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LISTE DES ABRREVIATIONS

LISTE DES ABREVIATIONS :

As : facteur d'asymétrie.

CCM : Chromatographie sur Couche Mince.

CE : Capillary Electrophoresis (¢lectrophorese capillaire).

CEC : Capillary ElectroChromatography (électrochromatographie capillaire).

d : doublet.

dd : doublet de doublets.

ddd : doublet de doublets de doublets.

GC : Gas Chromatographie (chromatographie en phase gazeuse).

HPLC : High Performance Liquid Chromatography (chromatographie en phase liquide a haute
performance).

HPTLC : High Performance Thin Layer Chromatography (chromatographie sur couche mince
a haute performance).

k' : facteur de rétention.

LLE : Liquide Liquide Extraction (extraction liquide liquide).

N : nombre de plateaux théoriques.

PP : Précipitation des Protéines.

R : résolution.

SFC : Super Fluid Chromatography (chromatographie en phase supercritique).

SPE : Solide Phase Extraction (extraction en phase solide).

TMS : TétraMéthylSilane.

UHPLC : Ultra High Performance Liquid Chromatography (chromatographie en phase liquide
a ultra-haute performance).

o : sélectivité.

RRT : Rlative Retention Time (temps de rétention relatif)
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE :

Une des missions des organismes de la santé est de développer et d’encourager 1’établissement
de normes internationales pour les produits pharmaceutiques. Une de leurs principales

préoccupations est la qualité de ces derniers.

Les protocoles de contrle analytique des matic¢res premicres figurent dans les différentes
pharmacopées sous forme de monographies ou sont indiqués plusieurs tests faisant appel a
différentes méthodes analytiques. Un des essais essentiel est celui de 1’analyse qualitative et
quantitative des substances apparentées qui sont des résidus de produits utilisés lors de la
synthese de la substance et des impuretés liées a sa stabilité.

Pour générer ces impuretés artificiellement, une procédure réglementée par les instances du

médicament appelée méthode indicatrice de stabilité existe.

De part sa capacité a affecter 1’efficacité du médicament, la stabilité chimique des molécules
pharmaceutiques reste une préoccupation majeure. En effet, elle contribue au choix de la

formulation du médicament, a son conditionnement et a sa stabilité.

L’instabilité est principalement due a des réactions chimiques survenant de maniere spontanée
ou retardée mettant essentiellement en jeu des phénomenes d’hydrolyse et d’oxydoréduction.
La dégradation forcée est un processus qui implique I’attaque des substances médicamenteuses

dans des conditions plus séveres que celle utilisées dans les essais de stabilité.

Elle produit en général plus de molécules que celles observées dans les études de stabilité. Pour
la majeure partie des substances biologiquement actives, les produits de dégradation primaire

sont ceux susceptibles d’apparaitre lors des études de stabilité.

Les directives de I'lCH (International Conference on Harmonization) stipulent que les essais de

contraintes sont destinés a identifier les produits de dégradation probables.

Les tests en conditions de stress sur les substances actives permettent de recueillir les premicres
informations sur le profil de stabilité de la substance active. Les résultats obtenus sont utilisés

lors du développement galénique et de la validation des méthodes analytiques.

Une méthode « indicatrice de stabilité » (stability indicating method) est une procédure

analytique capable de distinguer le principe actif a analyser de ses produits de dégradation.
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La méthode doit étre :

— Suffisamment sensible pour détecter les impuretés qui se trouvent a 1’état de traces,

— Hautement résolutive pour distinguer des produits de structures proches.
Le choix des techniques d’analyse s’orientera vers des méthodes séparatives permettant de
différencier les constituants d’un mélange. Actuellement, la majeure partie des méthodes
indicatrices de stabilité se font par chromatographie en phase liquide en mode inverse. Cette
technique, avec ses développements permet d’analyser des mélanges complexes.
L’identification des produits de dégradation reste un challenge et nécessite 1’utilisation de

techniques plus performantes (couplage LC/MS et RMN).

Réglementairement, la mise en ceuvre de la méthode de dosage choisie passe par des étapes
plus ou moins longues de développement et de validation analytiques.

Dans ce travail, nous nous proposons de développer une méthode indicatrice de stabilité de la
Citicoline par chromatographie en phase liquide en mode HILIC (hydrophilic interaction liquid
chromatography).

La citicoline est une molécule organique complexe qui stimule la synthése des phospholipides
impliqués dans la réparation des membranes cellulaires. Plusieurs travaux traitent des

différentes indications de la citicoline.

Il s’agit d’un composé hydrosoluble. Cette molécule ne présentera aucune rétention en mode
inverse, et risque de subir une adsorption irréversible en mode normal. 11 est conseillé dans ce
cas d’utiliser la HPLC en mode HILIC, technique utilisant une phase stationnaire polaire et une

phase mobile polaire.

Cette ¢tude concernera 1’hydrolyse (neutre, acide et basique), I’action de I’eau oxygénée et la

lumiére ultraviolette sur la citicoline.

La premiére partie sera consacrée aux généralités. Quelques notions sur I’hydrophilie, des
informations sur les impuretés ainsi que les différentes techniques utilisées pour mener a bien

ce travail seront présentées.

La deuxiéme partie sera consacrée a la partie expérimentale.
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Nous exposerons dans le troisiéme chapitre les résultats de ce travail qui nous permettront d'une

part :

De mettre en évidence des différents produits de dégradation a partir de 1’utilisation de
I’HPLC comportant un détecteur a barrette de diodes.

La proposition de leur structure apres exploitation de leurs spectres de masse obtenus
par LC/MS-TOF.

La confirmation de ces structures grace a la RMN 'H et *C aprés une HPLC semi
préparative.

Proposer les mécanismes réactionnels de formation de chaque produit de dégradation.

Et d’autre part, de réaliser ’analyse du produit fini, apres validation de la technique proposée.

Enfin, la conclusion générale sera donnée dans le dernier chapitre.
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. PARTIE BIBLIOGRAPHIRQUE

1 : Clticoline

I.1. CITICOLINE :
I.1.1. GENERALITES :

La citicoline (CIT, figure 1.1.1) est un nucléotide composé d’une base nucléique pyrimidique
(la cytosine) liée a un glucide (le ribofurranose). Ces deux molécules forment la cytidine par
une liaison osidique. En position 5’ se trouve un pyrophosphate (diphosphate) qui porte la

choline.

.
/"\\/\o/ >0 ™o
o~ OH

Figure 1.1.1 : Structure de la citicoline

C’est un agent psychostimulant/nootropique et un neuroprotecteur [1-4]. Des études suggerent
que les suppléments de la citicoline augmentent les densités des récepteurs de la dopamine [5].
C'est aussi une source exogene de la synthese de 1'acétylcholine, un neurotransmetteur clé avec
un role important dans le métabolisme cellulaire [4,6] et dans la biosynthése de la Iécithine
[4,7].

Elle est administrée dans le traitement des troubles cérébrovasculaires (y compris ischémie

cérébrale), la maladie de Parkinson, 1’ Alzheimer et le traumatisme cranien [4,7,8].
L.1.2. PHARMACOCINETIQUE :

La citicoline est un composé hydrosoluble avec une biodisponibilité supérieure a 90%. Elle est

métabolisée dans le foie. Les études pharmacocinétiques utilisant le *C ont montré que
I’élimination se fait principalement par voie respiratoire et urinaire. Les périodes biologiques

(temps de demi-vie) sont respectivement de 56 heures et 71 heures [4,7,9].

1.1.3. POSOLOGIE :

Elle est administrée par injection intraveineuse ou intramusculaire par dose pouvant atteindre

le gramme par jour ou par voie orale en doses divisées de 200 a 600 mg par jour [7].

7
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1 : Cltleoline

1.1.4. PROPRIETES :

Nous donnons dans le tableau suivant quelques propriétés de la citicoline :

Tableau LI.1.1 : Quelques propriétés de la citicoline [10-14]

Nom systématique*

2-(((((((2R,3R,4S,5R)-5-(4-amino-2-oxopyrimidin- 1 (2H)-yl)-3,4-
dihydroxytetrahydrofuran-2-
yl)méthoxy)(hydroxy)phosphoryl)oxy)oxidophosphoryl)oxy)-
N,N,N-triméthyléthan-1-aminium

Synonyme

Cytidine DiPhosphate Choline (CDP-Choline)

Formule chimique

C14H26N4O11P2

CAS 987-78-0
PubChem CID 11583971
InChI=1S/C14H26N4011P2/c1-18(2,3)6-7-26-30(22,23)
InChI 29-31(24,25)27-8-9-11(19)12(20)13(28-9)17-5-4-10(15)
16-14(17)21/h4-5,9,11-13,19-20H,6-8H2,1-3H3,
(H3-,15,16,21,22,23,24,25)/t9-,11-,12-,13-/m1/s1
InChlI Key RZ7ZPDXZPRHQOCG-OJAKKHQRSA-N
FDA Substance
Registration 536BQ2JVC7
System (UNII)

Masse molaire

488,3265 g/mol

pKa 4.4
Eau : 100 mg/ml
Solubilité Eth’anol  pratiquement 1.nsoluble
Acétone : pratiquement insoluble
Chloroforme : pratiquement insoluble
a’’ +19.0° (C =0.86 M dans H>0)
LogP -6.94
Souris : 4600 + 335 mg/kg par voie intraveineuse
DL50 Rats : 4150 £ 370 mg/kg par voie intraveineuse

