulv
[} o EA E p u] uAE 0+ }lu%l}e » v A]S vS§ e SUE E o0 }uE

con vVSE S]}ve VvV %E& ]% ]S IX7T uPlu> ~v ¢ § iXd0 uPlu> ~Z D
o[ Z vS8]Joo}v }v8 v vS 0 % E ]%]S 0 e<}ous]ltv Z D *S 6 (}]* %o
elous]tv v X §§ 1(( & v }v  v3 @&ueg visibitdsedled pproduifsvde «
dégradation 0 °<}ous]}v Z D *§ pPu vs [uv ( S HWE 6 Vv }u% CE ]

*lous]tv v X
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Figure70: Chromatogrammes UVis (200t 750 nm) correspondant aux précipités oh&srdans les solutions de carvédilol

enprésencedey ~E}uP ¢ § Z D ~V}]Ee % & ¢ 0 u}l]le [ £A%1}*]S]}v pv opu] E 5 v &
§ oA o[ ] [ LM uloo]YX > ¢ % E}(]Joe } § Ve o} Eairet 0o AP pnu C 0}Z £ Vv *}vs »

Il est notable que malgré une plus faible concentration, la quantité de carvédilol est nettement

supérieue  ve 0 e¢}ouS]}v v U Jv J<pg v8 <u[pv % ES v}iv v Po]P o

correspond au carvédilol. Sachant que la solution MO estSre 0] u %o ] % E& ¢« O u}l]e S} | <
0 opu] E U 3835 % E ]%]3 3]}v up EA Jo}o +3 S$3E] pu o o[ A

Cette expérience a également pour objectif de déterminer si les CDs ont précipité avec le temps. Les

reconsftutions des courants ioniques des CDs et du carvédilol sont prés¢higae®71{X [uv % ESU

o] EA ]Jo}o 3 u}]ve Jvs ve ve o[ Z vS8]oo}v Jeep 0 *}ous]}v Vv %o
gue dans celle e présence dexCD (1.56*1f), en adéquation avec les chromatogrammes-\(¥/
[ UHSE % ESU Jo S v}S o «<p o Z D *S e« vVv§ o[ Z vsS]oo}v ~}
Jv(lv. A o o]Pv « « X \CDods}\pAes@nte tans la phase solide=(D.54 min)
U oPE 80 AP« o pU ]Jv Jcu vE o fe SBus féaislitrélou complezém@cu
le carvédilolou les produits de dégradationX 88 } ¢« EA 3]}V % ®Eu S P ouvs [ A

guantité de solide pesée sur le filtre, d© mg/mL, comprenant donc également\@aD.
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Figure71: Chromatogrammes RIC des m/z (CDs + carvédilol) dans les précipités observés dans les solutions de carvédilol en
présence de RAMEB (a)etde ~ ¢ % @E ¢ 0 u}]e [ A%}*]S]}v uv opu] s@ideqpélevé@éfelavé 1AL X >

[ puloo]YX
La concentration de 61.5 mM étant largement inférieure a la solubilité aqueuse de cette CD (179 mM),

§ o0+ 0 AP e+ E 0] o[ pU Jo 3 VvA]Je P o <p o (}EuU 38]1}v [

insolubles soientesponsables de cette précipitation. Cependant, au vu du nombre de produits de

PE S]}vU Jo V[ *S %0 * %o}ee] O § Eul]v E <p 0 }u%o}e S E * %o
tel objet.
/lo v E *poS U [ % E * o[ ve U O * tenear@m cad/édjliol simibel €EBpres\9

mois en enceinte climatique photexposée, la composition des échantillons differe en certains points

v (}v 8]}v o[ VvV }JH O %E vV e« § o ME v SUE X d}us [ }C
dans lessolutions aqueuses contenant les CDs et absent de la solution témoin. De nombreux produits
de dégradation sont communs aux trois échantillons, dont certains observés comme partiellement
solubles dans les solutions en présence de CDs. Les composés corféeriids o[ puPu vsS §]}v o]
Ao pE 0o HE+ ]JE * 0}E- o[ voCe % & h,W> Vv %Z * JVA E- .
ont un temps de rétention supérieur au carvédilol, supposant une plus faible polarité. De plus, cette

pPu vs §]}v [ JaEantagd marquée dans la solution dgD, notamment pour le composé

]* u8 on OXiT uJvX ¢ } o A 3]}Vve %}UEE ] v3 ]V ]J<pt E 0 % E -«
CDs sur les produits de dégradation du carvédilol peu solubles et générés dans les conditions étudiées.

>[} » EA 3]}w Ve 0 °<}o0] VOCe %}UuEE ] P ouvs]v ]«<p E o (}JCE
Jvelop o A pv }Jp %ope] HEe* %o E} p]se PE S]}vU o}Ee <p o

JEE *%}v v3 Jv J<u E 13 o[]JvVA E+ X v(]vhapritairdEIAns Joprécipitd v <p v E
issu de la solution deCD, et inversement, les produits de dégradation sont majoritaires dans le solide

généré dans la solution de RAMEB. Cette derniére observation implique que la précipitation du
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complexe\CD t carvédilolest une hypothése qui ne peut étre exclue, appuyée par les diagrammes de
solubilité réalisés précédemment.

A o[} i 3]¢( Ju%®E v E 0o Z VP uvs [ oopE e JuE °me *lop ]c
etle ™ u}]e [ Su %0 Z}5} 3 rvécsis 1aPigere65lU 0[ZC % }S3Z o ep]A vE % P

formulée sur la base des observations précédenteschute de la teneur en carvédilol dans la solution
V % E& ¢ Vv Z D % US o[ A % 0]« plegssile dellaugpantiésdes ploduits de
PE S3]}vU % &S] oo u v3 «}lopu Jo]e » % & 0 Z D X /0o e[ V *u]S pv v}
*}ous3]ivU Jv ple v8 %}3 v3] oo u v§ VIMA pE <<uJo] E « A o0 U
équilibres emgendrant la précipitation du carvédilol et un effet protecteur moins efficace. Suivant cette
ZC%}3Z » U 0o }ved vd [ ¢} ] 8]}v OD (226K ]G} 035 Ao (] 0 <u[ A
RAMEB (317 N), cette compétition peut avoir un effet plus fort sur la précipitation du carvédilol dans
la solution de\CD.
Cette discussion est basée sur la teneur en carvédilol, les différences et les ressmsioles produits
PE S]}vU ul]eo uyE Vv SHE Vv[ % ¢ S ] us Ve UV % E u] E S
Afin de terminer cette étudele photostabilité du carvédilol en présence ou en absence de @I, (
Z D U o] vS8](] 8]}ve desoroduitspde dégradation par UHRIRMS a donc été

développée.
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11.1.4.2.2. Identification des masses et hypothéses de structures des produits

de dégradation

La spectrométrie de masse haute résolution couplée a la chromatographie liquide est lajtechn
[ voCe ] 0 %}upE § Gul]v & o Vv SucE e }u%o}e ¢ }VS vue Ve
W &S] po] E u vs ve 0 . o[ v oC- %o E} MU]Se PE S3]}v ~ W

en tandem (MS/MS) peut apporter des informations a propesla position des modifications

apportées sur la molécule dégradée|Rigure72|reprend les spectres de fragmentation MS/MS du

carvédilol ([M+H) réalisés a deux énergies de collision, utile pour déterminerriesipaux sites de

coupures et les fragments caractéristiques de cette structure. Le spectre réalisé en mode négatif (M

Hf e V[ *S % * E % & * vS v E ]*}v o (] o <«<uvsS]S []Jv(}E&uU S]}ve <p
redondantes avec le mode po$ifX E vu}]lveU o JEE *%}v Vv o[ ve u o .
} S vue Ve 0O * MAE u} < e$fehpmdtiguement représengsur lgFigure72|(c),

mettant en évidence des fragments caractéristiques tetjae la perte du groupement carbazole

hydroxylé (m/z 224.1283) ou du méthoxyphenyle hydroxylé (m/z 283.1454). |l est également notable

que cette structure génere ne nombreux fragmenbrrespondant a différemstsites de coupures le

long de la chaine aliphdkp U % Eu 33 v3 [ VA]* P E 0 %o}*]3]}v u} 1(1 s1r

produits de dégradation.
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Figure72 W "% S & (E Pu vs §]}v DAID” +oldn)a e érefgielde)anllisions(EC) de 20 eV (a) et de
30 eV (b). (c) Schéma représentatif des fragments observés sur lesspBiES obtenus en mode positif et négatif

Afin de déterminer les structures des principaux produits de dégradation discutés précédemment et
repris par IEigureGS la mesure de masse précise permet dans un premier temps de proposer des
formules brutes, par comparaison avec la masse exacte théoriqtfiéaﬂﬂeaulS reprend les m/z

mesurés mis en compaison avec les m/z théoriques de formules brutes en adéquation avec les

constituans des solutions analysées (carvédilolOHHCI, CDs).
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Tableaul5: Masse précises mesurées de certains produits de dégradation associées aozifiwop de masses exactes
théoriques et des formules brutes correspondantes

. Exceés
Produit de | Temps de Formule
m/z m/z 4 4 de
degradation | rétention N o brute
_ expérimental | théorique | (ppm) | (mDa) ] masse
(DP) (min) proposée _
relatif*
Carvédilol 4.95 407.1972 | 407.191 | 0.2 0.1 GaaHa7N2Og™ 1.00
1 1.46 242.1401 | 242.1387| 5.8 14 GioHeoNOy* 1.19
2%* 2.14 188.0359 | 188.0348| 5.8 11 GioHsNGs* 0.39
3** 2.41 387.1541 | 387.1556| -3.9 -1.5 CaoH23N206" 0.82
4 2.55 301.1557 | 301.1552| 1.7 0.5 GrHiNGs" 1.07
5** 2.65 172.0764 | 172.0762| 1.2 0.2 GuHioNO 0.92
6 3.92
7 4.03 423.1915 | 423.1920| -1.2 -0.5 GaaHa7N2Os™ 0.93
8 4.19
9 4.53 451.1865 | 451.1869| -0.9 -0.4 GasHa7N206" 0.85
10 4.75 198.0548 | 198.0555| -3.5 -0.7 Gi2HsNG* 0.57
11 6.01 0
602.2291 | 602.2291| 0.0 GaeHa2NOs" 0.79
12 6.46
13* 7.73
795.2415 | 795.2431| -2.0 | -1.6 | CeHasNsOsNa" | 0.69***
14** 8.02
Z > £ o u ee S (Jvl ‘}uu S vS 0 E % %} ES 0 % ES] Ju o euE& 0 U e
indiquées sont relative o[ A& - Uusee p EA Jolo (]v ( ]o]S o W& o]°] ]Jo]s X

** Produits de dégradation dont seules les formules brutes proposées ont été obtenues, les spectres de fragmentation
V[ § v8 % ¢ JV(}EuU S](¢ S 0 ¢ (}EUHO Armundilés. ¢ ]((] Jo u v$§ S

227 }EE *%}v VvE pv nls ¢} JuuU o u e % E ] § JEE]P*afithdeuE *Jupo E
% Eu SSE 0 }Ju% E ]e}v o[ £ - u ¢ [M+Aa} (79523 15)t [NaJE(R2.9B6g)or [H](1.0075).

L % &} puls opu iX30 ulv ~ull 18TXidU Wie }JEE *%}v U [ % E * 0 u

du groupement carbazole. Le spectre MS/MS de ce produit de dégradation, commun et en quantité

voisine dans tous les échantillons, est représghigure73( ~ «X /o 8 v}$§ 0 <«<u o[ ve u o

fragments générés sont communs a ceux observés lors de la fragmentation du carvédilol, confirmant

ainsi la proposition de formule développée correspondant a la perte du groept carbazole. Le

semnd produit de dégradationissu 0 ¢Ju% 0 E Y% SuE [Mv o] J*}v pu  EA Jo}
301.16 (tr = 2.55 min, DP4) dont la formule brute indique la perte du groupement méthoxyphenyle,

confirmée par la fragmentation MS/M8&iure73|(b)). Il est notable que ce DP4 est significativement
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moins présent dans les solutions en présence de CDs, indiquant potentiellement un effet protecteur

de son inclusion dans la cavité des CDs étudiigsife68).