8 g/kg par voie orale pour les deux

* 3 partir de ChemDraw Proffessional Version 16.0.0.82
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1 : Cltleoline

I.1.5. CITICOLINE, ETAT DE L’ART :

L’évolution de la productivité scientifique a nécessité 1’utilisation de la bibliométrie pour une

mise a jour des travaux publiés dans un cadre précis. Les bases de données et les moteurs de
recherche facilitent la tdche aux scientifiques en leur donnant des résultats ciblés [15,16].
Une recherche bibliographique en utilisant les bases de données Web of Science, Scopus et les
moteurs de recherche spécialisés FirstSearch, PubMed et non spécialisés Google Scholar et
Google sur les méthodes chromatographiques développées pour ’analyse et la séparation de la
citicoline dans les préparations pharmaceutiques et le suivi de sa dégradation forcée a été
réalisée. Elle consiste a rechercher dans la rubrique "Title" les expressions suivantes :
> 1% recherche : C’est la recherche des expressions suivantes : "analysis of citicoline by
HPLC" ou "determination of citicoline by liquid chromatography" .
> 2°m¢recherche : C’est la recherche des expressions suivantes : "hydrophilic interaction
chromatography of citicoline" ou "HILIC of citicoline".
> 3¢ recherche : C’est la recherche des expressions suivantes : "stability indicating
liquid chromatography of citicoline"” ou "degradation of citicoline"
Ces recherches ont été effectuées au début de notre travail et répétées périodiquement jusqu’a
juillet 2017.
Les résultats de la premicre recherche ont abouti a deux publications [17,18] dans des journaux
indexés dans Scopus ou Web of Science et les autres sont dans des journaux en open acces
[19-25].
Dans ces articles, la chromatographie liquide en phase inverse a été utilisée comme technique
de dosage. Une faible rétention (entre 1.8 et 3.5 min) est obtenue avec une phase mobile
composée d’un tres grand pourcentage en partie aqueuse (entre 90 et 100%). Pour augmenter
la rétention, dans la pluparts des articles, une paire d’ions (tétrabutylammonium) est utilisée.
Dans la deuxiéme recherche, il n’y a aucune référence sur la citicoline.
Dans la troisieéme, la pluparts des résultats sont publiés dans des journaux en open acces [26-
31] sauf deux publications [17,18].
L’état de I’art de la citicoline montre I’absence :
» D’une méthode chromatographique adéquate pour I’analyse et la séparation de la

citicoline dans les préparations pharmaceutiques.
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» D’une identification compléte de ses produits de dégradation lors d’une méthode
indicatrice de stabilité (stability indicating method). Des études du pourcentage de

dégradation ou de la présence ou non d’une dégradation sont proposées.
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1.2. HYDROPHILIE
1.2.1. DEFINITION :

Le mot hydrophile est composé de hydro (eau) et phile (aimer). Hydrophile veut dire aimer
(avoir une affinité pour) I'eau, contrairement a hydrophobe (phobe : peur) qui veut dire peur de

'eau. Un composé hydrophile est une substance qui possede une affinité pour 1'eau.

1.2.2. COMMENT DETERMINER LE CARACTERE HYDROPHILE
D'UNE SUBSTANCE :

L’hydrophilie d’une substance est déterminée par le calcul du rapport de ses concentrations a
I’équilibre entre une phase organique et une phase aqueuse dans un systéme hétérogeéne. Le
systeme biphasique le plus couramment utilisé¢ est le n-octanol/eau, mais d’autres solvants
organiques comme le chloroforme, le cyclohexane et le dipelargonate de propyléne glycol
peuvent étre utilisés. Le systéme alcane/eau est considéré par certains auteurs comme le seul
systéme pouvant étre utilisé avec succes en plus du standard n-octanol/eau pour prédire les
coefficients d'absorption, de distribution, de métabolisme, d’excrétion et de toxicit¢ (ADMET)
[1-3].

Ce rapport est appelé le coefficient de partage P et le caractére hydrophile est donné par le
logP,,, (octanol-water partitioning coefficient, le coefficient de partage octanol-eau) ou tout
simplement logP. L’expression du coefficient de partage d'une substance (S) est donnée par la
formule suivante :

concentration du composé dans la phase organique [S]org

concentration du composé dans la phase aqueuse [S]aq

Phase organique — Sorg

Phase aqueuse —— >

Figure 1.2.1 : Partage d’un composé entre deux phases immiscibles

1=
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Plus la concentration du composé est ¢levée dans la phase aqueuse, plus le coefficient de partage
est petit. Dans ce cas le composé est hydrophile. Dans le cas contraire, il aura un caractére
hydrophobe ou lipophile avec logP positif. Nous donnons dans la figure suivante la répartition
du caractere hydrophile/hydrophobe selon logP :
6 -5 -4 3 -2 - 0 1 2 3 4 5 6
—— 1 —1 1+

- Hydrophilie Lipophilie

Figure 1.2.2 : Variation du caractere hydrophile/lipophile en fonction du logP

1 '] »

—> logP

En général, P tend a €tre important pour les composés a structure non polaire étendue comme
les hydrocarbures a longue chaine ou plusieurs cycles et petit pour les composés a groupes
fortement polaires.
Le logP est calculé lorsque la molécule est sous une forme non ionisée (neutre). Cependant, la
majorit¢ des médicaments connus et en particulier ceux possédant un caractére hydrophile
contiennent des groupes ionisables et se retrouvent chargés a un pH donné.
En solution aqueuse, un acide faible est dissocié selon la réaction suivante :

A+ H,0 = A" + H;0"
Cette réaction est caractérisée par une constante d’acidité notée K, :

[A_]aq * [H30+]aq

K, =

[A]aq
pK, = —logK,
Nous pouvons déduire les zones de prédominance de chaque espece en fonction du pH :
pKa -2 pKa pKa +2
| » pH
[A7]aq et [Alaq [A7]aq et [A]aq
[A]aqg »>> [A7]aq avec avec [A7]aq > [Algq
[A]aq > [A_]aq [A_]aq = [A]aq [A_]aq > [A]aq

Figure 1.2.3 : Diagramme de prédominance d’un acide faible

De la méme fagon, une base faible est partiellement dissociée en solution aqueuse selon la

réaction suivante :
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B+ H,0 = BH* + OH™
Cette réaction est caractérisée par une constante de basicité notée K, :
_ [BH]gq * [0H
b [Blag
pK, = —log K,

pPK, + pK, = 14

pKq —2 pKq pK, + 2
| » pH
[BH*]aq €t [Blag [BH*]aq et [Blag
[BH*]aq »> [Blag avec avec [Blag »>» [BH*]4q
[BH*]ag > [Blaq | [BH'lag =[Blag| [Blag > [BH"14q

Figure 1.2.4 : Diagramme de prédominance d’une base faible

Le logP ne décrit correctement que le coefficient de partage des molécules neutres. Il n’est pas
un bon indicateur pour les substances ionisables.

Dans ce cas-1a, nous définissons le rapport de distribution D qui tient compte de toutes les
formes en présence. Le logD est un meilleur descripteur de 1’hydrophilie d'une molécule. Celui-
ci peut étre déterminé d'une manicre similaire a logP mais au lieu d'utiliser de 1'eau, la phase
aqueuse est ajustée a un pH spécifique en utilisant un tampon. Sa formule est donnée par
I’expression suivante :

Y. concentration de toutes les éspéces dans la phase organique

Y. concentration de toutes les éspéces dans la phase aqueuse

Les especes chargées ont plus d’affinité pour la phase aqueuse donc nous négligeons les formes
ioniques dans la phase organique. L’expression du rapport de distribution D en fonction des

concentrations des especes en solution est :

[S]org
[Slag + [$F]aq

D =

La relation entre logP et logD est donnée dans les expressions ci-dessous :

Pour les composés acides :

1

lOgD = lOgP + lOgm
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Sile pH — pK, = 2, le composé se trouve majoritairement dans sa forme ionisée (la forme A~
prédomine), nous obtenons la formule approximative suivante :
logD = logP + pK, — pH
Pour les composés basiques :
1
lOgD = lOgP + logm

Si le pH — pK, < 2, le composé se trouve majoritairement dans sa forme ionisée (la forme
BH™* prédomine), nous obtenons la formule approximative suivante :
logD = logP — pK, + pH
Pour les composés non ionisés :
logD = logP

Pour les composés multichargés, 1’expression est plus complexe car il faut tenir compte des

différentes formes d’ionisation [4].
1.2.3. IMPORTANCE DU CARACTERE HYDROPHILE/LIPOPHILE :

Le coefficient de partage octanol-eau est un parametre largement utilisé pour corréler les effets

biologiques des substances organiques. Il fournit une mesure de la nature hydrophile vs.
hydrophobe d'un composé, ce qui est une considération importante dans l'évaluation de la
toxicité potentielle. Il sert aussi a établir les relations structure-activité (SAR) et prédire les
propriétés pharmacocinétiques. La différence entre le coefficient de partage dans le systéme
n-octanol/eau et alcane/eau (logPocraic) a été largement utilisée pour révéler des liaisons
hydrogéne inter- ou intramoléculaires ou pour prédire la perméation du médicament a travers

les membranes [5-9].
1.2.4. METHODES DE DETERMINATION DE logP :

Plusieurs méthodes sont données dans la littérature pour I’évaluation de P. nous les divisons en

deux catégories :

1.2.4.1. METHODES EXPERIMENTALES :
» Meéthode du flacon agité (Shake-flask).
» Me¢éthodes chromatographiques [10-16].
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1.2.4.2. METHODES PAR PREDICTION :

Ce sont des méthodes théoriques basées sur certaines approches (équation d’Abraham, équation
de Hansch et Leo, méthode de Rekker, la méthode des lipophilies atomiques, potentiel de
lipophilie moléculaire (PLM), modéle de site d'interaction de référence tridimensionnel,
méthode de fonction de base radiale - moindres carrés partiels) et en utilisant 1’outil
informatique, elle sont programmées dans des logiciels ou sur des sites et il suffit de dessiner
la molécule pour obtenir la valeur [17-20].
Nous donnons quelques logiciels et sites internet :

» ACD/ChemSketch de ACD/Labs.
ChemDraw de PerkinElmer.

http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.

http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/cLogP.html.

YV V V VY

https://disco.chemaxon.com/apps/demos/logd/.

> http://146.107.217.178/1ab/alogps/start.html.

Pour plus de détail voir la référence [21].

1.2.5. METHODES D’ANALYSE DES COMPOSES HYDROPHILES :

Les méthodes d’analyses directes telles que les dosages titrimétriques (acide-base, oxydo-
réduction, compléxométrie, précipitation) ou I'UV-Visible peuvent étre utiles dans les deux cas
suivants :

» La technique est spécifique.

» Le produit se trouve a 1’état pur.
Dans le domaine pharmaceutique ou la substance active est présente dans une matrice
(impuretés de synthése, produits de dégradation, placebo), il y a toujours un risque
d’interférence lors de 1’utilisation des méthodes de dosage directes. Les méthodes séparatives
(la chromatographie et I’¢lectrophorese) sont le meilleur choix pour résoudre ce probléme.

1.2.5.1. CHROMATOGRAPHIE :

La chromatographie est une méthode physico-chimique de séparation basée sur les différences
d'affinités des substances a analyser a I'égard de deux phases. L'une d’elles, la phase
stationnaire, est constituée par un lit de matériau fixe ou s’infiltre la deuxiéme phase qui est la

phase mobile.

17


http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/cLogP.html
https://disco.chemaxon.com/apps/demos/logd/
http://146.107.217.178/lab/alogps/start.html

[. PARTIE BIBLIOGRAPHIRUE

2: Hgdropmme

Chaque constituant adopte une vitesse de migration qui lui est propre en fonction de sa solubilité
dans la phase mobile et/ou de son affinité pour la phase stationnaire qui tend a le retenir [22,23].
Sinous classifions les différentes techniques chromatographiques en fonction de 1’état physique
de la phase mobile, la chromatographie en phase gazeuse (CPG) ne peut étre utilisée pour les
composés hyrophiles qui sont solubles dans 1’eau, thermiquement instables et non volatils,
propriétés importantes pour cette technique. Une possibilité pour pouvoir les faire passer en
CPG est de diminuer leur hydrophilie en transformant les fonctions polaires en fonctions
apolaires. Cette transformation appelée la dérivatisation, est une réaction chimique qui doit étre
rapide, micro-quantitative et spécifique pour répondre aux exigences du domaine analytique.
La chromatographie en phase supercritique utilise une phase mobile constituée généralement
de dioxyde de carbone (COz) pressurisé et chauffé au-dela de son point critique. L’ajout d’un
autre modificateur comme le méthanol, 1’isopropanol, les amines a courte chaine, les acides
carboxyliques augmente la polarité de la phase. Cette technique est utilisée pour 1’analyse des
molécules polaires [24-27].

Le troisiéme mode, celui qui utilise une phase mobile liquide peut étre subdivisé en fonction du
caracteére polaire ou apolaire des phases stationnaire et mobile en :

1.2.5.1.1. Phase normale (NPLC) :

Dans ce mode, la nature polaire de la phase stationnaire assure 1’interaction avec le soluté par
rétention mais le caractére apolaire de la phase mobile rend 1’¢lution difficile. Cette technique
présente plusieurs inconvénients :

» L’adsorption irréversible.

» L’insolubilité des composés hydrophiles dans les solvants apolaires.

» L’emploi d’une quantité assez importante de solvants considérés comme toxiques.

» L’incompatibilité avec la spectrométrie de masse (MS) car I’ionisation des molécules

avec ces solvants n’est pas aussi performante qu’avec des solvants plus polaires.

1.2.5.1.2. Phase inverse (RPLC) :

Les composés polaires ne présentent pas d’interactions suffisantes pour entrainer une rétention
sur des colonnes chromatographiques constituées de phases stationnaires apolaires. Ainsi, les
composés polaires sont coélués avec le solvant. Dans certains cas, la dérivatisation est pratiquée

pour obtenir une rétention suffisante sur la colonne chromatographique.
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Nous pouvons aussi jouer sur le pH de la phase mobile pour augmenter la rétention des
composés ionisables (ils seront retenus par la phase stationnaire sous leur forme neutre) en
veillant a la compatibilité de la phase stationnaire avec les conditions retenues.

L’addition dans la phase mobile d’un agent ionique de charge opposée a celle des substances a
analyser comme les alkylsulfonates pour les solutés chargés positivement en solution et les
alkylammoniums pour les solutés chargés négativement en solution peut modifier la rétention.

1.2.5.1.3. Chromatographie d’interaction hydrophilique (HILIC) :

En 1990, A.J. Alpert propose une autre méthode pour séparer les molécules hydrophiles en
utilisant une phase stationnaire polaire €¢luée par une phase mobile hydro-organique : la
chromatographie d’interaction hydrophilique [28]. Le mode HILIC est une technique de
choix pour I’analyse de composés hydrophiles non retenus en RPLC, avec en plus 1’avantage
d’étre compatible avec la spectrométrie de masse. L’utilisation d’une phase stationnaire polaire
favorise I’interaction avec le soluté, cela empéche une élution trop rapide [29-34]. La phase
mobile composée d’une partie aqueuse (de 1’eau pure ou modifiée par des acides, bases, sels et
tampons) [35-41] et une phase organique hydrosoluble majoritaire (plus de 50% V/V) entraine
le composé de la colonne [42-50]. Le solvant organique est le solvant de plus faible force
d’¢lution, donc si nous augmentons sa proportion, la rétention augmente. La force d’¢élution de
la phase mobile est directement proportionnelle a la fraction de la partie aqueuse.

Plusieurs auteurs ont décrit le mécanisme de séparation de cette technique. Selon Alpert, il y a
partage du composé entre la phase mobile et la fine couche d’eau immobilisée sur la surface de
la phase stationnaire [28,42]. C’est le mécanisme prédominant mais d’autres mécanismes ont
¢té proposés par la littérature comme 1’échange d’ions [51,52], la liaison hydrogeéne [42] et
d’autres [39,53-55].

Nous donnons dans la figure suivante un schéma représentatif des principaux mécanismes de

séparation en mode HILIC.
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La colonne chromatographique

N
1" Echange anioniqux
N
+ + +
111
Particule  mmmX fJo+ - =8\ Liaison hydrogéne

de la Phase S Adsorption

Partage

stationnaire

Figure 1.2.5 : Schéma représentatif des principaux mécanismes de séparation en mode HILIC

Depuis ses premieres applications en 1990, le nombre de publications utilisant cette technique

a augmenté dans les différents domaines [56-84]. Ceci est a relier aux différents avantages

qu’elle présente :

>
>
>

Une bonne rétention des composés polaires.

Une grande résolution entre les composés hydrophiles et hydrophobes.

Une faible viscosité de la phase mobile due a la grande quantité en solvant organique
ce qui se traduit par une faible pression permettant ainsi 1’utilisation de débits plus
¢élevés.

Les solvants d’¢lution en SPE, PP et LLE ont une force d’élution plus faible que la
phase mobile de la HILIC, les extraits sont directement injectés sans le passage par
I’évaporation et la reconstitution, ce qui fait gagner beaucoup de temps (plus de 50%)
et éviter la perte de masse.

Une phase mobile volatile compatible avec les détecteurs basés sur le principe
d’évaporation de la phase mobile.

Une phase mobile plus appropriée pour les sources d’ionisation en spectrométrie de

masse.
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Dans [I’histogramme suivant, nous représentons le nombre de publications (articles
scientifiques) obtenues en effectuant une recherche du mot "HILIC" ou "hydrophilic
interaction chromatography' dans la rubrique "Title" dans Web of Science (V5.24) et Scopus

(date d’acces 03/06/17).
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Figure 1.2.6 : Résultats de la recherche dans Web of Science et Scopus

La figure montre que le nombre d’articles scientifiques utilisant la chromatographie
d’interaction hydrophilique a augmenté considérablement a partir de 2008 indiquant que la

technique a eu un grand succes dans le domaine de la chromatographie en phase liquide.

1.2.6. CONCLUSION :

Le caractere hydrophile de la citicoline caractérisée par un logP négatif et les avantages de la

chromatographie d’interaction hyrophilique font de cette technique une méthode de choix pour

I’analyse et la séparation de cette molécule.
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L.3. IMPURETES DANS LES PRODUITS PHARMACEUTIQUES
1.3.1. INTRODUCTION :

Depuis des millénaires, les plantes sont utilisées comme médicaments. A titre d’exemple, les
égyptiens antiques utilisaient I’écorce de saule, a I’origine de 1’aspirine, pour soulager ficvre et
douleurs. L'isolement des premiers principes actifs d'origine végétale dont la morphine et, la
synthese totale de molécules médicamenteuses simples comme I'aspirine datent de la fin du
XIX® siecle. La chimie du XX° siécle conduisit a la découverte de grandes classes de

médicaments : sulfamides, antidépresseurs, neuroleptiques...