La mesure de masse précise apporte également des informatiprapas des proportions carbone /

hydrogéne/ oxygéne/ azoteU SE A E- o[} » EA §]}v o[ £ - U e u *puE X
lisibio] 8 [JvE E% E § S]}vU o« A - u ee e %o E} M]S- PE S]}v
du carvédilol|Tableaul5f+X /o <3 v}§ o «<«u[ o[ £ %S]}v . MAE % E} U]

correspondant aux simp ¢ % ES3 - e PE}U% u vSe E}u S]<u sU of £ - u o

dégradation est inférieur a celui du carvédilol. Cette observation est un indicateur (dans le cas de

ulo HO ¢ v %o}ee VS < e« U ,UE 8§ Ke [uv MPu wSeddv 4 Vv}iu

[Jve SUE 8]}ve VvV Ju% E ]Je}v pu EA JoloX veo e ¢ Wi § WoU

*S E%O0]<gh % E 0 % ES PE}u% u vse E}u SJcp e S }v []Jve Sp
% E}%}ES]}v 0o v}iu €He la[IrGuE} P v

Figure73: (a) Spectre MS/MS annoté du DP1 ([M+Hz 242.14, EC = 20 eV). (b) Spectre MS/MS annoté du DP4*([M+H]
m/z 301.16, EC = 20 eV).

>[} ¢ EA 3]}v g4 Wi Ju%o]<g 0 % @E e« v U P E uiidhs étudiges, @aisl} o Ve

EV] E V[ % » & & & o0}E- e V OCe *X >[ZC%}3Z -« 0 =
0] E % PSS o0}Ee !SE (}E&upo U o] MAE }v ]S]}ve o[ Sp - RS
lumiére). Parmi les produitseddégradation observés, le DP10 (m/z 198.05= 4.75 min) serait en

accordavec une formule brute correspondant au groupement carbazole o@déé@‘nalﬂ. Il est

remarquable que le temps de rétention de cette kule, voisin de celui du carvédilol, est
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particulierement long en comparaison de sa taille. Un tel temps de rétention est cohérent avec la
littérature qui rapporte que le 4ydroxyxcarbazole est davantage retenu par HPLC sur phase

stationnaire inverse qelle carvédilo[167].

Schémdl4: Proposition de formuleéveloppée du DP10 ([M+iHin/z 198.05)

Comme observé précédemment SL{Fﬁ@ure69 ce produit de dégradation fait partie des constituants

du mélange générant une absorption dans le visible, envisageable par ifioaizh de la conjugaison

o] o[ i}us * pAE PE}IU% u vSe S}v X /o S E %}ES «p Ju%o}e
oii wvu ve o[ SZ vioU }v(]&u vS o[ pPu vsS S]}v o o}vPp pE

PE}u% u vd E I1}o %euEfomftiohs &&tongl6s].

Les DP6, DP7 et DP8 sont des isoméres (m/z 423.19, tr =430& 4.19 min) dont la formule brute

[ }E A uv ZC E}AECo 3]}v p EA Jo}oX WIHE + SE}]s J*}u E

DAIDAN e}vs eJujo JE ¢ 8 % &u S$5 vS§ }v oOpE <«p o[ZC E}ACO S]}

carbazolelfigure74|(a), (b) et (c)). En effet, des fragments caractéristiques du carvédilol de la partie

0]%Z S]<pu 8 0 % ES W PE}IU% u VS U SZ}YAEC%Z VGO *}vS % E -

DAIDAX o[]JvA E- U caract¢Btiques d§ groupement carbazole ont un m/z gend

[uv A o nE iuUX®H¥& § A] v o[ i}ud [uv }ECP v uE P E } 1 %o
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Figure74: Spectres MS/MS des isomeres du carvédilol rgdooxylé.(a) Spee MS/MS annoté du DP8 ([M+Hm/z
423.19, EC = 25 eV). (b) Spectre MS/MS annoté du DP7 {[M#H323.19, EC = 25 eV). (c) Spectre MS/MS annoté du DP6
([M+H}, m/z 423.19, EC = 25 eV).

Les DP11 et DP12 (m/z 602.229t = 6.01; 6.46 min) discutés pcédemment comme étant les

produits de dégradation majoritaires dans les trois solutions étudiées sont des isomeéres. lls présentent
comme le DP10 une absorption dans le visible, ont été d&fmminme en partie responsables de la
coloration des solutions etlentifiés comme appartenant aux précipités présents dans les solutions en
présence de CDs. La masse précise mesurée estoand A 0[ZC % }3Z o[ i}us p Wii
carvédilol, concordant avec cette absorption dans le visible. Les spectres M&/®4S deux isomeéres

sont similaires et présentent des fragments communs au carvédilol, seules les intensités des fragments

different entre ces deux isomerg¢Bigure75|(a) et (b)). En effet, les fragments de laicte aliphatique

et la perte du groupement méthoxyphenyle sont identifiés, indiquant une nouvelle fois que la
u} 1(1 S81}v ZJul<p < %}ES uE& o PE}U% u VvS E 1}o X %0 O L e L
correspondant a la partie carbazole du carvédiloembleur m/z augmenté de@HNG,, confirmant

o[ i}usS [uv PE}U% u VS o ul'lu (JE&upo EUS <<gp 0o Wil *uE o @

148



Figure75: (a) Spectre MS/MS annoté du DP12 ([M;+ir]z 602.23, EC = 35 eV). (b) Spectre MS/MS amhwbP11 ([M+H)
m/z 602.23, EC = 35 eV).

Parmi les autres produits de dégradation observés, les mesures de masses précises des DP2, DP3, DP5,
DP13 et DP14 ménent a des propositions de formules brutes difficilement interprétables. En effet, les
DP2etDP(m/z 188.04 et 172.08 *}vS ¢ u}o pHO % S$]8 8§ Joo M VvIu,E []ve S
oJu]S v8 0 ¢ %}ee] ]JO]S « [ E]SUE (JEuUPO - A 0}%% °* 5 Vv P v
(E Pu vs S]}v DMID™MU % &} o0 u vs v @akehy [pv (}ES }vi

Le DP3 (m/z 387.15) génere, lors de sa fragmentation, des ions caractéristiques du carvédilol,

correspondant a la chaine aliphatique et au groupement méthoxyphgiyrie76). Cette analyse

permetdemeSSE v A] v <y o PE 3]}v *3 ¢]3u *pE o PE}u% u v

la mesure de masse précise, auraitBlO; comme formule brute. Une nouvelle fois, ce groupement

est plus petit et oxydé que le groupement carbazole et les analysesJréa ¢« v[}vS % ¢ % Eu]-s
[ %0% E}(}v JE - E 3 E]* S]}vX
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Figure76: Spectre MS/MS annoté du DP3 ((M#B{Jull i66XiAU AT seX > J(( & v uee %E ] \
(387.154) et le fragment 263.1027 corresporid perte de neutre du groupement méthoxyphenyle du carvédilol.

Les DP13 et 14 (m/z 795.24) sont détectés comme étant des ions isobares mais leur fragmentation
MS/MS differe|Figure77|(a) et (b)). Le DP13 (tr =@i u]ve & § e}ue (}Eu [ H]S <} Jpu

Pv E <p[pv J}v p ull di6XiifAd <pJ]U o }ve] & vS }uu pv u]s <}
en «<<pu 3]}v A 0 % ES [uv Vv usE U ee 760XiT0iU }EE *%}v VS
[M+Na] du DPB. La fragmentation MS/MS du DP14 (tr = 8.02 minplessinformative dans la mesure

ou un fragment caractéristigue du carvédilol est observé, au m/z de 224.1281. Néanmoins, ces
informations ne permettent pas de déterminer la structure de ce/ces prodigtglégradation, sur

lesquels la dégradation du carvédilol semble étre une nouvelle fois située sur le groupement carbazole.

Figure77: (a) Spectre MS/MS annoté du DP14 ([M+Nai/z 795.24, EC = 40 eV). (a) Spectre MS/MS amhofeP13
([IM+Na}, m/z 795.24, EC = 40 eV).

Enfin, le DP9 (m/z = 451.19, tr = 4.53 min) a également été défini comme étant un dérivé oxydé du

EA ]Jo}oX > (& Pu v3 §]}v DAIDA % E} 113 PE 3]}V % &

modification chimigie, situé sur ou a proximité du groupement carbazéigre78). Néanmoins, les
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mesures de masses précse} EE *%}v VS 0 b sur &S structufe, la détermination de la

(JEupo A 0}% %  vdrmbaep. ! S E 3

Figure78: (a) Spectre MS/MS annoté du DP9 ([M#H]ull 8AiXi6U AT seX > J(( & v uee %E ]
parent (451.1855) et les fragments 407.1940 et 327.1340 correspondent respectivement a la peneuies CO2 et
méthoxyphenyle.

>[ v oCe * % E} MU]Se PE &£]}% & *v8 u3]<E[ 8je % Z}S}S ]o]
structure de certaines molécules pourrait correspondre a des-S6u€E} p]Se PE S]J}vX [u

part, la présence duDP v < v8]S Ju%}E&S vS8 § o[ e vV M PE}u% u vs E

Jv J<p & «p EV] E 35 E %] uvsS u} J(] % & o+ }v ]S]}ve [
o[} » EA 3]}v %o E} U]Se PE 3]}v C v3 puv u esqueldlgdl S]1A u v
EA Jo}o ~ WiiU ifU ii & ide Jv J<p <u[pv % E u] E 3§ %o T %o u @

étape de formation entre le produit généré et le carvédilol. Les isoméres de m/z 602.23 illustrent cette

formation de produits de dégradatioy WE *3EN SUE %o }pA V3 JEE *%}v E o[ i}y
E 1}o0 ~%E o ouvd u} ](] Iu Vvive suE o EA Jo}oX /o 5 v

modifications chimiques sont localisées sur le groupement carbazole, en présence ou en absence de

Ds.
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11.1.5. Conclusion

> }u% E Je}v ¢CeS urs]juo tolJ o v U o[,Wt U o[,Wv S o]

}v vSE S]}v ] vS]«p it uD ve ]J(( & vSe ulo] A& % Eul]e [} S vV
ol ((1 18 e« ¢« § e }vv e Z}u}P v e cpuE 0 <}op JO]e 8]}vsuy EA ]
Jvv e }vd u]e v A] v pv % V V o[ ((1 18 + e« e 0}v 0o ujo]

S o[,Wv }vS u}vSE® pv (( S c}op ]Jo]* vS %oope (}ES <p 0 t S o[, Wt

§8 &§,0 0}Ee <u o[]vA @mpon itrhte. IE PH des tampon acétate et citrate
S§vs8 ] v8]«p U §8§ Ju% & Je}v usd v A] v 0 %@E vV [Jvs
MV]<hg u vS 0] o v SucE M 8 u%}lv ud]o]e U «}po]Pv vS o[Ju%e}ES Vv

Cette observion peut notamment expliquer en partie la disparité des informations de solubilité
issues de la littérature. Il est évident que la concentration cible fixée en carvédilol (12.3 mM),
v e JE UV %o}e}0}P] ulee] o0 Z 1 o] v(®3Uev[ «&udS3%] P 0]} % 3
du carvédilol a pH acide. Parmi les milieux étudiés, HCI apparait comme étant le plus efficace,
v}$ uu v3 PE o ]v 8]« ]Jee}opus]l}v % ES] po] & p EA Jo}o
a hauteur de la molaritéulcarvédilol en suspension dans une solution de CDs, concentrée a un rapport
molaire de 5 pour 1, permet la solubilisation taat rapide du carvédilol concentré a 12.3 mM. La
stabilité de cette solution est dépendante de la nature des CDs utilisé@8NHEB ayant montré une
plus haute ((] ]38 Vv § Gu }Jve EA 3]}v [Hv <}ousd]}v oJu%] U <p]A]
A o[} i 8]( o[ %% 0] 3]}v [uv V}IMA oo (}Eupo §]}v }E o E A
étudiéeen raion de son autorisation dans lh&macopée eropéenne.De facon plus fondamentale
les études en présence de RAMEB ont également été approfddie E]A o t S§vs o
plus efficace quel que soit le milieu étudié.
> ¢ ¢}l ] §]}ve VSE o EA Jo}o § o v }arlaDIMEB) obser#sés @an /£Ju
Knz tvs 8 § BGu]v ¢ }uu § vS§ e }u%o A ¢ []v ouc]}vU «uE o
montrant des variations de déplacemesntZJu]<p ¢ *% J(]J<u * ¢ % E}S}ve ]S o o[]v
cavité des CDs. Les expérienced\NRRDESY ont permis de démontrer la proximité des groupements
C oJ<pe p EA Jo}o A o[]vs E] pE 0 A3 e« U u}vsia
déplacements chimigues observée est due a la proximité des H des CDs avec le carvédilol. Cette
expéiience a également mis en évidence que les deux groupements aromatiques du carvédilol, soit les
PE}u% u vie € 1}o 3 u 3Z}AC%Z vGCo U *}vs ]Jv ope Ve 0 V §o
chaine aliphatique, ces deux groupements ne peuvent étrepimclc u[ o[]Jvs E] pE MAE ulo
eUuvvs pupv Jvs EE}P 8]}v }v EvV vS8 0 8" Z]J}u SE] MU I -
Ao uE iWi }u TWi ~ W EA Jo}loeX > €35 I\Miu PSEE ] o[ /A %o G v

de Job mais égaleent par différentes expériences dertition E 0] ¢ % & /d U o[} § vS§]}v
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ulu Jv(}Eu S]}v % €& HAE %% E&} Z ¢ }IV(}ES vE8 S8 8" Z]}lu SCE] X
} 183 v3 }v U % E o[]v ope]}v u PE}u% u vs thofgphéhge. Hjaétg P &} u %o

remarqué que la variation de déplacemschimiquesde certains protons du carvédilol observée lors

of A% E&] v '} % E ¢ VvS§ e OOMUE °* % E&S] po] & U ]Jv J<u vS§
<ulo] E « 8] E<X >lihewvadaforsdypargmetre observé par RN ou par ITC lors de
o[ v oC- *lousS]}tve EA Jo}o ]1(( € v§ « }v Vv3E 8]}ve u v 0|
correspond aune autoe+} ] §]}v pu  EA Jo}oX >[ £% E] v neAaibly vul}]ve
MPu vs §]}v o §]oo §}id8 v }u¥% & ]J*}v p EA Jo}o o[ §
0[ZC%}5Z -« o (}J&u §]}v [puv Ju E EA Jo}o A o] pPu v§ ¢

pouvant étre en partie responsable de sa faibdubilité en milieu agueux.