Depuis, nous assistons a une diversification des sources des composés a effet thérapeutique de
plus en plus importantes (plantes cultivées et sauvages, organismes microbiens ou marins,

animaux, synthése chimique...).

Durant le processus de fabrication, et quelle que soit la méthode choisie (synthése, extraction,
culture cellulaire ou fermentation), de purification ou de stockage, d’autres composés autre que

la substance active peuvent apparaitre.

1.3.2. DEFINITION D’UNE IMPURETE DANS UN MEDICAMENT :

L’impureté est toute molécule autre que 1’ingrédient pharmaceutique actif (API) qui résiste aux

¢tapes de synthéese, de purification ou de stockage du médicament.

1.3.3. CLASSES DES IMPURETES :

Nous pouvons classer les impuretés en trois catégories :

» Impuretés organiques ou substances apparentées.
» Impuretés inorganiques.

» Les solvants résiduels : aussi connus sous le nom impuretés organiques volatiles (OVIs).

1.3.4. SOURCES DES IMPURETES :
1.3.4.1. PROCESSUS DE FABRICATION :

Toutes les substances indésirables qui se forment durant le processus de fabrication de la
molécule cible (synthése, extraction, purification, fermentation, etc....) et ne sont pas éliminées

sont considérées comme impuretés.
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1.3.4.2. DEGRADATION :

Les produits survenant durant le stockage du médicament sont considérés comme des

impuretés.

1.3.4.3. INTERACTION CONTENANT-CONTENU :

La possibilit¢ d’une réaction des composés du médicament avec ’article de conditionnement

primaire, les tuyaux ou les cuves de fabrication et de stockage ne peut pas étre exclue.

1.3.4.4. CONTAMINANTS :

Les contaminants sont des composés inattendus falsifiant I’ingrédient pharmaceutique actif, par
exemple : I’opérateur (corps, vé€tements, souffle, cheveux...). Cela nécessite des bonnes
pratiques de fabrication. D'autres contaminants pourraient étre, des pulvérisants pour améliorer
I'environnement dans l'usine de fabrication ou des déjections accidentelles de peinture

provenant des murs. Des désinfectants peuvent étre présents [1,2].

1.3.5. POURQUOI RECHERCHER LES IMPURETES ? :

Théoriquement, toutes les impuretés doivent étre éliminées. Pratiquement c'est irréalisable
9

parce I’opération serait difficile et nécessiterait beaucoup de frais. Par contre, nous pouvons les

quantifier.

La toxicité des impuretés peut étre dangereuse. Les effets secondaires pourraient étre remarqués

immédiatement ou sur une période d'utilisation prolongée du médicament.

L’importance donnée a la recherche des impuretés des produits pharmaceutiques est liée a des
considérations de sécurité. Il existe plusieurs exemples ot ces composés ont été la cause d’effets

secondaires importants :

» Un produit de dégradation de la tétracycline, I’épitétracycline anhydre, provoque le
syndrome de Fanconi conduisant a une insuffisance rénale [3,4].

» Des allergies des produits de polymérisation des aminopénicillines ont été observées
[5,6].

» La présence de sulfate de chondroitine sursulfaté dans les échantillons d'héparine a

provoqué des réactions allergiques et plus de 100 déces [7-9].
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» Certaines impuretés présentent des effets génotoxique. Ces molécules peuvent
provoquer des mutations génétiques, des ruptures et/ou des réarrangements
chromosomiques conduisant a des risques significatifs de cancérogénicité ou d'autres
effets toxiques [10].

En 2007, plusieurs lots de viracept (mesylate de néflinavir, un médicament contre le
VIH) ont été retirés du marché en raison des taux élevés de mésylate d'éthyle, un agent

d'alkylation qui peut se lier de maniére covalente a ' ADN et favoriser le risque de cancer

[11].

1.3.6. CONTROLE DES IMPURETES (REGLEMENTATION) :

Les conditions réactionnelles tout le long du processus de fabrication de la matiére premiére

sont ajustées pour réduire les quantités des sous-produits au cours de chaque étape de la
réaction. D'autres options pour réduire ces impuretés sont l'introduction d'étapes
supplémentaires de purification intermédiaire ou finale pour répondre aux spécifications du

produit, aux bonnes pratiques de fabrication ou a d'autres exigences de qualité.

Pour cela, les autorités officiels tels que 1’organisation mondiale de la sante (WHO : World
Health Organisation), le conseil international d'harmonisation des exigences techniques pour
l'enregistrement des médicaments a usage humain (ICH : International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use), 1’agence
européenne des médicaments (EMA : European Medicines Agency), I’agence américaine des
produits alimentaires et médicamenteux (FDA : Food and Drug Administration), la
pharmacopée européenne (EP : Europeen Pharmacopeia), la pharmacopée américaine (USP :
Unitate State Phamacopeia), la pharmacopée britanique (BP : British Pharmacopeia), la
pharmacopée japonaise (JP : Japanese Pharmacopeia)... ont établi des guides et des normes

afin de répondre aux exigences des fabricants, des patients et de I’environnement [12-19].

1.3.7. DEGRADATION FORCEE :
1.3.7.1. DEFINITION :

La dégradation forcée est 1'exposition d'échantillons représentatifs d’un principe actif et/ou un
médicament aux conditions de stress appropriées de la lumiére, de la chaleur, de I'humidité, de

I'hydrolyse et de 'oxydation [2].
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1.3.7.2. POURQUOI FAIRE UNE DEGRADATION FORCEE ?

Les expériences de la dégradation forcée jouent un réle important dans le processus de
développement d’un médicament. Les résultats des ¢tudes de dégradation forcée facilitent le
choix des composants de la formulation du médicament, sa forme galénique, la sélection des

conditions de stockage et d'emballage.

Les échantillons dégradés seraient des échantillons de stabilité en temps réel qui contiennent
tous les produits de dégradation et non pas seulement ceux obtenus dans des conditions
normales de stockage. Il n’est pas réaliste d’attendre toute la durée nécessaire d’une stabilité en

temps réel (2 ans ou plus) pour la mise du médicament sur le marché.

Les travaux de Yang [20] et ses collaborateurs ont montré qu’une exposition du principe actif
a des conditions de température et d’humidité relativement €levées pour une durée de 5 a 12

semaines est équivalente a des conditions de stockage a température ambiante pendant 24 mois.

La chimie pharmaceutique utilise les résultats des études de dégradation forcée qui en plus du
gain du temps, présentent des avantages dans les ¢études pharmacocinétiques,

environnementales, analytiques et toxicologiques [21-23].

Plusieurs études sont a 1’origine des réglementations et méthodes établies pour spécifier les
différentes conditions de dégradation forcée publiées par I'ICH (Q1A(R2) : Stability Testing of
New Drug Substances and Product ; Q1B : Stability Testing : Photostability Testing of New
Drug Substances and Product ; Q1E : Evaluation of Stability Data ; Q3A(R2) : Impurities in
New Drug Substances ; Q3B(R2) : Impurities in New Drug Products ; Q5C : Stability Testing
of Biotechnological/Biological Products ; Q6A : Specification : New Chemical Drug
Substances and Products), la FDA (Guidance for Industries), '’EMEA (Note for Guidance on
In-Use Stability Testing of Human Medicinal Products, Guideline on the Chemistry of New
Active Substances) et I’'USP (1086 : Impureties in Official Articles, 1150 : Pharmaceutical
stability, 1191 : Stability Consideration in Dispensing Practice) [24-26].
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1.3.7.3. METHODE D’IDENTIFICATION ET DE QUANTIFICATION DES
PRODUITS DE DEGRADATION (DPs) :

L'approche conventionnelle d'identification et d'élucidation de la structure des DPs inconnus
implique principalement la séparation. Les DPs sont d'abord séparés par HPLC, UHPLC, CCM,
HPTLC, GC, CE, SFC, CEC ou toute autre technique de séparation pertinente.
Les composés sont généralement détectés par spectrophotométrie UV-Vis. D’autres détecteurs
sont utilisés comme la fluorescence, ELSD (ELSD : Evaporative Light Scattering Detector, le
Détecteur Evaporateur a Diffusion de Lumi¢re DEDL), CAD ou Corona (CAD : Charged
Aerosol Detector, détecteur d’aérosols chargés,), NCD (NCD : Nitrogen Chimiluminescence
Detector, détecteur a chimiluminescence d'azote,). Lors du développement d'une méthode de
séparation des DPs, il est habituel d'utiliser un détecteur UV/PDA (PDA : Photo Diode Array,

détecteurs a barrette de diodes DAD) qui fournit en plus une indication sur la pureté de chaque
pic.

1.3.7.3.1. HPLC/PDA :

Les méthodes chromatographiques sont les techniques les plus utilisées dans les études de
dégradation. L’instabilité thermique des molécules biologiquement actives et la présence dans
leur structure de groupements chromophores font de ’'HPLC la technique de choix. Les
différents modes de la chromatographie en phase liquide par leur puissance ont pris 1’avantage
pour répondre aux exigences posées. L’UV-Vis est le détecteur le plus utilisé dans ce domaine
puisque la plupart des principes actifs ont un groupement chromophore.
L’introduction de détecteurs a barrette de diodes, 1’évolution paralléle des technologies
informatiques associées et les logiciels d’exploitation des donnés ont permis d’étendre le champ

du domaine de I’analyse chimique.

Ces instruments ont I’avantage de donner des informations sur le pic dans un intervalle de
longueur d’onde a un moment donné : le spectre d’absorption. Les composés sont identifiés a
partir de leur temps de rétention ou temps de rétention relatif. Ainsi, un léger écart dans le temps
de rétention peut rendre leur identification difficiles. Dans un tel cas, le PDA peut étre utilisé

pour identifier les constituants par comparaison de leurs spectres d’absorption.

La coélution de deux ou plusieurs molécules est le probléme majeur de I’interprétation des

résultats chromatographiques.
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Le spectre UV obtenu est un spectre total qui ne différencie pas entre les molécules coéluées.
Dans ce cas-1a, I’identification spectrale est insuffisante et elle nécessite une autre étape : la
vérification de la pureté des pics obtenus (Peak purity). Ceci peut étre réalisé en comparant le
spectre UV a différentes positions du pic et/ou établir des spectres dérivés du spectre

d’absorption [21-25,27-29].

1.3.7.3.2. LC-MS :

L’utilisation d’un détecteur UV-Vis a barrette de diodes permet de confirmer la présence des
impuretés et produits de dégradation si ces substances ont des chromophores. Dans le cas
contraire ou les molécules sont transparentes dans cette zone du spectre €électromagnétique,
I’utilisation d’autres détecteurs qui ont la propriét¢ d’étre universels comme 1’indice de
réfraction ou I’ELSD est limitée par leur faible sensibilité. En plus, si la structure est inconnue,
ces appareils n’ont pas la propriété d’élucidation de la structure. Pour cela, un détecteur
possédant une grande sensibilité et la propriété de donner des informations structurales est

recommandé.

Les couplages de la chromatographie avec la spectrométrie de masse ont permis de résoudre
des problémes analytiques complexes. La spectrométrie de masse peut en plus des informations
données par les techniques chromatographiques, renseigner sur la masse moléculaire et la
structure des substances, et de part la sensibilit¢é de ce détecteur résoudre beaucoup de
problémes dans le domaine quantitatif. De ce fait, les méthodes de couplage sont indispensables

pour I’identification des produits de dégradation [21-25,28,30-32].

1.3.7.3.2.1. Principe de la technique :

L’utilisation de cette technique remonte au début du XX°¢ siécle. En 1886, Goldstein découvre
les ions positifs. Les travaux de J.J Thomson en 1912 aboutissent aux premiers spectres de
masse de gaz (N2, Oz, CO...), suivis de la mise en évidence d’ions négatifs et d’ions avec

plusieurs charges.

Un spectrométre de masse permet de caractériser des analytes par la mesure des rapports masse

sur charge (m/z) des molécules ionisées et de leurs fragments.

Un spectrometre de masse contient obligatoirement les trois parties :

» Une source.
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» Un ou plusieurs analyseurs.

> Un détecteur.

L’ionisation est réalisée au niveau de la source, la séparation au niveau de I’analyseur et enfin

les différents ions seront détectés.

1.3.7.3.2.2. Source d'ionisation :

L’échantillon peut étre introduit directement dans la source, sous forme liquide (infusion
directe) ou solide (canne d’introduction directe, dépot sur plaque ...) ou encore par I'association

avec une méthode séparative (chromatographie ou ¢€lectrophorése capillaire).

Le role de la source est de vaporiser les molécules et de les ioniser. Il en existe plusieurs, elles
sont classées en sources dures et en sources douces. Le choix se fait en fonction du résultat
recherché et des molécules analysées. Les principales sources d’ionisation sont les suivantes :
» L'ionisation électronique (EI).
» L'ionisation chimique (CI).
» Le bombardement par atomes rapides (FAB), par atomes métastables (MAB) ou par
ions (SIMS, LSIMS).
Plasma a couplage inductif (ICP).
L'ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI).
La photo-ionisation a pression atmosphérique (APPI).

L'électronébulisation ou électrospray (ESI).

YV V V V VY

L'ionisation-désorption laser assistée par matrice (MALDI), activée par une surface

(SELDI) ou sur silicium (DIOS).

1.3.7.3.2.3. Analyseur :

Il permet de séparer les ions en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Il existe des
analyseurs a basse résolution : le quadripdle (Q), le piege a ions 3D (IT) ou linéaire (LIT),
et des analyseurs a haute résolution qui permettent de mesurer la masse exacte des analytes :
le secteur magnétique couplé a un secteur électrique (M), le temps de vol (TOF), la résonance

cyclotronique ionique a transformée de Fourier (FTICR) et 1'Orbitrap.

Les principales caractéristiques d’un analyseur sont :

» Laprécision en masse : Elle exprime la justesse des rapports m/z mesurés.
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» La résolution : Elle est définie par m/Am, avec m la masse de la molécule et Am la
largeur du pic a mi-hauteur.

» La vitesse d’analyse ou vitesse de balayage dans le cas du quadripéle : Elle correspond
au domaine de masse mesur¢ par unité de temps.

» La limite en masse : Ce sont les valeurs minimale et maximale des rapports m/z qui

peuvent étre analysés.

Les analyseurs fonctionnent sous vide poussé pour permettre aux ions formés d’arriver au

détecteur.

1.3.7.3.2.4. Détecteur et systeme de traitement :

Le détecteur transforme les ions en signal électrique. Plus les ions sont nombreux, plus le
courant est important. De plus, il amplifie le signal obtenu pour qu'il puisse étre traité
informatiquement. Les principaux détecteurs sont :

» Les multiplicateur d’électrons.

» Les détecteurs a microcannaux.

» Les muliplicateur de photons.

1.3.7.3.2.5. Resultat :

Le résultat obtenu est un spectre de masse, I’intensité du signal ou I’abondance en ordonné et
le rapport masse sur charge en abscisse. Les ions observés par spectrométrie de masse

dépendent de la source utilisée.

Selon le potentiel d’ionisation, nous pouvons classer les ions formés en :

» lons stables : Qui ne se décomposent pas et forment I’ion moléculaire.
» lons instables : Qui se décomposent rapidement pour donner des fragments.
» lons métastables : Ils ne se décomposent pas dans la source mais peuvent I’étre en

chemin vers le détecteur [33-35].

1.3.7.3.3. LC-ESI/TOF :

Nous avons vu dans le chapitre des méthodes de séparation des molécules hydrophiles que la
technique de choix est une méthode chromatographique en phase liquide (HILIC).

A partir de ¢a, nous devrons choisir un systéme de couplage compatible.
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Nous donnons dans le tableau suivant les différentes compatibilités entre les différentes parties

d’un couplage LC/MS.

Tableau 1.3.1 : Compatibilité entre la source d’ionisation, I’analyseur, "HPLC et la polarité du composé

Polarité de Source Limite du Limite de Analyseur
1a molécule d’ionisation débit masse
Elevee ESI 30 nl/min — 1 ml/min | <200 kDa | Q, M, TOF
APCI, APPI 0.2 - 2 ml/min <1 kDa Q.M
Moyenne
FAB 1 - 10 pl/min <10 kDa Q.M

D’apres le tableau précédent, la source d’ionisation préconisée pour les composés polaires est

I'ESI. Les analyseurs compatibles sont le quadripdle, le secteur magnétique et le TOF.

Nous donnons dans le tableau suivant quelques caractéristiques des analyseurs compatibles

avec la source d'ionisation ESI.

Tableau 1.3.2 : Quelques caractéristiques des analyseurs quadripéle (Q), secteur magnétique (M) et le temps
de vol (TOF)

Analyseur Résolution Précision Sensibilité Vitesse Limite
de analyseur | de la masse d’analyse | de masse
Q Faible-moyenne Faible Elevée Moyenne Faible
M Tres ¢élevée Tres élevée Elevée Faible Moyenne
TOF Elevée Elevée Elevée Elevée Elevée

Pour mener a bien I’identification des produits de dégradation, nous avons utilisé un couplage

LC/MS avec une source ESI et un analyseur TOF [35-39].

1.3.7.3.3.1. Ionisation par électro-nébulisation (ESI) :

Yamashita et Fenn en 1984 ont décrit le couplage entre une source ESI et un spectrométre de
masse. En 2002, Fenn obtient le prix Nobel de chimie sur le développement des méthodes

d’ionisation douces pour les macromolécules biologiques.
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L’ionisation par €lectro-nébulisation ou I’¢électrospray est une technique d’ionisation a pression
atmosphérique. L’ESI est conseillée pour I’analyse des molécules polaires. Elle est
principalement composée de la sonde ESI et de l'interface API (Atmospheric Pressure
Ionisation).
La formation des ions désolvatés se produit en 3 étapes :
1. Production de gouttelettes chargées grace a I’application d’un potentiel électrique de
I’ordre de quelque milliers de volts.
2. Formation de gouttelettes filles qui possédent une densité de charge supérieure a celle
de la gouttelette mere.
3. Emission d’ions désolvatés en phase gazeuse. Le processus de formation des ions en

phase gazeuse n’est pas encore élucidé, plusieurs théories existent.
Les ions ainsi formés sont transférés vers 1’analyseur par I’intermédiaire de I’interface APL

Cette technique d’ionisation douce ne donne pas de spectre de masse treés fragmenté. Si la
structure de la molécule est inconnue, nous provoquons la fragmentation en augmentant le

potentiel de la source.

L’ESI présente des avantages et des inconvénients :

» Analytes introduits en solution, ce qui favorise le couplage avec la chromatographie
liquide ou I’¢lectrophorese capillaire.
Une source d’ionisation recommandée pour les composés polaires et ioniques.
Ionisation trés douce, ce qui permet de conserver des molécules intactes.

Bonne sensibilité.