> e lved vi e [ e} ] 8]}v p EA Jo}o A o v S0 ZD }vs 8§ 3

par ITC, respectivement a 225 + 30 bt 317 + 47 MU P E HV % E}S} }o [ v oCes %o
o[ v oCe * }u% 0 Z quisphtrégigpstdles constantes modérées. Enfin, la photostabilité

du carvédilol en présence ou en absencev  }p Z D § eAmiigu HCI. Il est apparu

un effet protecteur entrele 1 et le 6™ u}]e [ A% }*]18]}vU A VS P %E}v}v vV %o

RAMEBegen accordavec lee }veS v3 o [ eeHéledjihges. Néanmoins, cet effet protecteur

V[ *8 %isipleau $™ u}]e [ E%}*]S]}vU u v v$§ 0[ZC e Je&sZproduksalpy 0 <
dégradationgénérés et partiellement solubilisés par les CDs indusen s <u]Jo] € ¢ []v O]}
supplémentaires en compétition avec le carvétilLes produits de dégradatiagénérés sont trés
majoritairement des modifications chimiques de la partie carbazole, le produit de dégradation
uilE&]s J&E § v8 uv grolipérhent Earbazole dixygéné sur le carvédilol. Enfin, il est

vi§ 0 <u O - e Su] *}vs pv (( S %E}S S PE *pE o0[ZC E}OC-
observée dans la solution témoin et en quantité moindre en présence de CDs.

EnfinU o [ pidhalpelaSquantité en CDs nécessaire a solubiliser le carvéglifmjuivalents) esen

(A PE [pv HPu vs §]}v 0 ]} ]*%}v] 10]8 §§ el oS v $]A o]
par voie orale. La dissociation aisée du complexe par dil@mas ingestion liée aux constantes

[ *¢} 1 8]}v u} & « 8§ P ouvsS pv % €E u SE v (A uE 58
1} 1*%}v] Jo]s X >[} § vS]}v [uv <}ousSJ}v  <p pe U ve pv ujo] p

[ u]v]*SE 3]}v A  d%.CP$ Yeprésante \donc un moyen intéressant pour la mise au
%}]vS [Mv VIHA oo (}Eupo 3]}v o]cu] EA Jo}o *3]v 81}V %o ]
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/I XTX D]e vu¥te@pproche de caractérisatiodes mélanges de dérivés de CDs

11.2.1. Introduction

La caractérisation des mélanges de CDs est peu décrite dans la littérature ou se limite a la
détermination du degré de substitution (DS) moyen. Afin de pouvoir appréhender ou rationnaliser les
]1(( & vSe (( 8¢ «pu] }uo vs§ o[ p 8] o]und thractérisatioruplos \pFéckse est
nécessaire. En effet, Holet collX }v3 u]e v A] v e J((E v - }JveS vS o [ oo
o[}E & FINSE o ] PoC } }AC Z}o § tGD ayls mdyen similire
[120]X 88 J(( € v Vv % US ¢ £A%o0]cu & <p % & pv utetpe]S1iv ] ((
par la seule utilisation du DS comme descripteur. Le développement de méthodes de chromatographie
liquide en phase inverse, réalipar Elfakiret collX % }uE& o[ v oC- tGQ(pednet §raceD
au couplge a la spectrométrie demass¢ %% E ] E 0 }u%o A]EL30] Eneffat,a vP o
reconstitution des couramtioniques de chaque DS met en évidence la présence de nombreux
Je}u E U }vS 0 ¢ S U%o- E S v3]}v <}vs § v matxgraphp fiquide S]}v 0
} U %00 0 *% SE}u SE] Uee E %E& » vS UHIi}UE [ZU] O] %% E} Z
description des mélanges complexes de dérivés de CDs.
La mobilité ionique est une technique séparative qui a montré une bonne cagadigeriminer les
isoméres grace a une différenciation en fonction de la taille et la forme des ions généréastanse
ESI[169,170] Cette technique a déja été utilisée afin de discriminer des oligosacchamideles
disaccharide$171t173]. De plus, le temps de dérive des ions, analogue au temps de rétention en
chromatographie liquide, est proportionnel a leur section efficace de collision (C@Y) Cette
grandeur intrinséque offre lpossibilité de comparer les CCS expérimentales avec celles calculées
théoriquement a partir de modeles moléculasid. 74].
>[} i 8¢ Z %]SE 5 [ Sp] & o %% }ES §§ § Zv]«p ¢ % CE
CDs en mélange. Pour ce faire,amuplage UHPL®MS , ZD” « E pS]o]e % }uE o u]e VvV %0
%0 % E} Z % E&u 5§85 v8 [ uPu v8 E o «u v§]S [JV(}EuU S]}ve S8 ]JPVv o
o[ v oCe u ovP «U « ve § %bans céhcpdia]ri méBhye He dérivés obtaen par
O[}HA E 3qsE%o } E C [}Jo S u SO serviba dE modele. Ce mélange constitue
Hv ] o (Jv [Sp ] E o0+ J(( EV ¢ A% EJuvioe}e+s EA 0 Ve
de 12 isomeres de DS1, couvrant ainsi toute les régioisomeéries et stéréochimies envisageables par
cette reacs ]} v X % O0peU o[}0 § usSzZCo PE (( & % E& « v8 pnv PE} U %
u $sE v A EPp o+ J((E®vVv ¢ }v(}E&EuU S8]}vv oo » VSE Z <p ]
]1(( v « }v(}&uU S]}vv oo « VSCE » ] s)ACSEhéorigued, lesr mpdBlisatinrE
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ulo po JE <« E E o] X v(]JvU o A o] 8]}v ¢ E *pos S« } 3 vue o
%o JUEA}IE %% 0]cu E & dtres ¥adladgegd& démsdIdE COs

11.2.2. Etude expérimentale par le coupaddHPLOMSMS/HRMS

[1.2.2.1. Le modele des LipD

Une synthese de dérivés amphiphiles de CDs (les lipidyl cyclodextrines, LipCD) a éténpréséde

A 0} %o %o Ho }E 3}E Ve 0O E E « $E A uME’5). RéBlisée E Z [ -
par pv. A}] *Cv3Z « v}v e 0 3]A U 83§ «Cvdagmélangede difeféns v3]}v
DS contenant de nombreux isoméres. Cette synthése;pmeest réalisée dans un broyearbilles
vibrationnel,sans solvant eén conditionacide (HSQ*U % € o[ i}us ¥ U v U ,Wr U
HPt }HPv « § o[ % }AEC [}o § u $ZCo X >ceontfrisvente 28% } S vue
(\CD) et 55%tCD),sont considérés comme borj476]. Dans ce chapitre, nous nous focaliserons sur
la caractérisation de ce mélangeproductiblede dérivés amphiphiles de ECD, nommés les LigD

Schémadlb).

Schémal5: Schéma réactionnel de la formation destOp par la réaction entre la S o] % }AEC [}o § uszZCo
réalisée dans un broyeur a billes en condition acide.

Aprés une purification sur comatographie flash destinée a éliminerita v[ C v8 % « E P]JU o[ v 0O
de ce produit par spectrométrie de masse (MS) par infusion a été réalisée. Le spectre de masse obtenu
UIVEE 0 % E& + Vv [uv § LA PE (( P o0 vStéppaddtCD|Figurey - u §7

. Cette analyse permet, via la mesure des intensités absolues des ions correspondant aux différent

DS de calculer le DS moyen du mélange, déterminé a 1.4. Il est a noter que des pettessale

DS calculés sontobsee® v (}v S$]}v W u} [1}v]e S|BA6]. o D~
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Figure79: Spectre MS obtenus par infusion du produit de synthése aprés purification sur chromatographie flash. Les DS1, DS2
§ Nje}vd } o EA ¢ o}pe (JEU* ][ n]8 €ED=E -

[1.2.2.2. Chromatographie liquide (UHPLC)

>[ voCE BZE}U S}IPE %Z] o0]<u] V %Z * JVA E+ U suE pv }o}vv
complexité du mélange obtenu, le courant ionique reconstitué (RIC) de chaque DS comprenant une

PE v «<«dg vS8]S []Je}u E X S8 u 8§z} ZE}u S}hoappréddaple des(E pv o
isoméres de DS=1, maim viu E [J*}u & - N aqséiié B Jurpdaiactere apolaire

davantage marqué rend leur séparation plus déligiigre80). Les DS1 seront donc exploités dans

ce chapitre, afin de déterminer si leur caractérisation est réalisable sans étape préalable de

purification.

Figure80: Courants ioniques reconstitués (RIC) ([M#N&) DS1 (m/z 1469.63), DS2 (m/z 1781.89) et DS3 (m/z 2094.16)

e/ESE |8 o[ VOoCe [ %E} u]3 E 3]}vv 0 % E ZE}u $}PE %Fpit 0.4ml/min;v % Z ¢ ]vA
Température 40°Cgradient HO:MeOH 60:40 (0 min), 20:80 (10 min), 0:100 (12 min), 0:100 (15 min), 60:40 (16 min), 60:40

(20 min).

> Z/ e N % Eu § o[} + EA §]}v iT %] » ZE&}u S}PE % Z]<p U u v
E 3]}v Vv[ +5vVv] & P]}* o 3]A v] 8 E }*0 S]JAX v ((8U pnE P E

réactifs utilisés, le nombre de 12 isomeresrespond au greffage sur les 3 hydroxyles déd® (OH2,
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K,i § K,0eU UAE T %}*]8]}Ve %} ES vE o[ %}E£C +pE o[}o § u3zZCo
o[InuA ESHE O %}AC ~ii1 9 *}pue (}Eu tCDFQMesE. En acdi E} &£ Co

avec ces 12 possibilités, la nomenclature attribuée de ces produits est reprise |Jaiddaul 6

Figure8l: (Haut) Schématisation généml o[ApE SpE o[ % }/&EC [Jo &CD, menazh(@disdier@s o
% E o][]u%des]trofs]hydroxyles libsele la tCD. (Be+ Z/ e N vv}s e VUU E}e [Je}lu E U }EE °¢
o[}E & 0O HE ouS]}v Ve e }v ]S]}ve ZE}u S}PE %0 Z]<p X

Tableaul6: Nomenclaturedes12 isoméres de DS1 de t@b.

Position de greffage sur laCD

OH2 OH3 OHG6
Position de LiptCD(OH2, C9, RR) LiptCD(OH3, C9, RR) LiptCD(OH6, C9, RR)
greffage sur o LiptCD(OH2, C9, SS)  LiptCD(OH3, C9, SS)  LiptCD(OH6, C%HS)
o[}lo §& LiptCD(OH2, C10, RR) LiptCD(OH3, C10, RR) LiptCD(OH6, C10, RR)
méthyle 10 LiptCD(OH2, C10, SS) LiptCD(OH3, C10, SS) LiptCD(OH6, C10, SS)
/o 8 E u EG<p 0 <u o[} 8§ v8]}v e i1 ]Jetu E ¢« ]Jv J<utCnto « SE}]"

E PJU }wuwsxyle[@Kg3 malgré sa faible réactivité. Les positions OH2, les plus acides, ont

également réagi alors que des conditions défavorables ont été employées (conditions acides). Ces
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JV(}EuU 38]}ve u 88 v8 v A] v 0 1((] pos [ e ] Paphi§ligy & une%o] « Za
eSEN SUE []J*}u E U o E §]A]ssans selvanttadE d@hcpeo conjentonnelle.