Y V V VY

Possibilité de former des ions multichargés, ce qui permet I’analyse de molécules de
trés haute masse moléculaire.
» Le principal inconvénient d’une source ESI est li¢ a la présence d’autres composés et
plus particulierement de sels [33-51].
L.3.7.3.3.2. Temps de vol :

Un analyseur a temps de vol est également appelé «Time-Of-Flight» ou «TOF». Stephens
présenta le concept dans les proceedings de la société américaine de physique et le premier

instrument commercialisé a ét¢ fabriqué par la société Bendix en 1958.
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Son principe est simple, il repose sur les différences de vitesse de vol des ions dans un tube. Au
départ tous les ions recoivent la méme quantité d’énergie cinétique par 1’application d’une
différence de potentiel qui les pousse vers le détecteur sans 1’application d’un champ électrique
ni magnétique sur le parcours. Hors les ions n’ont pas les mémes rapports masse sur charge
(m/z), ce qui entraine une différence d’accélération et une différence de temps d’arrivée au
détecteur. Le temps de vol des ions permet de mesurer le rapport m/z de chacun selon 1’équation

suivante :
m _ 2eV ,
7z

Avec :

m : La masse de I’ion

z : Le nombre de charge

e : La charge élémentaire

V : Le potentiel

L : Distance de vol

t : Temps de vol

Cette équation montre que le rapport masse sur charge est proportionnelle au carré du temps de

vol. Plus I’ion est léger, plus le temps nécessaire pour arriver au détecteur est court [33-37].

Pour un parcours lin€aire, la résolution de I’appareil dépend de la longueur du tube de vol, plus
celui-ci est long, meilleure est la résolution. Hors, le tube ne peut pas étre allongé de fagon
exagérée (1 a 3 metre en pratique). Deux méthodes pour améliorer les performances [33-35,
52-60] :

» Lapremiére est I’extraction retardée (Delayed extraction).

» La deuxiéme est le réflectron ou le miroir électrostatique.

1.3.7.3.4. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

La puissance du couplage LC-MS équipé d’une source d’ionisation douce et d’un analyseur de
haute résolution permet de donner la masse moléculaire d’une substance a condition que les
parametres chromatographiques, en particulier la séparation représentée par la résolution entre

les différents constituants du mélange, soient optimisés.
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En jouant sur les potentiels d’ionisation nous pouvons revenir a la structure de la molécule en

regroupant les différents fragments obtenus.

La structure proposée a partir de la spectrométrie de masse n’est pas toujours précise surtout
dans le cas des isomeres et des stéréo-isomeéres ou la distinction est impossible.
Pour cela, la structure doit étre vérifiée par une autre technique comme la Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN). Le point fort de cette technique est d’apporter des informations
précises et individuelles sur un grand nombre de noyaux et de donner leurs environnements qui
peut servir a identifier les liaisons entre les groupements, sans besoin d’avoir un étalon du

compos¢ inconnu [28,29,61,62].

1.3.7.3.4.1. Principe de la technique :

Les travaux du physicien 1. Rabi sur le moment magnétique du noyau (prix Nobel de physique
en 1944) sont a I’origine de la RMN. Richard Ernst a obtenu le prix Nobel de chimie en 1991
pour la mise au point de la spectroscopie RMN impulsionnelle. Dans le domaine de la
biochimie, le prix Nobel 2002 a été attribué a K. Wiithrich pour ses travaux concernant la

structure tridimensionnelle des macromolécules.

La RMN est une technique qui met en jeu I’interaction de radiations électromagnétiques avec

un ensemble de noyaux placés dans un champ magnétique (Bo) intense et uniforme.

En I’absence de champ magnétique externe, les moments de spin des noyaux d’un échantillon
sont distribués uniformément (ils pointent dans n’importe quelle direction). Le moment
magnétique total d’un échantillon est donc nul. En présence du champ, le spin tourne autour de
I’axe de Bo a une vitesse angulaire mo. IIs prennent par rapport a celui-ci certaines orientations
bien définies auxquelles correspondent des niveaux d’énergie distincts. Une résonance

nucléaire est la transition entre ces états, par absorption ou €émission d'énergie.

Les noyaux qui peuvent résonner sont ceux dont le moment de spin est non nul, c’est-a-dire

(I#0) comme 'H, 13C, '°F, 3'P.. etc.

Un spectrométre RMN est composé entre autre d’un aimant et une source de radiofréquence.
Les résultats obtenus sont un spectre se présentant sous forme d’un ensemble de pics dont un

est un signal caractérisant un noyau.
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La différence dans les champs crée par les environnements sur le méme type de noyau conduit

a des fréquences de résonance différente.

La position d'un signal dans un spectre RMN est décrite par sa distance d'un autre signal de
résonance arbitrairement pris comme référence. Cette distance est appelée déplacement
chimique (J) et est exprimée en parties par million (ppm). Elle caractérise le type de noyau en
fonction de son environnement nucléaire et électronique dans la molécule. Le couplage entre
deux noyaux peut étre décrit en termes de constante de couplage spin-spin (J en hertz) qui est
la séparation entre les pics individuels du multiplet. Lorsque deux noyaux interagissent et
provoquent un fractionnement réciproque, les constantes de couplage mesurées dans les deux

multiplets résultantes sont égales. De plus, J est indépendant de la force du champ magnétique.

L13.7.3.4.2. RMN 'H et 3C :

Nous avons utilisé, pour mener a bien notre travail, la RMN du proton ('H) qui donne des
informations sur la répartition des atomes d’hydrogeéne dans la molécule et la RMN du carbone
(*3C) qui nous informe sur I’enchainement de la chaine carbonée et 1'état d'hybridation des

atomes de carbones.

Avec les nouveaux développements de la RMN du '3C et en particulier la RMN multi-
impulsionnelle, il est possible d’obtenir des spectres qui permettent de différencier les quatre
types de carbones : quaternaire (>C<), tertiaire (>CH—), secondaire (>CH>) et primaire (—CH3).
Nous citons le mode DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) et

APT (Attached Proton Test) [63-66].
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(. PARTIE EXPERIMENTALE

Apparetllages, réactifs et méthodologles

II. APPAREILLAGES, REACTIFS ET METHODOLOGIES

II.1. METHODE DE DOSAGE DE ROUTINE :
I1.1.1. APPAREILLAGE :

Le systéme chromatographique est composé d’une pompe quaternaire 600E Controller (Waters,
USA), un dégazeur en ligne Supelco Mobile Phase Degassing System (Supelco, USA), un
injecteur Rheodyne 77251 (Rheodyne, USA) muni d’une boucle de 20 pL et un détecteur a
barrette de diode PDA996 (Waters, USA). La colonne utilisée est une Atlantis HILIC Silica
4.6 mm X 50 mm, 3 pm (Waters, USA). Elle a été thermostatée dans un four Waters
Temperature Control Module (Waters, USA). Les chromatogrammes sont enregistrés sur un
ordinateur en utilisant un logiciel Empower Pro build 2154 (Waters, USA). Les mesures de pH
ont été réalisées avec un pH-métre HANNA pH 211 (HANNA instruments, Italie) et les pesées
sur une balance Kern ABS (Kern, Allemagne). Un ultrason Branson (Branson Ultrasonics,
USA) a été utilisé pour le dégazage de la phase mobile.

IL.1.2. REACTIFS :

L’eau ultrapure (18 MQ.cm) est obtenue d’un systéme Direct-Q3 (Millipore, USA), I’acide

formique (min 98%), le formiate d’ammonium (> 99%), I’ammoniaque (32%) de Prolabo
(VWR, France). La citicoline sodique (> 99.0%), le sorbitol non cristallisable (70.0%), le
glycérol (85.0%), l'acide citrique (99.8%), la saccharine sodique (99.9%), le sorbate de
potassium (100.3%), le parahydroxybenzote de méthyle (101.0%), le parahydroxybenzote de
propyle (100.9%), le citrate de sodium (99.7%) et I’acétonitrile (HPLC grade) de Sigma Aldrich
(Sigma Aldrich, USA). Somazina solution buvable (Citicoline 100 mg/mL) a été achetée d'une
pharmacie locale.

11.1.3. CONDITIONS CHROMATOGRAPHIQUES :

Colonne : Atlantis HILIC Silica 4.6 mm X 50 mm, 3 pm

Phase mobile : 70/30 V/V acétonitrile/tampon
Débit : 0.5 ml/min

Détection : UV a 270 nm

Température : 30°C

Volume injecté : 20 pL

45



(l. PARTIE EXPERIMENTALE

Apparetllages, véactifs et méthodologles

11.1.4. PREPARATION DES SOLUTIONS :
11.1.4.1. Solvant de dilution :

Le solvant de dilution est composé d’un mélange d’acétonitrile et d’eau dans les proportions
70/30 V/V respectivement.
I1.1.4.2. Phase mobile :

La phase mobile est composée d’un mélange volume a volume de 70% d’acétonitrile et 30%
de tampon composé d’une solution a 20 mM d’acide formique ajustée a pH = 3 par
I’ammoniaque. La phase mobile a été dégazifice et filtrée a travers une membrane de 0,45 pum.
11.1.4.3. Validation de la méthode :

11.1.4.3.1. Spécificité :

La solution du placebo est composée de tous les excipients dans les quantités suivantes : sorbitol
non cristallisable 20 g, glycérol 5 g, acide citrique 0.1 g, saccharine sodique 0.02 g, sorbate de
potassium 0.14 g, parahydroxybenzote de méthyle 0.16 g, parahydroxybenzote de propyle 0.04
g, citrate de sodium 0.6 g. Ces constituants sont dissouts dans 1’eau purifiée dont le volume
total est de 100 ml. La solution de la citicoline est préparée dans le solvant de dilution.