% vV VSU 0 ¢ %] * ZE}U S}PE %Z]<u » ujvsE vs pv J(( E v [Jvs v
indiquant une différence de réagité. Considérant le facteur réponse de ces composés comme étant
identique, 4 isomeres3(4, 7 et 8) semlent étre en quantité supérieuralors que les 8 autres sont en

guantité similaire , 2,5, 6,9, 10, 11et 12).
11.2.2.3. La fragmentation MS/HRMS

(Jv [ = C &E J((EV]E < ]Je}u E U 0 pE (E Pu vsS S]}v % E D~
e 0 S§8]}v o[ HM]S U i}E]S |E U }E@@/z22469696)SCelte €bDmigue permet
(E Pu vd & o[]}v » 0 3]}vv % EV pdaH-UV JA M PJpuX >[ v EP]

optimale a été expérimentalement détermigé 6fi sU % Eu $3 v3 [} « EA E pv u £]L
fragments§}us v }ve EA v3 o[P}VESHVE WS]e] o X > (E Pu vs 3]}v DAID" %
utile pour dfférencier les isoméres de position, notamment si les fragments générés sont
caractéristiques etdifférencians [puv  %0}*]S]}vVv PE ((P X /o 5§ vis§ E <u[p
chromatographigue des isomeéres de DS1 est intéressante pour la mise en plade daal/se dans

la mesure ol aucune eoopus]}v v[ 8}« EA X v ((8 0 e« o0 3§]}v [uv ullU ]
[J*}u E U 3§ pv o]Ju]S o} E- o[ v oCe D/MID” []e}u & « ¢[]JOo* Vv <}V
en amont de la MS. Les spectres MS/IMSE viue v[}vsS ulvsSE M pv (E Pu vs E 3§ CE
ions fragments générés étant tous communs aux 12 isomeres d&'BD&#fois, on peut constater des

I E v ¢ []lvS ve]S « VvSE |Figare82(e) akoss gB€H USE « «}vsS ] Adiigcp X

illustratif, la|Figure 82| (b) regroupe les spectres MS/MS obtenus par la fragmentation des ions

correspondant aux isomeésd, 2,5et6U u $3 v3 v A] v o[} 3 vsSiflpatiques Bours E

ces 4 isomeres.
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(a) (b)

Figure82: (a) Spectres MS/MS des isomeged et 1 (de bas en haut)b) Spectres MS/MS des isométeg, 5 et 6 (de bas
en haut).

Cette observation a également été réakggour les isomeéres, 4, 7 et 8 ainsi que pour les isomeéres
9,10,11et12X D oPE o =+ v [T}ve & 3§ E]s8«u[PvSSVv§ E «v]IwsSP v E
3 }Jv A E] o0 *0}vo-e]ejuE&<e voCe U pS}E]s vE pv &iorP E} % U

T PE}% ¢ *UB%}e U p E P E e %o}e*] ]J0]S ¢« & S]}vv 00 ¢ o[

JEE *%}v VS UAE T %}e]S]}ve PE (( P tCb[}o & usZCo <uE o
Suite a cette observation, la comparaison de ces 12 spectres MS/MS a été réalisée par une analyse en
composants principaks (ACP), unoutil[ v 0Ces 8 S§]eS]<pu U e E]%S]( S VvIVv eu% E
la comparaison simultanée de plusieurs spestexpérimentaux (RMRH, IR, etc..]J177]. Pour la
réalisation de cette ACP, les échantillons correspondent aux 12 isoméessvariables aux intensités

e« (E Pu v8e }Juupve } « EA ¢ eu®E 0 ¢ *% SE * DANIDAX hv % E SE ]5
psjo]e § & |admatibm®|o}v o]

Equation9 : Prétaitement de la valeur des intensités des ions fragments.

.. badvaga
Hao0aghcl Ho— 2
Eo0agac

NZvS <p 0o v VvVSE S]}v e Jelu & ¢ 5 ]J(( & vS§ g, €Eque E o ]
o[]vs ve]§ e J}ve } o EA ¢ v DM ~% E v3e 5 (]ose neune pbamierev s 0
étape de normalisation est nécessaire a la comparaison des spectres MS/MS par ACP. Il est a noter que

les spectres de masse sont toujours représentés normalisés sur le pic de base, correspondant au m/z

le plus intense (e.grigure82). Pour ce prétraitement, le choix a®rmaliser, pour chaque isomére

0 * Jvi ve]S§ ¢ e}lop ¢ suE O[]VvS Vv°]S§ o[]}v % E v§ § %@&]eU (]v

dus aux différences de concentrat®rD % opeU o SE&E ve(}EuU S]}v E %% }ES [

fonction log a été choisie afin de minimiser les écarts de contribstiore les fragments les plus
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intenses et ceux moins intenses|kigure83jreprés vs o[ (( § e MAE S %o SE ve(}

*uE o0 ¢ }vv o [ VSCE psSJ]o]e ¢ %}pE o[ WU u}vsE® vS [pV % ES

MS/MS enfonction de leur ressemblancéo E o[ S %o VIEuU o] SJ}vU S [ USE %o
o[ tefEe les valeurs absolues en fonction des fragments grace a la transformation par la fonction
0}PX W}IUE o[ v oCe % & W e Jvv U «<u] * e sUE 0 Ju% E ]
0 (}v 8]}v 0}P Z}u}P v J* O %% }ED }Z§EPASEY o0 o[ W ~ XPX ]Ju]
o[]Jv(opu v noull o Bdasidu n/zA833.2560). Enfin, parmi les scaling utilisés avant la

construction des ACP, le Pareto a été utilisé, consistant a centrer les données et a les réduire par la
vari v X 58§ Ev] E § % % @Eu § pv VvIPA oo (}]* [ pPu vd E o
ayant une faible variance, tout en conservant des variances différentes entre chaque variable (en

opposition au traitement Univariance qui centre les donnéespu o « & pn]S HpeE o[ ES

+ . +

UL + UL UL Z*%o——;
H0agac Ho0agac

(a) (b) (c)

Figure83 W /oopu*SE 3]}v o[ (( 8 < SE v (JekdesSdhectres de flagmentafjen MS/MS. (a) Données
EUS X ~ ¢« E}EU 0] S]}v *uE o[]vS ve]S§ o[]}v % E vSX ~ ¢ dE& ve(}EuU S]}v % E o
o[]}v % & v§X

>[ W } S vy S E %o (& Frguwas4| (a)usEmontre unenette différenciation des trois
PE}}u% U }EE *%}v vS % E]J}E] o0 %}e]S]}v tCDIEbI€Y, uge o[}o §

et noir) selon la premiére composante principale. Cette composante illustre 88.3% de la variance totale

e }Jvv ¢ [ VSE U ]Jv J<pg v8 <pg 0 ]e EJu]v S]}v u ilE]S JE 5 E ¢
de ces trois groupes.
>[} + EWA dep} loadings est également informative. Représentés par les fleches bleues et
JEE *%}v vd of[]v(op v e AE] o« [VEE ~]X X o[]vs ve]$§
%0 uvs ¢ Z vS8]loo}veU Joe % Eu $3 vS§.ll[dst do@blédhe s@adifigsW } S v|

orientés vers le groupe noir correspondent aux fragments ayant un fort excés de masse (e.g. m/z

01iXdidoieU O0}E+ <pu o[ £ - U ee UE }E] v « A E*s 0 PE}u%
OTIXTAOIeX >[} » (A %J}ES] Juo 3 puviv] 8 uE 0 % E * Vv 0
car ce groupement apporte de nombreux } u < hydrogéne(responsable o[ £ - u e e« 3§

161



% W SHu « }ECP v }p

[Jve SUE S]}v ~E *%o}Ve

0 ¢ [dewvmas$e)]DapsS]}v 0

plus, la masse précise de ces fragments est en accord avec une formule brute correspondant a des

oligosaccharides portant (loadings oriestéers le groupe noir) ou non (loadings orientéers le
u SZasekte dénE queWa ftegmentation MS/MS des

P E} %o 0 Ue Of}o
Jelu E « yu PE}U%

fragmentation du groupe noir. Le groupe rouge se situe aw £E
e Méhylgse situe entrecelle dugroupe noir et cellelu groupe bleu

Jve EA 3]}V

(@)

S
o

uv

8%

A

]Jee} ] S]1}v %00 %o E}V}V o[}c
o[ WU J]Jv J<pu v8 «p

(b)

o[]vsS ve]Ss

Figure84: (a) ACP représentée en bhiplot (superposition du score plot et du loadings plot)eobtétu E ] E
§ CGul]v » % E o] A% E

fragments communs ¢ {7 Jeju E X ~ « Z/
%OGE]V ]%o (0]

> LWAE] u Ju%e}e v§
/o 3} s EA

}vv ¢ [ VEE X
PE}u% » vI]E §
ull fTTOXAORO

[M+NaJeU ¢ u o v§

0O B <p] *}vs
[Uv Popu }e ) et 285.08055 (dlucdsb xl&shwydrate,

~% E
ISE

S

ceffed@iffergnce. v (( SU o o

(0]

qv

VAVARS e PE}Uu%o
V[ 8 E % E « v3 §]A «p 6X069
S S uge}eskdifférgncidJdas P E } 4 %

<L ° O}V
MAE o} ]JvP

JA o v3eX >[}E] v§ §]}v

}vv  'meftentSel

évidence que, au sein du groupe rouge, seules ces deux variatllas®maleur inférieug ou égale

aux groupes noir et ble

|F{gure83

15 o[]Jvs CEu

1 1E

0} JvPe 0[}%0 %0} M
deuxvariables dans la différenciation observée selon la CP2 peut expliquer le faible pourcentage de

A E ] \' FE %0 O] <M %0
glucose déshydraté, [M+Na] « u o

bleu.

%0 0

E

MAE MHSE -

u

$S

ISE

v S

(c)). Pour toutedes autres variables, la valeur du groupe rouge se

PE}u% X "uUE o] W o °« §

M PE}N% E}IuP X /o 8§ v}s E «u
Ju%l}te v3 X v(JvU o[]}v ull 86AXTIAT
o [} CE HBedalage dugrdup&ouge vers le groupe
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Malgré aucun ion caractéristique et différenciant, cette expérience MS/MS a donc permis de former
trois groupes attribués a la position de greffage sutd® au regard des possibilités réactionnelles de
§§ eCvSZ ¢« X >[uS8]o]e 8]}v of WU % E&S]vvs v €& Je}v p & s
uljvs@E& «p E PE}Y% u v3 3 Ao 0 [HV %}]VvS Apu 3 §]3]Jcp U
analyse rapid des raisons de ce regroupement. Cette approche offre donc la possibilité de rechercher,
% Eu] 0 * *% SE D hBDPrésganguE - A E] Sihrensités defragments, de
mettre en évidence les ressemblances et différences (observatisnédbantillons) ainsi que leurs
origines (observation des loadings), le tout associé a un pourcentage de variance expliquée. Ici, ce

E PE}U% u vs % Eul]e [ vv}s & o Z E } uCB} eb@me teprésenté sur la > | %o

Figure84| ~ X >[ <«u]*]81}v [1v(}Eu 3§])swest npéturioios mépesshile a déterminer

quelessont les positions de greffageir la tCD correspondant aux annotations (OHR3®u OH6).

[1.2.2.4. La mobilité ionique (IMS)

S[ %o %o JE/S o }v 8§ Zv]cu ¢ % ES]A ]v ope Ve 0 *% SE}u S$E
ionique, a ensuite été étudidrapportée comme permettantla i & v ] S]}v []*}u G- PE
capacité a digiminier des ions en fonction de leur taille et de leur forme, cette technique est
prometteuse dans le cas des isoméres detCIp. Dans la mesure ou cette séparation a lieu en aval de

o *}uE [I}v]e S]}vU 88 v oCe i}usS pv <« }v Ju vel]}lv e % & §

mélange par chromatographie. [Eagure85|reprend les résultats de cette analyse, représestdin

[} + @ dette séparation selon deux dimensions.

Figure85: Représentation des deux dimensidie séparation obtenues par le couplage UHRLED* 0} E o[ v oCe s}
mélange @ Lipt X 8§38 ES 1 § }Svy % E o] £SE 3]}v e« ull* hE@®EE%e}v v AL
représente le temps de dérive (ordonnée) en fonction du temps de rétention (abscisse).

Malgré des temps de dérive (dt) proches, une différence est ohbéz en fonction des isomeres,
Jv J<p v8 «<p 88 8§ ZV]<u %o us ISE JV(}EuU 3]A % }UE o[ v 0C-
uJoo HE A]e] ]Jo]d8 U o ]J*3E] uS]}v M 8 u%e [ Gachdsobservéeg <y ]Je}u

Figure85) a été extraite et représentée utilisant la section efficace de collision expérimentalgCCS
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en axe des abscissg-igure86), obtenues apres la calibration de la cellule de mobilitecaremélange

Ju%lte ¢ }luu E ] pHAE X engwups de]douleur issue degpériences MS/MS a été

appliquée aux traces de mobilité extraites correspondantes.

Figure86: Superposition des tracde mobilité des 12 isoméres de DS1, représentées avec ase@@Bscisse. Les couleurs
E % E ¢ v§ v§ 0 E PE}U% U vE E 0] % & o[ £% E] v DMNIDAMX

[ % & « ¢ }vv U Jo ¢35 Vv}S 0 <u 0 PE}IU% 0 U %o}ee e Jelu E
grarde,avecdes courbeges plus larged.a seconde observation qualitative porte sur le groupe rouge,
dont les isomeéres ne semblent que trés peu différenciés et posséder les plus faibles CCS. A
o[]Jvd Gu | E e} « EA 3]}ve o 3§ Epgseded isBraeigs %ux diiifEns i |
semblables et unisomére}vs o NoeS Y%oope PE v X >] * O N<cp] S pv Pd@
offre la possibilité de comparer ces données expérimentales avec des données théoriques, issues de

modeélisation mdéculaire suivie du calcul des CCS des strucures modglis&is

11.2.3. Etude théorigue par modélisation moléculaire

[1.2.3.1. Génératiodes structures etlesCCS théoriques

PréambuleW >[ ve u o * O MO- u} o]e S]}vulo pHO JE ] uS ¢ v

% E o EX ZE]*S]v I EU Dh p >17X /o S Z}1*1] [ (( sSp &E
théoriques par ue approche de métadynamique, en opposition a la dynamique moléculaire classique.

Cette approche consiste a introduire un biais énergétique permettant une large exploration des
IW(}EuU 8]}ve VA]e P o0 X v (( 38U & JvSE} oiktélaux $truct@EeR] }((E
*§ 0 - *JES|E o ME 8§ § *§ ]Jo]S U uv vs E¥%o}E E [ uS
%}S v8] 00 U v8 pv  %oope Z uS 5 ]0]S X 88 %% E&} Z SZ }E]J<H %o
données conformationnebeonséquent U %o %} ES vS pv PE v  «u stBdariqudsv(}E&u S
> ¢ % E}(]Joe v EP S]<cyu s} § vue }VvSs * % E}(]Joe & }veSEU]Se S &E
débiais€e o[ v EP] ]JvSE} p]s X > «p vS]S phivappdtausddnde @lciildey o

cette approche classe cette méthode comme peu couteuse en terme de calculs. La conformation des 12
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isomeéres a donc été modélséo & u § Cv uJ<p U ve uyexplpitdnt ufi champ de

force adapté a 1aCD et un second adapté a la cham¢%.] J<pu [}o § [17%180 K:oayon

de giration des molécules ayant été reporté comme une grandeur représentative de la compacité des
structures,de faconanalogue aux CCS, ce paramétre a été utilisé pour diriger la modélisation et pour
la reconstuction des profils énergétiquEsB1] X Z <u eJupo 3]}v ME 7Tii veU u v vS§
de 300 000 structures par isomére modélisé.

La modélisation moléculaire par métadynamique des 12 isoméres DS1t@dlapmené a une grande

quantité de données théoriques. Pour chaque structure modélisée, sa CCS théorique 4 @BS

calculée selon deux méthode/ o u $Z} e SCE i S}]J]E ¢ ~dDe* 8 O[] %% E}A]uU

(PA). LiErigure87lu}vs& <«u o[uS]o]e S]}v n & C}lv PJE S]}v ~EPs 5§

représentatif de la CCS, une linéarité entre le rg et les CCS étant abperudes structures les plus

compactes. Néanmoins, il est notable que pane méme valeur de rg, la dispersion des valeurs de
CCS correspondantes varie defQrg 5.2 A) a 40A% (rg H 6 X.fiCette figure met également en

Al v <p o u §Z} 0 Mo V[]v(Oou V <H OncAlcalépsFla mépmpe
dD ~E}uP « u v vs o[} § v3]}v N % ope O A e «u[ A o u §Z}

FigureB7 W Z % & * vS S]}v %o }HOB(OHZ, GY RR) de [ ulée, selon la méthode TM (rouge) ou PA (noair),
en fonction du rayon de giration.

((

N

w

(Tv E MU]E o0 <«<p vS]S }IV(}EuU S]}ve $Z } Eiaqgiion desArustogss %o & }

aux énergies les plus faibles a été réalisée (fond de puits énergétique), sur une fenétre @i Ay

Figure88|(a)). Il est remarquable que la dispersion des structures correspondamésyrae de CGS

est nettement supérieure au rg sélectionné, ce qui est cohérent avec les observations précédentes.
Cette réduction a permis de réduire le nombre de conformations a environ 25 000 par isomeére.
>[} 8§ v8]}v 0 EP UE }u% E dispersion §1AEu 208?), entre les données
expérimentales et théoriques, met en évidence que les tradegsobilité contiennent potentiellement

un grand nombre de conformatien Cette observation esh nuancer en raison de la résolution
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expérimentale de ladlule de mobilité utilisée o[ v 0Ces [uV J*}u B % & pv plusoopo u

résolutive pourrait affirmer ou infirmer cette remarque.
LiptCD(OH6, C9, RR)

(@) (b)

Figure88 W Z % E + v3 S]}v o[ £ASE S§]}v es les.@luE ptablpsE(a) Rr¢filendétique reconstruit en
(}v 8]}v pnu & C}lv P]E 3S]}vbtedd fond dEpudE vHEEEP SJ<pu JEE *%}v VS o I}v

[ £5CE

structures les plus stables @gn=0.1A)). (b) histogramme des CCS correspondantes aux structures extraites les plus stables,

sur une fenétre de rg0.1A.

Figure89: Représentation des 12 distributions de & a8enues apres sélection des structures les plus stablegi{tg0.1

A).
§8 %% E} Z u} o]e 8]}v }v %o cimhaéds thédriGues]dd méme format

gue les données expérimentales, soit une distribution de CCS par ispiriguee89). Néanmoins, il
est v}S & <p o] E&S VvSE o N0 %Oope (] donnéesdahésiqups egt des

7 s~

4646 K 0}Ee+ <u o] ES AE% E]u v 2gnddisast une différeheemdn négligeable.
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>[ 8 % *pu]A vE 3 0 Jju% E ]e}v e WA i uE Jvv eU E% E]

[ e«]PVv @onweresdeDS1 séparés par chromatographie aux isoméres modélisés.

11.2.3.2. Attribution des isomeres de position surt@D

La comparaison des G&£&/ec des données expérimentales (&8st une approche reportée dans

0 0]SS & SpPE U Ve O & 0 1(( € v]S8]}v [uv vIiu E o0]u]s
Ju% E vS pv viu E Ju%}ES vS [Jelu%dd}q) o0 S u[E( ZSHUE PV O ¢+ U

croissant ou décroissant, des GE8t CC&U u v v§ o[ **]Pv S]}v o oSEN SUE - u}

produits analysés par comparaison des classemgtitd,182] Dans notre cas, le nombre de 12

isomeres, les faibles différences de &£SS o ](( & v esleftrerlgs CG et les CGS

Ju%e}e VS 0 u]e Vv % 0 che fifférent#. @ @sgussion sera donc par la suite uniquement

(} o] <*su&E o § EBu]v S]}v ¢ %o}e]S]}ve P & ((teD, repoéckatées u sz

par les couleurs blej rouge et noie sur IgFigure84|(b).
5§ vv}s §]}v E o] % E o A% E] Vv DA D" soJuis]Pe SMIu &E 9

position de greffage surla X v (( SU e« po u vS 0 ZC%}SZ « « [ SSE] psS]iv
formulées, indiquées dans|Eableaul7|X >[ % % &} Z VvA]e P 5 }v Ju% E EU

hypothese, le pourcentage de correspondaseatre les données expérimentales et théoriques.

Tableaul7 W ,C % }3Z « « [ $S (& ]oigénéres cerrégpdhdant a la position de greffage sutd®, limitées au

viu & o0 PE M E PE}u% u vs (( SH % & o A% E] v (E Pu vs S]}v DMID~X
Hypotheses
Groupe (pic) H1 H2 H3 H4 H5 H6
Bleu (1, 2, 5, 6) OH3 OH3 OH2 OH2 OH6 OH6
Rouge (3, 4, 7, 8) OH®6 OH2 OH3 OH®6 OH3 OH2
Noir (9, 10, 11, 12) or OH6 OH6 OH3 OH2 OH3

Pour ce faire, un classement par ordre décroissant desE8e la moyenne des CECG%$ a été
E o]+ X >[p36%est] Pans la mesure ou les histogrammeQias suivent une distribution

normale, repr&entative du maximum dedistogrammes de chaque isoméreorrigé par les

éventuelles différencede largeusde distribution. LETableaul8| A& %0 0] ]S U % }UE 0[ZC % }SZ -

démarche employée. La mise en pladguv < C e%lewscore est nécessairégeecomparaion des C&S

avec les CGSmais également pour classer les résultats obtenus pour chaque hypothése. Défini par

(-quation10| ses composass seront détaillés ndépendament pour davantage de clarté.

Equation10: Systeme de score proposé pour permettre la comparaison des données théoriques et expérimentales.

5 2 K N A 1¥E V08 Roa8Y ihi o
Ag ¥ExUOa®paB¥shr o
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X |Médianeccsexp>CCSp{ : Le critére différenciant observé sur les données expérimentales est
la différence dedispersion des Cgsen sein de chaque groupe, notamment la faible
dispersions des isoméres rouges et la plus forte dispersion des isomeéres bleus. Cette différence
se traduit par certains isomeres bkayant une grande C&s § [ U $a@n, alors quedus
les isomeres rouges ont une faible g &orrespondant a la plus grande différence du jeu de
}vv U o[pnS]o]e S]}v [pv ( S pE %}v E S]}v }E&t€%o}v VS

utilisé, représentatif de cette dispersigmgbleaul8).

x Principe de la comparaianPour une positionimdans le classement décroissant des £&&8
CCeU <] o[ vv}s S]1}v ~K,iU K,i }u K,0¢ 8§ ] vSl<u o0}E-* 0o + }E
ni est maximalégal au factar de pondération).
0 Ty Cette variable  § i}us (Jv [i}p8 E pv o] ES Ve O }u %
annotations pour une placae X  ve o e [UV JEE *%o}Vep¥Nn)%o E( ]S -
T 1, menant a un score égal facteur de pondération (e.g. isometg Ce score est
divisé par 2 TyA 1 XfAe ] o[ vv}S S]}v 1& =N« n@&s Wd&ntique a iRy
=nn=1 (e.g.isomére 5). Suivant le méme principe, le score est divisé pgr 8.¢5)
si une annotation identique est trouvéen exp= N =2 (e.g. isomére 11). Les valeurs
de Ty }vs S § Gu]v - E ]SE J]& u vsU C vs o[} i S8](
correspondances positives & & = Nw 1 oU N w £ 2 tout en diminuant

significativement leur influence sur le scdieal.

Tableaul8 W u E Z ps]o]e % }IuE o0 po E o =« }E Z <0 ZC%}SZ » U AE%O0] ]S %o}
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>[ %o %o 0] u Systeme de score a été réalisé uE 0 » 0 ZC%}SZ » « [ S8E] us]lv VA
menantauns¢E& u AJu 0 % }UE OFY@ERGSE p Zie<U % Eu 8 vS [ *«]Pv E o0
de greffay o[}o S usSzZGo s PE}u% « o0 pU E}pP S v}]E E *% S]
OH6 et OH2 de 1&CD|Figure90|(droite)).

Certaines limitations, liées au systéme de score sont néanmoins a relever. Il est notable que
0[ZC%}5Z o 1 %}UE O <p o0 0 PE}IU% o0 d *5 P o uNIFaur]Pv VRY;
score élevéCecCi% US [ E%o0]<py & % E o ( S pE %}v & S]}v us]o]e X
le plus différencié des trois groupes, il est compréhensible que la seconde hypothése selon laquelle ce
groupe correspond a la position OH3 pede le deuxiéme score le plus élevé. De plus, le facteur de

o] ES ]JvSE} pul]Ss P v E o[uS]o]e S]}v [Hv ulu Jelu & SZ }E]<H %o} pC
Par exemple,leLip ~K, iU 06U ZZe+ ¢35 p3]o]e % E 0 ¢ ]|« HCDE@H3,IC1E SBY o[]-}u
V[ *S }v %o  pS]o]e Ve O 0O MO M q{Takeaul8)o[ZC % }SZ  ,i ~

Score
Valeur déterminée %
H1 36.17 82.20
H2 30.51 69.33
H3 17.61 40.01
H4 20.88 47.45
H5 9.02 20.50
H6 6.63 15.07

Figure90: (Gauche) Scores obtenus par la comparaison des,@G% les*“%$B% U E 0 ¢« 0 ZC%}3Z o « [ §8E] ps]}vX
RIC des isomerede DS1 de LD annoté des positions de greffage sutG®déterminées par mobilité ionique couplée a de
la modélisation moléculaire.