11.1.4.3.2. Linéarité de la matiére premiere :

100 ml de chaque solution (100, 150, 200, 250 et 300 pg/ml) ont été préparés dans le solvant
de dilution en dissolvant la quantité nécessaire de la citicoline.

11.1.4.3.3. Linéarité de la formulation :

Cinq formulations de 10 ml ont été préparées en ajoutant la quantité nécessaire du principe actif
au placebo pour avoir les concentrations de 50, 75, 100, 125 et 150 mg/ml.

2.5 ml de chaque solution sont prélevés et dilués a 25 ml suivi d’une autre dilution de 2 ml dans
100 ml par le méme solvant. Les concentrations de ces dernieres solutions sont dans la gamme
100-300 pg/ml.

11.1.4.3.4. Fidélité :

Trois solutions ont été préparées par deux manipulateurs en deux jours successifs, la
concentration finale en citicoline 200 pg/ml est obtenue par une dilution de 10 fois du
médicament (2.5 ml dans 25 ml) suivie par une autre dilution de 50 fois (2 ml dans 100 ml).

11.1.4.3.5. Dosage du produit fini :

La solution étalon est préparée en dissolvant 20 mg de citicoline dans 100 ml de diluant. La

solution essai est préparée selon la méthode décrite dans la fidélité.
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I1.2. DEGRADATION FORCEE :
11.2.1. APPAREILLAGE :

En plus de I’appareillage cité dans I1.1.1, on rajoute une é¢tuve UM100, un bain maric WB
Waterbath (Memmert, Allemagne) et une lampe mercure a haute pression SO0W, 2000 Im
(OSRAM, Allemagne).

I1.2.2. REACTIFS :

En plus des réactifs utilisés dans la partie 11.1.2 on rajoute NaOH (= 98%), HCI1 (37%) et I’eau
oxygénée 30% (Sigma Aldrich, USA).

I11.2.3. DEGRADATION DE LA CITICOLINE :

11.2.3.1. Hydrolyse neutre :

Une solution de citicoline a 1 mg/ml est préparée dans I’eau et chauffée a 60°C.

11.2.3.2. Hydrolyse acide :

La dégradation acide est réalisée en mélangeant 1 ml d'une solution de citicoline a 2 mg/ml
avec 1 ml d'une solution d’acide chlorhydrique 0.1 M. Le mélange est chauffé¢ a 60°C.

11.2.3.3. Hydrolyse basique :

La dégradation basique est réalisée en mélangeant 1 ml d'une solution de citicoline a 2 mg/ml
avec 1 ml d'une solution de soude 0.1 M. Le mélange est chauffé a 60°C.

11.2.3.4. Dégradation oxydative :

La dégradation oxydative est réalisée en mélangeant 1 ml d'une solution de citicoline a 2 mg/ml
avec 1 ml d'une solution de I'eau oxygénée 3% et 30%. Le mélange est chauffé a 60°C.

11.2.3.5. Photodégradation :

La photolyse est réalisée en exposant une solution de citicoline a 1 mg/ml aux radiations UV a
25°C.
11.2.3.6. Dégradation thermique :

La poudre est chauffée a 80°C.
11.2.4. CONDITIONS CHROMATOGRAPHIQUES :

Les solutions de dégradation ont été analysées par la méme technique de dosage de routine.

Pour la dégradation oxydative, une longueur d’onde de 300 nm est utilisée.

IL.3. IDENTIFICATION DES PRODUITS DE DEGRADATION :
I1.3.1. LC-MS :

11.3.1.1. Appareillage :
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Un chromatographe Ultimate 3000 (Dionex, USA) couplé a un analyseur MicroTof Q II
(Briiker Daltonics, Germany).

11.3.1.2. Réactifs :

Les mémes produits chimiques que ceux cités en I1.1.2.

11.3.1.3. Conditions chromatographiques :

Les solutions de dégradation ont été filtrées, diluées 50 fois et analysées dans les mémes
conditions chromatographiques avec un détecteur spectrometre de masse :

Source d’ionisation :

Type de source : ESI

Parameétres de la source :

Polarité : Positive

Voltage du capillaire : 4000 V

Gaz nébuliseur : Azote

Pression du gaz : 4.7.10° Pa

Gaz de séchage : Azote

Température du gaz de séchage : 300 °C
Débit : 12.0 L/min

Analyseur :

Type d’analyseur : Temps de vol (TOF)
Cellule de collision : RF 150.0 Vpp
Gamme de m/z : de 50 4 800 Da

11.3.2. HPLC SEMI-PREPARATIVE :
11.3.2.1. Appareillage :

Le méme systéme chromatographique est utilisé sauf que la colonne est une pBondapak C18
7.8 X 300 mm, 10 pm (Waters, USA).

11.3.2.2. Réactifs :

L’eau ultrapure (18 MQ.cm) est obtenue d’un systeme Direct-Q3 (Millipore, USA) et le
méthanol (HPLC grade) de Sigma Aldrich (USA).

11.3.2.3. Conditions chromatographiques :
Colonne : pBondapak C18 7.8 X 300 mm, 10 pm
Phase mobile : 90/10 V/V méthanol/eau
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Débit : 1 ml/min
Détection : 300 nm
Température : 30°C
Volume injecté : 500 pL

11.3.2.4. Récupération des produits de dégradation :

Apres plusieurs récupérations, la solution obtenue a été évaporée sous azote assisté par un léger
chauffage a 50°C.

I1.3.3. VALIDATION DE LA METHODE (CITICOLINE EN PRESENCE DE SES
PRODUITS DE DEGRADATION) :

Les conditions chromatographique sont les mémes que celles utilisées dans la méthode de
dosage de routine.

I1.3.3.1. Spécificité :

Un mélange composé des solutions de la citicoline et de ses produits de dégradation est préparé
dans le solvant de dilution.

11.3.3.2. Linéarité :

10 ml de solution de chaque composé a 10 pg/ml ont été préparés a partir des solutions méres
a 500 pg/ml et utilisés pour préparer la gamme d’étalonnage (10 ml) entre 1 et 4 pg/ml.

11.3.3.3. Fidélité :

Deux manipulateurs, dans deux jours successifs et chacun dans un jour, préparent 10 ml de
solution de référence comme indiquée dans la linéarité.

11.3.4. RMIN :

11.3.4.1. Appareillage :

Un spectrometre Bruker 800 MHz (Briiker, France).

11.3.4.2. Réactifs :
Le TMS (99.9%) et I’eau deutérée (99.8%) sont obtenus de Sigma Aldrich (USA).

11.3.4.3. Préparation des solutions :

Les solutions de la citicoline et de ses produits de dégradation ont été¢ préparées dans 1’eau

deutérée avec une concentration de 1 mg/ml.
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I11.1. IDENTIFICATION DES PRODUITS DE DEGRADATION :

Les ¢études de stabilité constituent un élément clé lors du développement et de I'approbation de
nouvelles substances pharmaceutiques. Dans cette étude, les influences de la température, de la
lumicre, du pH et des agents oxydants sur la substance active (¢tude de dégradation forcée) sont

étudiées.

Ces tests permettent de recueillir les premiéres informations sur le profil de stabilité¢ de la
substance active. Les résultats de chaque stress sont analysés par une technique séparative.
L’identification de chaque produit de dégradation nécessite I’utilisation de techniques
performantes. Les résultats obtenus sont synthétisés dans un profil de stabilité de la substance

active puis sont utilisés lors du développement galénique.
IIL.1.1. NOMBRE DE COMPOSES DE DEGRADATION :

En exposant la citicoline aux différentes conditions de dégradation forcée, nous avons remarqué

I’apparition d’un seul pic dans le chromatogramme de chaque stress a la longueur d’onde de
270 nm (2 300 nm pour I’oxydation).
— Les attaques neutre, acide et photolytique donnent un compos¢ ayant un temps de
rétention de 3.84 min.
— L’hydrolyse basique conduit a un produit de dégradation avec un temps de rétention de
8.93 min.

— L’oxydation géneére un produit ¢lu¢ en 8.30 min.

Les chromatogrammes sont regroupés dans la figure suivante :
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Figure II1.1.1 : Chromatogrammes des solutions dégradées, (a) photolyse ; (b) hydrolyse acide
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Figure II1.1.1 (suite) : Chromatogrammes des solutions dégradées, (c) hydrolyse basique ; (d) 3% H20:;
(e) 30% H20:; (f) hydrolyse neutre

L’existence d’un seul pic autre que celui du principe actif dans chaque chromatogramme
n’exclut pas deux problémes :

a) La présence d’autres composés qui n’absorbent pas a cette longueur d’onde.

b) La coélution de plusieurs composés.
Pour vérifier I’absence d’autres pics, un balayage de la longueur d’onde entre 200 et 400 nm a

¢été effectué. Les chromatogrammes 3D obtenus sont représentés dans les figures suivantes :
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Figure II1.1.3 : Chromatogramme 3D de ’hydrolyse acide
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Figure I11.1.4 : Chromatogramme 3D de I’hydrolyse basique
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Figure III.1.5 : Chromatogramme 3D de I’oxydation a 3%
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Figure II1.1.6 : Chromatogramme 3D de I’oxydation a 30%
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Figure II1.1.7 : Chromatogramme 3D de I’hydrolyse neutre
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Les figures montrent 1’absence d’autres pics autres que ceux de la citicoline et son produit de
dégradation. Dans le cas de la dégradation oxydative, le pic & 2 min correspond au stabilisant

de I’eau oxygénée, cela a été confirmé par I’injection d’un blanc (eau oxygénée utilisée pour

I’attaque).