E vu}]veU o S$SE] us]}v & o] *3 }Z €& vs§ A o0: Sv v
NG E N G  PE N ey e (respectivement  360.62, 354.90 et 352.86 2) A et
S GE PR N QU PR G Y respectivement 337.22, 330.09 et 314.8%.AdFigure9l]reprend les

données expérimentales et thégues pour simplifer la comparaion desocrrbes obtenues. Cette

§SE] pus]}v 3 P o u vs }Z @ des picdchramigtographiflues position OH@st
connue comme étant la plus réactive de par sa plus forte nucléopHhilest donc logique qules
isoméres correspondant soient majoritairds > ¢ } ¢ EA $]}ve & o0]e ¢ euE o V
précedemment et basée sur les spectres MS/MS semblent également étre en accord avec cette
attribution. En effet, il a été montré que les isoméres du groupe npire EA v3 A v3 P o[}o §
méthyle lors de leurs fragementations MS/MS en comparaion du groupe bleu, ce qui peut étre

Jvd E% E § % & o[}E] v3 v3]}v =« K,T A E- o[]vs E] pE 0 Als }
(E Pu vs 38]}v AXE. QJ[]Jo[}E] v8 8]}v + K,i A E- o] £5 E] uE o) A
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~ ~

liaison entre lat S o[}o S uszgo LAE }oo]e]}ve %0%0]<p < 0}E-"

menant a une rupture facilig

Figure91: (Haut) Courbes de mobilité extraites pour chaque isomere et annotées des couleurs correspondant aux positions
de greffage sur 1aCD. (Bas) Superposition des courbes issues des histogrammes, @dbiEQAS pamodélisation des 12
isomeres de DS1 de t@D.

Du point de vue théorique, une limite de cette approche est la réalisation de la modélisation dans
o] pU E v VvS Ju%o}ee] 0 0 %0 U VS [uv Z EP suE& 0 ¢« «SCEU SPUE
une difféE& v  <]Pv](] 8]A VSE o0 ¢ }Vvv o AE% E]Ju vd o §3Z JE]U
Na* 5 SCE « 0 EP u vS *p% E] hHE A o0 « u}otCudNéanmoins, illeptA o0
rapporté dans la littérature une conservation, en phase gazeu % @& ¢ o[]}v]e §]}v % & ~/U
}JV(}EuU 8]}v *}oA 3 o u}o po Vv oGe U ipue3](] v§ 1W8Blo[puS]o]e §
§§ 1(( & v *S %}S v8] oo u vs oO[}E]P]v e J*% E]S *U v § EL
VEE o0 ¢ }vv ¢ A% E]Ju vS 0 ¢ ~e}pue ) ptHas dorfnées (¥ obidPs [Bous
forme de molécule neutre). Il est & noter que le simple décalage des valeurs de CCS calculées selon la
méthode (PA ou TM) peut également étre due a cette absence de charge, la méthode TM exploitant
les charges et les charges partielles, en ogjsa la méthode PA.
Ayantpour } i S]( [ %0 %0]<p E S8 u S$Z} %o}uE [ USCE * u 0 VP ¢ }u%o0
une étape de validation est nécessaire. Cette validation couvrira donc les conditions expérimentales
S o[ e*]Pv §]}v < Eréalgde.luneetape de purification des isomeess un préalable

nécessaire a étudier et valider les paramétres expérimentaux.
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[I.2.4. Validation de la méthod&/ < }v ]S]}lve A% EJu vS o« o SSCE

[1.2.4.1. Purification des isomeéres

Afin de véifier si les conditions expérimentales ont un effet sur la mesure de CCS des isoméres et si

o[ §SE] pusl}tv o & P]}]*}u E] & o]- S }EE S U o0 &uE](] S§]
WInE (] U pv «CS u ZE}u &élre@éparafve,occpuplp a un aétecteur

DN eJu%o <«<pu E]% €0 S pSJ]o]e X >[pnS]o]e S]}v § % % E Joo P
résolutive, nécessaire a séparer les isomeres agastemps de rétention proches lors de leur analyse

par UHPLGHRMS. De plus, le travail de développement de méthode chromatographique est fortement
ujv]ul]e Ve 0 U *uE }T v u §Z} ((] S A 0} %o %o o[ Z oo

des solvants sans additifs{Egure92jillustre les chromatogrammes obtenus lors de la purification du

mélange de LipCD.

Figure92: RIC des DS1 detip } S viu 0} E- OFD"0Ceo[ >Z 00 % E % & $]A U vv}s e (E 3]}
Conditims: Colonne C8, débit de 23 mL/min, gradies®#1eOH,70:30 (0 min), 30:70 (20 min), 30:70 (30 min), 0:100
(30.1 min), 0:100 (40 min), 70:30 (40.1 min), 70:30 (50 min).

En comparaison des analyses réalisées par UHPLC, la résolution entre chaque isbualiarmeée,

v E Je}v o[ uPu v8 §]}v ¢ Ju ve]}ve o }o}vv 6 A Ee+ o] Z 00 %
les isomeéredlet12 v[}vS %ol !SE }o0 S ¢ ¢ % E u vidX /o 5§ Vv}§S E <p o
Al ulv (]v % Eu $3E "D[DPE]}IV >]%t ~v}v E % E  vIFigurdl JU Ale] o
-X >[ v 0Ce+ %HRESHgd/fractions collectées montre la pureté des isomeéres |5adgse]
. §S % pE](] S1}v }v. % Eule [} S V]E ii 1LE34B6B,9%YE o ¢« J+}u

purs et isolés, et les isomerés et 12 sous forme de mélange.
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Figure93: Analyse par UHPHRMS des fractions récoltééls E ZE}u S}PE %Z] % E % E S]A X >[ v oCe |
est représentée en gris, correspondant au RIC des DS1. Les chromatogrammes des fractions (bleu, rouge et noir) correspondent
HE W/ ~ ¢ W | /vS ve]SCe (]Vv [ %o % @GtigrsE o[ < Vv Ju%o}e

%E » A %}E 3]}v & 0C}%Z]o]* 3]}vU 0 %o - e U e & }o5 o )

gquantité relative dechaque isoméreen fonction de la position de greffage détermirj@alfleaul9).

[ me part, il est notable que les proportions obtenues sont en bon accord avec les intensités des pics

observées lors des analyses UHMHigLI(e93| courbe grise), indiquant que les réponses paNESHe

ces isomére sont similaires. Cette information indique donc que la détermination des quantités
relatives de ces dérivés amphiphiles est réalisable par la simple analyse par DHPLE o[]vs P& 3]}v

* %] * ZE}U S}IPE %oZ]<p X [ USE %o @®3F S E |nfakspey ethecoll [ %o E -
avec la réactivité connue de I&€CD. En effet, les isoméres majoritaires (57.3 %) correspondent a
o[}uA ESpE o[ %} E£C % E 0 » K,0U <u] *}vd3 o« ZC E}AECO » 0 «
majoritaire (26.4 %), implique les OH2 de@D qui sont les plus acides. Enfin, leséres impliquant
la position connue comme étant la moins réactive (OH3) représente 16.2 % des DS1. Cette observation

*S UV % E u] & ]Jv(}E&u S]}v v JE A o *¢]Pv 3]}v E o0]* % E
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Tableaul9: Masses pesées dbaque fractioncorrespondant a chaque isomére, aprés évaporation et lyophilisation, associé
a leur pourcentage massique.

Isomére masse purifiée (mg) % massique % par groupe
1 55 3.1%
2 5 2.8% OH3
3 19.5 11.1% 16.2 %
4 27.5 15.7%
5 7.1 4.0%
6 11.1 6.3% OH6
7 27.7 15.8% 57.3%
8 25.8 14.7%
9 13 7.4%
OH2
10 13.9 7.9%
26.4 %
11-12 19.5 11.1%

Il est intéressant de noterug la position OH3 a donc réadg maniére significative, soulignant la
réactivité particuliere observable } E ¢ *CvSZ o ¢« (E O] * % E puv E}C pE&E ]oo
J*}u @« JEE S uvs %pE](] « }((E v 0o %}ee] Jo]s [ (( sp E ]

qui seront développées par la suite.

I1.2.4.2. Validation des conditions expérint&les: Influence de la nature du

solvant sur la mobilité ionique

Les valeurs de Cg&sS et les différences observées étant les paramétres ayant motivé
O[ %o % E}(}V ]J** u vS§ 0 E S E]* SJ}v o ¢ >]%ot Aovu o v
parametres influencant ces valeurs semble importante. Il est reporté dans la littérature un effet de la
nature du solvant sur les CCS mesurées, dans le cas de macromolécules telles que les [i®4¢ines

§8 Jv(op v e }Z Evd A o0 }ve EA 3]}v o }V(}EuU §]}v *}oA
son ionisatbn par ES[183]. Les cyclodextrines sont des structures relativemegides, dont la

}IV(}EuU S]}v % psS V[!ISE <«pu o0 Pada vaturg duselvast utilisg’]. Néanmoins,
o[ i}us [pv Zlv 0]%] J<p (o A£] o S oo joute um degré Me liberté SZCo
}V(}E&u S]}vv o v}v v Po]P o0 U epe %S] o [!SCE o[}E]P]V Fv(}c
*}oA § 3§]}vX >[ v oCe % &E u} ]Jols ]J}v]lcu o >] %ot § v E o] v
chromatographique et un graeht de solvant, la composition de la phase mobile est différente aux
S U%oe E S vS]}v e« i1 ]}u E - APX > +}oA vE Qed@gsSYEOHS vE Ju%
UE % E}%}ES]}ve A E] o« Vv (}v 8]}v nu PE ] v3U o $i0O, e S
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HKID K, dilAdi AIAU § {ii9 D K, § €& o] X (]Jv [} S V]IE =« }vy

des trois positions greffage, cette influence a été étudiée pour les isomeéres par{fiéd3),4 (OH6)

et 10 ~K,T¢X > o SE}]" e VISUE DY **~vSU P o u vs § v oCe U Vv §

référence mais également en raison de leur plus haute rigidtdv [ oo P E o o SuE U o u

HO/MeOH 50/50 (v/v) sera par la suite dénomm&©HmieOH.

Cette étude a été réalisdpar FIA (Flow Injecth Analysis, introduction directe) etonsiste a injecter

pv e}ousS]}v  ve puv (opAk *}JoA v3U o0 <p o VS3E Jv o[ Z v8]oo}v ipe«]

chromatographique. Cette méthode offre la possibilité de maitriser la composition du saleant

pouss€ psjo]e U ] ] & %E « v3 8]( M °*}oA v3 pslo]s o}Ee [uv PE
ZE}U S}PE %Z]cp X %0 0 e U §3  A}] [Jvi S]}v % Eu S P o u vs
*lou Jo]e S]}v o[ Z v3]oo}v % pu3 AeGureude QQS3en plus di solvant de

pouss@. LaSchémal6résume les expériences réalisées afin de déterminer si la nature du solvant de

solubilisation ou de poussée ont un effet sur la mesure de CCS.

Schémadl6 : Expériences réalisées afin de déterminer si la nature des solvants de solubilisation et de gutussé influence
*UE 0 U uE e AX W}UE pv  }vv o0]*] ]1o0]S U e po c 0 A% E]V °* Ju%o]<u vs ofr

Chaque analyse a été répétée en triplicata sur trois jours différents, exploitant trois calibrations,
chacuneE o] v (]v itHEV [ voCe X 85 %E} uvE&E %o} UE } i 8]
% E u} ]o]S ]J}v]<y *}v8 E % S o0 U S vS v S CEue<u[]vSSEEMS]}V s
CCS obtenues par calibration.

LAFigured4|E % E v 0 » E *p03 S+ H SE]%o0] § e« VOCee i (E]JA

identiques, mettant en évidence une superposition parfaite des traces de mobilité. En terme de
]*3E] usllv [ EE]JA U o+ Vv 0Ce* « % Gparulp PyldpGAsviont daic o]« -
répétables. Pour ces raisons, les données utilisées dans cette étude seront la moyenne des triplicatas

}vs o[-3 @6 « § U %o eest négligédole.
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(@) (b) (€)

Figuredd W "pu%o E %o }e]S]}v ¢« SE u} JolsS e Jeep » SE}]s ELl@HSI) &)AGH6)D[ v 0C* .
(c)10(OH2) dilués et poussés en FIA p#D/MeOH.

La mobilité ioniqe est une technique dont les conditions de séparation, en phase gazeuse, limitent
0 *]vd E &8]}ve <p] % pA v3 ISE o[}E]P]vV o (}YEu 31851 0 eS¢
[ S %o} @regrekssmrles courbes expérimentales par ufomction gaussienne symétrique est

MV %0% E} Z }UE uu vS E %}ES X >[} S vS]}v JME + *Cu SE]«p

mi-hauteur (FWHM) importante est un indicateur de la présence de plusieurs conformations non

résoles axtemps de dérivepE} Z «X v U o[puS]o]es §]}v [uv u o VvP P ue
JVAJop E o« JUE + 5§ [} EA E o ]J(( E v s ]e3E] pusl}ve

expérimentale asymétriqupl861188]. Lreprend la comparaison da fegressiomestrace

de mobilité dedsoméresl et 4 par une ou deux gaussiennes. Il est a noter que la trace de mobilité de

O[]*}ulE*S 0 %ope 0o EP Stpue o0 ¢« i ptiblgbede ddntedir difiérentes

conformations NoAE <}op *X >[} « EA §]}v o] . e %] ¢ ECH#HE@® * VS ¢ %o

différence de qualité de regressiowSE o[uS]o]e §]}v [uv }u MAE P Hee] vv X

deux distributions, représdatives %}% o S]}ve «]Pv](] 8]A eU 8 }v pupv ]v] 3§ u

de différentes conformations, tagour o[J*}u E pouo[]}u @ui pdssédeourtant une

trace de mobilité moingarge.

() (b)
Figure95 W }u%e E ]e}v o[ £SE %}o0 S]}v HV ~P p Z ¢ }p  pAE P pee] vv e ~ E}]S ¢

isomeres purifiéd (a) et4 (b), dilués et pussés par un mélange®MeOH. Les données brutes sont représentées en noir
(ligne + symbole), les gaussiennes en gris et la somme des gaussiennes en rouge (ligne).
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Malgré la phase gazeuse et le nombre limité de paramétres pouvant induire la déforrdasidraces

de mobilité, il est reporté que suivant les conditions expérimentales paramétrées, les traces de
mobilité peuvent étre déformées et présenter une asymétrie due a la diffusion hétérogene des ions
dans la cellule de mobilitd.85]. Ce phénoménpeut notamment apparaitre sur les traces de mobilité

aux long temps de dérive. Afin de vérifier si les parametres utilisés affectent la symétrie des traces de

mobilité aux temps de dérive voisins PHAE ¢ >] %ot v 0Ce* «fhussicheRiGgdeed}v

de mobilité du calibrant a été réalisgieigure96). Il est notable que malgré des temps de dérive voisins

ou supérieurs, une unique gaussienne est suffisanex@liquerces courbes expérimentales. Cette
observation permet de confirmer que les deux gaussiennes nécessaleegegressiorcorrecte des
SE - u} ]Jo]s e >]%t *}vS E 00 U VS U 0 % E * v - 1(( E

résolues.

(@) (b) (c)

Figure96: Regessiona une gaussienne des pics de mobilité ionique obtenus avec les ions présents dans le mélange utilisé
pour la calibration des CCS, au temps de dérive voisin de ceux des LDCII. (a) m/z 1721.96; (b) m/z 1821.953; (c) m/z 1921.95.

Néanmoins, pour cette S o[ (( 8 U *}oA vE epE o0 « SE - u} Jo]s U pv
%] ¢ %o E PV HPV]<H P pee] VvV ¢ E & o0]-° % }tu@E& } § VI]E pv pv]cp
largeur a mihauteur (FWHM, Full Width at Half Maximum). Ces trois paramétmésentent en effet

debors ¢ E]%S HE*s 5§ % EuUu $85 vS pv  }ju% E Je}v Z]((E e SE -

Ol EE UE <<} ] §8  %o% E}A]Ju S]}vU 0o u suCE B S U%oe E]A

obtenu avec une ou deux gaussienneét@ réalisée| Tableau20). Le temps de dérive issle deux

gaussiennes est calculé par la moyenns deux centres obtenus, pondérés & o[ | E *SP pee] vv
E % S]A X 58 *3Ju §]}v SUE EWEE o[ V& u ( e }vv ¢« } 8§ vypu
moyennée par CD et mise en relative avec la FWHM. Il est notable que cette erreur augmente en

(}v 8]}v o &t,DU <] o[ E%O]<h %o & pv  IVSE] uS]}v v e JE

o[} § vS8]}v [moe.waldifference mesurée est inférieure a 0.2%, ce qui sera par la suite pris en

}vel] & S]}v o} E- O[]vS E% E § S]}v < E *pos 5X
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Tableau20: Comparaison de la moyenne sur les 9 conditions des Dt obtenwsrpgrdssiorpar une ou deux gaussiennes,
ul* v E o s8]}v A 0o 0 EP UE [t %] X >[ ES <5 o0 po }uu Sv3o el(( Ev v
le Dt obtenu par la moyenne des deux gaussiennes, pondérée par leurs aires.

6 60 g.t, m(ms) q% £ Py get,mm

r 0.41 0.05%

t 0.48 0.04%

v 0.51 0.06%
Isomere 1 1.33 0.18%
Isomere 4 0.76 0.06%
Isomere 10 0.65 0.06%

Les parametres descriptifs des traces de mobilliéenus par regressioétant la CCS (i.eentre), la
largeuramiZz ps p& ~&t,De S o] |&E e %] U ¢ SE}]* PE V uE- }vS §
PE %Z]<p U Z <[ }v 18]}v [ voCe %}pE Z <pu voGCe X >[]a
réponse en MS de la molécule ionisée, dépanidade conditions de solvant et pouvant induire un

0 EPJes u VS * %] *U e}v } » EA §]}v E % E * v3 uv ujC v }vEE¢
changements de FWHM.@reprend 0+ (E *nod §yse des[triscCDs naturelles en

foncton ¢ }v ]S]}ve A% E]Ju vS 0 *X [UV % ESU ]Jo S v}S 0o <p o0 -
v[ ppv Jv(op v «]PVv](] 3]A spuE o ¢ 3E - u} Jo]sS %e}lpE ¢ SE.

de pousséseu o0 Jv(op v E o[ oop@E e SE - u} Jols v (}v 8]}v 0

}JEP v]<p ~D K,*X >}E- o[usS]o]e 3]}v A9 DK,Uo=* J((EV «}
par HK v *}v3 % ¢ <]PVv](] S3]A X o[]JVA e dé MdQH ]iofuesdes v i
*]Pv](] 3]A u vs o - Nu epu@E& U o JE § o &t,DX §§ Jv(opu v .
avec la\CD (CCS 2 A?), qui correspond & la structure la plus flexible des 3 CDs naturelles.

>[ uPu vsS 8]}v }vi}]vs a 6\WHNE impBque uoe quantité ionisée supérieure, a priori

liée au MeOH, mais le décalage du sommet des courbes (i.e. de CCS) indique une différence en terme

de forme et de taille des ions analysés. Ces observations indiquent que la nature du solvardsdepou

influence les traces de mobilité enregistrées, pouvant étre interprétées par la détection de

conformations différentes.

177



HO
HO 2" MeOH HO . HZOE MeOH HO . HZOE MeOH
MeOH IMeOH IMeOH
(a) (b) (c)
Figure97: Superposition des CCS (noir), de lalargeurZami§ p & ~ & } pdre(blell), desdriptifs des résultats issus de
o[ voGCe /D" ofr ~Uo0 t ~9¢ S0 VvV ~ ¢ % E &/ ve J(( €& vS cesponfiS]}ve *lo/

au solvant de dilution : 128 ; 2= HO/MeOH ; 3= MeOH. La nature des sotsagle poussée est indiquée en haut des
graphiques.

De maniére analogue, les résultats de ces analyses correspondant aux isarf@Hs) 4 (OH6) etl0

(OH2) sont représentés suffiigure98| La tendance obsereéest similaireW o <}oA v§ Jopus]iv v
MUV (( S *HE&E 0 ¢« SE - u} Jo]s 8§ o[ pPu vs S]}v 0 % E}% }ES]]
%o}pee S vV HPuU v8 E 0+ % G u SE » } « EA « ~ ~U &t,D § o[ |E

<u o[ odesi€Burbes est modifiée dés 50 % de MeOH, de maniére différente selon les isomeres,

une nouvelle fois sans changement de CCS. A 100% de MeOH, les différences de CCS observées sont
%oopue PE v ¢ <u 0} E- o[ v 0Cs *355AervcanidE @ o]} v [MV %o}pee %o |
19 [O.

1 4 10
H,O
HO "2~ MeOH HO | Hzoi MeOH HO | HzoE MeOH
MeOH iMeOH :MeOH
(a) (b) (©)
Figure98: Superposition des CCS (noir), de lalargeur2mis§ pE& ~E}uP ¢ § o[ ] ~ o0 peU ¢ E]%S](°
o[ voCe /D" O[]*Yud®E& & 5 ii ~ ¢ % E &/ ve J(( & vS ¢ }v ]8]}ve «loA v3X >[ E

au solvant de dilution : 1=8 ; 2= HO/MeOH ; 3= MeOH. La nature des solvants de poussée est indiquée en haut des
graphiques.

Ces analyses apportent donc eux informations suivantes
- > +}oA v§ Jopud]lvU SE » uJviE]3 JE Vv }Ju% E ]J*}v u <}oA
Jv(op v ‘UE 0+ SE - u} ]Jo]s X [HV % ES o ]Jv ]J<u <}
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confoCEu S]}vU <[]o opapune cidetfite Rpide lors du changement de milieu des

‘U o[ €EEJA Z vE]oo}v v &/ & v3 VAJE}v iXT u]v % E « o[]vi
[ USE % ESU 35 } « EA 5]}v % Eu § [ ((E Vv Z]E [pv Z})A
o[ v oCe tde teurs dérivés amphiphiles par mobilité ionique (par FIA ou HPLC).

- > }oA v§ %o}pee U E % E » v3 8]( M *}oA vE pslo]e o}E-+ [pv

pv Jv(op v euE o » SE - u} Jo]s X 83 ](( &courbes %} ES
0 ( S UE E %o}vVe e J}ve v 0oCe o 0}E*<y 0 %}pQ@ou 5 ((

fiio D K, X >}E- o[uS]o]e 8]}v iin9 D K,U o N oe§ P ou
Z vP u vS§ *}Jo0A vEX >[}1E E PE v piEelativemsst faijle( & v .

(723

compris entre 2 et 482 respectivement pour les CDs naturelles et lestCp analysées.

Toutefois, cet écart observé mis en relation avec les différences de CCS mesurés entre les 12

isoméres de LipCD est significatif.

(Jv [} » EA E & (( & *}oA v§ %o}pee U v S|FBHwe9regréded - u} ]
0O°* JUE <<} S VU * % E of vietde latCb,[ditdés dans,B/MeOH et poussés par

les trois conditions étudiées. Les différences entre les CDs naturelles et1€®Liprs de la poussée

par HO/MeOH, §vs u]s « v A] v % & o v <*+]8 [u8]o]s E UAE P pee] Vv
o] . o[]*}u & X >dPppvA E+ U o }uE iGE 65t prestue symétrique, la

deuxiéme gaussienne ayant été ajoutée a titre comparatif, senlslamiger le manque de résolution

de ces analyses (faible nombre de points). De plus, lors de la poussée del808@H, il est notable

<p 0 o0 EP pE S o[ *Cu SE] * %o] ot pPWw 96} U o oSSupiEN E o
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H0O H.O/MeOH MeOH

Figure99 W dE& - u} ]Jol8 J}vl<p } S vi }oYSTEVO[}vSOW vS 4o JUSEEI L 0 t  ~ e JoU
dans un mélange #/MeOH (50t 50) et poussés par.B (100%, gauche),.8/MeOH (50/50, centre) ou MeOH (100%,

droite). Les données brutes sont représentées en noir (ligne + symbole), les gaussiennes en gris et la résaligete en
(lignes).

§§ J(( & v [Jv(op v 0 VSUE t *}oA vE epuE 0 + SE u} Jo
Lipt %0 WS *[]JvS E%E& S E % E pv J(( & v (o A£] ]o]8 e« oSEN S|
une fonction mobile a l¢CDrigide.

Auls e E *poS SeU o[ v OCes % E &/ e {i (Ea®gwitiesleite v vS 0 -

mélange des isomerekl-12, diluées et poussées par le mélang®OHMeOH a été réalise Mis en
Ju% @& Je}v A o0« "} § vpu sélaBgeodépard gar UHPL(Figurel00montre
<u@ o0 ¢ }v ]8]}ve ZE}u S}PE %oZ]<h * HS]O]e o Ve RS Su V[}VS %o

sur les CCS des It@D de DS1. Il est a noter qaeégression de la trace de mobilité corespondant au

mélange des isomére$l-12 a été réaliséepar une unique gaussienne (i.e. une valeur de CCS),
E%o]<p v8 <pu o0 NJTEE *%tv vS e ]S isondredll€ 1Parjalygés o AN

par UHPLC. Ces résultptuvent étre expliqué$o & o PE ] vS pusS]o]e <p] % Eu § o[ oW

1 pv  }u%e}e]8]1}v % Z ¢ u} ]o 0i 9 VIZ2 68.% de MEPH,ne@enérant

<pufpv (] o A EJdmpdiition de phase mobile entre les isomeres.
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FigurelOOW }u% & Je}v ¢ "~ u suE& =+ 0}E- ol voGCe pHUOVP % & > Vv u}vs ~v}]C(
des isoméres purifiés solubiisét poussés avec le mélang®VeOH (rouge).

Cette étude a permis de mettre en évidence que la nature du solvant, et donc les modifications de
composition des phases mobiles utilisées lors de gradients en chromatographie, peuvent avoir une
influence sutes traces de mobilité, en terme de forme et de CCS. Les conditions chromatographiques
nécessaires a séparer les 12 isoméres de DS1 d€Migénére une modification du pourcentage de

DK, veo %Z=+ u}]Jo (]J]o VvSE o[ ouS]}v M4 %E ul] E § p €Ev] d
E Je}vU ¢ }v ]8]}ve ZE}u S}IPE %o Z]<H * V[}VS % ¢ [Jv(Op v esuCE 0 -
noscond s]}ve A% E]Ju vS 0 ¢ *}VvS %% E}% E] + o[uS]o]e §]}v [uv O -
les données expérimentales et théoriques. Cependant, il parait important de préciser que lors de
o[uS]o]e S]}tv PE ] vsS %opne (}JESU o bikudsurejiSinpacter les C&6E «  u}
upuE U S }v Jv(opv CE 0 0 ¢ u VSV o |E o[ SS&E] usS]tv -

avec des données théoriques.
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[IXTX8XiX s o] §]}v o[ §3E] pus]}v % E ZDE
11.2.4.3.1. Similarités des spectres RN

La purification des isomergsermetde réaliser des expériences RMN sur des produits isolés, facilitant

O UHE & 8§ E]Je* S]}vX Ve pv % E u] & S u%o e+ UHdé¢s kludeHantilons a» * % S
été réalisée, correspondant aux 10 isomeéres pligi0) et au mélange des isomerg$-12. Pour des

raisons de solubilité, les échantillons ont été préparés dans le BdBsSauquel 2% de D a été ajouté

(Jv. | Z2vP &E o+, 0 ]JOo e § *Ju%0](] E 0 ¢ *% SE X }luu } o E

specties MS/MS, il est notable que certains spectres RMISbnt similairegHigure101f haut), menant

une nouvelle fois a la formation de 3 groupes. Les spectres RINMdprésentatifs de ces trois groupes

sont présentég-igurel0lf bas.

Figure101: (Haut) Superposition des spect®MN!H (600 MHz, DMS@6/D,0O 98/2 v/v, 298 K) des isomérgs, 7 et 8

appartenant a un méme groupe déterminé par fragms §]}v DAIDAX >[ PE v ]Jee u vS§ 0o BP]}v *% SE
ppm) met en évidence la similarité des spectres appartenant a un méme groupe. Superposition desRidéttre (600

MHz, DMSGd6/D,O 98/2 viv, 298 K) des isomérés 3, 9 appartenant chacn a un groupe différentiéerminé par

(E Pu vs 3]}v DAIDAX >[ PE Vv ]Je* u VvS§ ot 4.EppM))} met Ba edidEnce la~dikédence entre les

spectres appartenant a un groupe différent.
De maniere analogue a la démarche employée précédemmest kes spectres MS/MS, une analyse
V }u%}e v3§ % E]V |% O § u]e VvV %0 X189ples|spectreE BMNW@E} &0} A
été phasés, les lignes de base corrigées, puis les fréquences de résonnance contenant des signaux ont
s MS}u S]<p u vS§ Ju% < v ( VISE IX10 %% u ~ o[ £ %S]}v o
des OH partiellementahangés). Chaque fenétre a ensuite été automatiquement intégrée. Afin de
JEE]P E o0 - ESe A% EJu vs pA }v v8E S]}v ~]1X X []vs PCE
[JvS PE S]}v « ( VISE - § V}EuU o] % E o agueusomere] ESfiP & S]}ve
le scalingUnits E] v ~hsU VSE %op]*SE %S %S Eudlo]-EE (]v 0]ee E
Z <p (VvISE <uE o }veSCEWM S]}v o] WX e O]JVP 3 Jv ]*% Ve
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[Ju% }ES v u AbrrespondadEa un proton (e.g. &b < | ME J}EE *%}v VS Y.
trois protons (e.g. CHicae€t CHogae* X ve ¢ }v |S]}veU 0o &E +po0sS S of] W v «(

la différence de déplacement chimique entre chaque specti€iguael02E % E v o E *pos § 0|

et le regroupement des spectréd selon les groupes formés précédemment pas MS/MS ateord

A o] WX /o <% \spduraentagesde varianceexpliquée par lecomposantsprincipales
(CP) 1 et la CP2 sont relativement faibles, respectivement de 25.6 % et de 18.8 %. A titre indicatif les
CP3 et CP4 illustrent respectivement 16.1 % et 13.8 % de la variance, comblant en partie la description
incompléete de la variance par ¢etACP. Pour ces raisons, le regroupement représenté est moins

% E}V}vV <U %o CE uu v3 o}E- o[uS]o]es §]}v ¢ % SE& « DMNIDMAX E
est regroupé selon la CP1, le groupe noir par les CP1 et 2. Seul le groupe bleu est dispelsg selon
deux CP représentées, une observation égalenméalisée précédemment au regadiks traces de

u} Jols J}v]«pn 8 of] W =« ey o D~"ID"X

>[]vS E% E S S]}v M %0 u VS e ]Jolu E ¢ *u®E o[ W % E o[} » EA &
raison di nombre élevé de variables (égal au nombre de fenétres de 0.04 ppm), représentant une
limite de cette approche. Aprés une analyse approfondie des spectres, le niveau de pureté des
]J*lu E » 8§ %E&} o uvsS Oo[}E]P]v p E PEdeseriptionsler¥]3tde (Jv] S
laA E]V % E & W ~vVv }u% E ]Je}v of W ¢ eu®E 0 *% SE -
isoméres anM temps de rétention voisimsont détectés en faible quantité et donc intégrés (e.g.

0[]} u3@ntient une faible quantit 0[]} 4).Eette intégration crée un rapprochement, lié
aux impuretés, entre les isoméres élués a des temps de rétention voisin, instaurant un biais dans les

résultats de cette ACP.
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(@)

4

(b)

Figure102: (a) Regoupement des spectres RMN (600 MHz, DMS@6/D,0 98/2, 298 K) des isomeéres selon les groupes
déterminés précédemment par MS/MS,aamword A 0 ¢ % E}AEJu]S » } ¢« EA « spE o[ W }v3 0 * }E %o

§8 %% E} Z [V OC*RMN % [ E ¢ % E W % pS v % Eu $
Ju% E Je}v & %o] Uljle %E « vS§ ES Jv » 0oJu]S X [UV % ES o Vv}iu
o[]vS E% E § S]}v 0} JvPeX [ USE % ESU 0 %uUE § . Z vS]o
o[} €A §]}v < Jv(}EuU §]}ve E Z E Z .U ve V}SCE e o[ W C vsS u
[JuUBo pE § Ve O o Z vS§]oo}ve v 0oCe X (]v % o00] E % E} 0 L
prétraitement des données peut étre envisagé, par exemple la d&fijv  [uv v]A n Eu]s
changement de la largeur des fenétres de découpage. Néanmoins, il est notable que ce regroupement
effectué par comparaison des spec@MN'H est identique a celui réalisé par comparaison des

spectres MS/MS, confirmant &militude structurale des isomeéres au sein de chaque groupe.

11.2.4.3.2. Identifications des signaux et attribution des régioisomeres

Afin de pouvoir interpréter, du point de vue structural, tout signal et variations de déplacement
Zlu]l<u U of] ion &g§]sighauxH des isomeres de DS1 de 1G est une premiére étape

v e JE X SISE Joou+SE 3](U o u € zZ u %o 03,Gattribué@E une § Joo %
% }*]1S5]1}v PE (( P Vv %}e]s])FigdredO3remrentlle Xpectre RMN, o[]*}u &

3X v E Je}v 0 % ES *Cu SE] o] uHPE ((P o[}o S8 u Sz
leurs protons sont devenus inéquivalents, générant une grande quantité de signaux aydatblme
]*% Ee]}v *% SE o X WlunE §§ & ]e}vU o u]- v "HAE 1(( E

v e |E o] § Bu]v S]}v ¢ %0 u VvSe Z]Jul<p o ¢ %oE}S}ve o >]
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Figurel03: Spectre RMIH (600 MHzDMSQGd6/D,0 98ITU 166 < o3 (®HB) E

(v [1 vs]I(] €& o %0 U vS Z]ul<«p *  WAE % @EPspeet HIQR4} 0 S u
portés par les carborstertiaires CQeare €t C1Qieare (CiSchémal5| p. 157)Uexpgrience COSY a été
effectuée @. Réalisée dans le DM$IBpur pourobserver les OH, cette expérience a permis

[} » A E 0 }pu%0 P ¢ Ju%o]<pu v3 o[ o }}o o[}o & entraule§ZCo ]Jve
deux CHetlesGH o Z ]Jv 0]%] J<p X S5 A% E] v }v u v o[] vS§]

e, %}ES * % & O E }v PE (( ~] ] w A iXidi %% ue suE o t s |

masqué sur les spectréslparceux o t  ~] ] w A TX3i8 %o %oUeX

Figurel04: Expérience RNICOSY (900 MH2ZMSGd6U 160 <-e 03]<}lu E

La détermimtion des déplacements chimiquese % E}S}ve o t § & o] % & o}

des couplages impliqguatés HtpU ]¢}0o * ~w A X0 %o %ouUeX > o A% E] v « K~rzU
HAE (}]° }vE % Eule E % S3]A u vs o[} » EA Sty HIPEE0 S]}ve V!

Les protons aux différentes positions étant inéquivasegnitre chaque unité gicose, des fenétres

spectrales correspondant a ces protons ont été obtenues. Ces farddreéplacemerd chimiques

ont ensuite offert la possibilité [ § § E JepicdHes 2DH-1°C obtenes A] o[ £% E] v, Y 18
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DEPT135 |Q:igure 105. Les deux dimensions de cette expérience permettent de déconvoluer les

spectrestH, notamment les signaux correspondant aux protonspgH3axpet Hep [UVv % ESU § 0 -«
HZpetH4p [ HSE % ESX

Figure105: Expérience HSQC édi{é60 MHzDMSGd6/D,0 98/2,7166 < o []3,Jaon(®ete (droite) et agrandie sur
0 I}v % SE o []vs E!S ~P p Z X

§§ SSE&] u8]}v € vs 8§ E o] °*uE o[ veu O e Jelu E sU o « A%
*Julo ]S « § e J(( EvVv o VvSE Z <g Jelu E X [HV % ESU o (
U $ZCo U] VS](] % & o A% E&] v « ICNDIU% %su°s o]VIu%4@E~]e}v n E
voisinnoRP E (( ~]X X % }ES vS O[ZRUAETEEQE P VOE%¥EE oU %% UG V3

§8 %}*]S]}v PE (( ¥ {]RYE&arfenéds lh CD est particulierement déblindé,
etsa%}*]3]}v A ] =+ o}v o[]*}u E v oCe+ X > o]jv P [UV pv]<p E
duPE (( P o[}o & us$ZGCo Vv %}e]181}v K,TU K,7 Y0019 Leuv Pop }e

FigurelOgreprendles expériences HSQC édiélesisomeres 1 (groupe bleu OH3B (groupe rouge

OH6) e (groupe noiE K ,7» u 88 v8 v A] v puv o]jv P E § E]S]«p U E
unique C3p Cépet C2p Ces déblindages caractéristiques ont été observés pour chague isomere au

e ]v e SE}] PE}IU% » []etu & - %0 }*]15]}v S (ohérens@ve®E o DANIC
o[ 8C&] us]}v & o] P&E gFigute]@/) Biguféi0Ral| Fgurel09reprennent

les HSQC éées de tous les isoméresermettanto A o] 3§]}v o[ 3] US]}v E 0] %

sans étape de purification.
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(a) (b)

(©) (d)
Figure106 : Exgriences RMN HSQC partiel({60 MHz,DMSGd6/D20 98/2, 298 K) deisoméresl (a), 3 (b) et9 (c)
JEE *%}v vS SEL}]e %o}e]S]}ve PE ((P ](( & vS « ~K,TU K,0 § K,ieXatee » SSE] pSs

usSZCo *uyE o t & o] PE | &ecordiaMec @lles détermiivédd precédemment par mobilité
ionique.

(@) (b)
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