Pour vérifier qu’il n’y a pas de coélution (chaque pic correspond a un seul composé€) nous avons
effectué le test de pureté ou d’homogénéité du pic qui consiste a déterminer 1’angle de pureté

(Purity Angle) et la pureté du seuil (Purity Threshold). Les résultats sont représentés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau II1.1.1 : Résultats de la pureté des pics

Type de dégradation | Purity Angle | Purity Threshold
Photolyse 0,105 0,272
Citicoline Ac.i - 0.0% 0.2
Basique 14,318 59,764
(pic a 14.25 min) Oxydation 3% 0051 0251
Oxydation 30% 0.068 0.250
Hydrolyse neutre 0.376 1.009
Photolyse 1,489 2,989
Pic a 3.84 min Acide 0,165 0,334
Hydrolyse neutre 0.257 0.987
Pic a4 8.93 min Basique 61,022 90,000
Oxydation 3% 0,479 10,320
Pic a 8.30 min Oxydation 30% 0.520 16.141

Pour qu’un pic soit pur il faut que 1’angle de pureté soit inférieur a la pureté du seuil. Les valeurs
du tableau confirment 1’homogénéité de chaque pic. Cela est traduit par des spectres

d’absorption identiques a différentes positions du pic (Spectrum index): début, points

d’inflexion (monté et descente), maximum et fin du pic (figure I11.1.8 a 11) [1-12].
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Figure I11.1.8 : (a) Spectrum index et (b) sa 1% dérivée de la citicoline
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Figure ITL.1.11 : (a) Spectrum index et (b) sa 1¢ dérivée du pic a 8.30 min

Les figures montrent que les spectres d'absorption de chaque composé (spectrum index et les
dérivés) obtenus a différentes positions du pic sont superposables indiquant une homogénéité

du pic.

Nous avons attribué le nom de DPA au produit ayant un temps de rétention de 3.84 min, DPB

a celui élue a 8.93 min et enfin DPC au dernier a 8.30 min.

II1.1.2. LA SPECIFICITE :

Une solution contenant la citicoline avec ses produits de dégradation a été injectée afin de

vérifier I’absence d’interférence. Le chromatogramme obtenu est représenté dans la figure

suivante :
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Figure II1.1.12 : (a) Chromatogramme de la citicoline en présence de ses produits de dégradation

et (b) zoom sur le chromatogramme

59



(I, RESULTATS ET DISCUSSION

1. ldentification des prodults de dégradation

Les résultats des parameétres chromatographiques sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau II1.1.2 : Paramétres chromatographiques :

Composé DPA DPC DPB CIT Norme
Temps de rétention (min) 3.84 8.30 8.93 14.25 NA
Temps de rétention relative 0.27 0.58 0.63 100 NA
(par rapport a CIT)
K’ 4.48 10.83 11.76 20.71 >2
R 5.49 1.68 3.57 >1.5
a 2.42 1.08 1.76 >1.2
N 2801 2683 2904 2790 >2000
As 1.29 1.42 1.47 1.24 0.80 - 1.20

Le parameétre qui permet de confirmer I’absence d’interférence entre les différents produits de
dégradation de la citicoline et en particulier le DPB et DPC est la résolution. Les valeurs
obtenues sont toutes supérieures a 1.5 ce qui montre que le deuxiéme pic commence lorsque le
premier revient a la ligne de base, donc la méthode est spécifique. Les conditions opératoires
utilisées permettent une bonne séparation des quatre produits.

II1.1.3. CONCLUSION :

Dans la dégradation forcée de la citicoline, nous avons identifié¢ la présence de trois produits,

chaque test ayant donné un seul composé. Le DPA correspond au composé obtenu dans le cas
de I’hydrolyse neutre, acide et par photolyse, le DPB au composé obtenu dans la dégradation

basique et DPC pour celui obtenu par oxydation
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. RESULTATS ET DISCUSSION

2. Structures des prodults de dégradation

I11.2. STRUCTURES DES PRODUITS DE DEGRADATION

L’identification des produits de dégradation est 1’étape ultime de cette étude. Nous avons
montré dans la premicre partie de ce chapitre « résultats et discussion » la présence de trois
produits de dégradation nommés DPA, DPB et DPC a la suite de différents stress. Le premier
est obtenu dans le cas de I’hydrolyse neutre et acide et par photolyse. Le second est le résultat
de I’hydrolyse basique et le dernier résulte de 1’oxydation de la citicoline.

Dans cette seconde partie, nous allons essayer de déterminer la structure de chaque composé en

utilisant différentes techniques d’analyse.
I11.2.1. ANALYSE PAR SPECTROPHOTOMETRIE UV :

L’analyse spectrophotométrique dans 1’ultraviolet ne donne pas la structure détaillée des

produits de dégradation mais elle peut en fournir des renseignements par comparaison avec la
molécule de départ.

I11.2.1.1. CITICOLINE :

La citicoline (figure 1.1, page 5) dont le spectre UV est représenté dans la figure ci-dessous,

présente un maximum d’absorption a 277.0 nm.

1,20
277,0
1,00—_
0,80
-
< 0,60—_
0,40

0,20

0,00

LI B N N N BN NN NN NN BN NN BN B H B BN
250,00 300,00 350,00 400,00
nm

Figure II1.2.1 : Spectre UV de la citicoline

D’apres les propriétés d’absorption des rayonnements UV et les spectres représentés dans les
figures ci-dessous, la seule partie de la citicoline qui absorbe a cette longueur d’onde est la

cytosine. Les autres parties de la molécule sont transparentes [1-10].
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Figure II1.2.2 : (a) Structure et (b) spectre UV de la cytosine [9]
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Figure II1.2.3 : (a) Structure et (b) spectre UV de la cytidine [10]
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Figure II1.2.4 : (a) Structure et (b) spectre UV de la cytidine 5’-monophosphate (acide cytidylique) [7]
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I11.2.1.2. PRODUIT DE DEGRADATION A (DPA) :

Le produit de dégradation A, obtenu aprés hydrolyse neutre, acide et par photolyse présente un
maximum a 277.0 nm comme le montre la figure suivante. Son spectre est superposable a celui
de la molécule mére indiquant que la dégradation n’a pas touché 1I’hétérocycle azoté mais le
reste de la molécule. Des modifications telles que 1’alkylation/désalkylation et la
phosphorylation/déphosphorylation entraineront un changement important dans le temps de
rétention en HPLC en mode HILIC mais n'affecteront pas le spectre UV. Le temps de rétention
relatif de DPA (RRT par rapport a la citicoline = 0.27) indique que la citicoline a perdu plusieurs

groupements polaires de la partie transparente [4-8,11,12].

277,0
277,0

369,3

LN N L N I D N NN N B L BN I B BN B
250,00 300,00 350,00
nm

Figure IIL.2.5 : Spectres UV de la citicoline (en rouge) et de DPA (en noir)

I11.2.1.3. PRODUIT DE DEGRADATION B (DPB) :

Le produit de dégradation B, obtenu avec I’hydrolyse basique et dont le spectre UV est
représenté dans la figure suivante présente un maximum a 261.7 nm. Le changement de Amax

par rapport a la CIT indique que la cytosine (partie portant les chromophores) a été modifiée.

264,7277,0

L] L] L] I L] L] L] L] I L] L] L] L] I L] L] L] L]
250,00 300,00 350,00
nm

Figure II1.2.6 : Spectres UV de la citicoline (en rouge) et de DPB (en bleu)
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D’apres la littérature, la cytosine est sensible a 1’attaque basique et elle est transformée en
uracile (voir la partie I11.3.2). Nous avons donc comparé dans un premier temps le spectre UV
de DPB avec celui de I'uracile (figure I11.2.7), de 'uridine (figure II1.2.8) et de 1’uridine

5’-monophosphate (I11.2.9) et nous avons trouvé une similarité [3,5,7,8,11-15].

Uracil
UVAVIS SPECTRUM
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4 e N
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| \
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N o 24F e Y
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Wavelength (nm)
MIST Chemistry WebBook (http://webbook.nist.gov/chemistry)

Figure II1.2.7 : (a) Structure et (b) spectre UV de ’uracile [13]
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Figure II1.2.8 : (a) Structure et (b) spectre UV de ’uridine [14]
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Figure I11.2.9 : (a) Structure et (b) spectre UV de ’uridine 5’°-monophosphate (acide uridylique) [7]
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I11.2.1.4. PRODUIT DE DEGRADATION C (DPC) :

Le produit de dégradation C résultat d’une attaque oxydative et dont le spectre UV est donné
sur la figure suivante présente un maximum a 299.5 nm indiquant que la dégradation a modifié

le chromophore de la citicoline d’une fagon différente de celle qui a conduit a DPB.

LI [ I BN B N BN RN B B B B RN BN B
250,00 300,00 350,00
nm

Figure II1.2.10 : Spectres UV de la citicoline (en rouge) et DPC (en vert)

111.2.2. LC-ESI-MS/TOF :

L’utilisation de la spectrométrie de masse avec une source d’ionisation douce ESI et un

analyseur de haute résolution TOF génére des ions pseudo-moléculaires [M+H]" qui servent a
déduire la masse de chaque composé. Le spectre obtenu contient peu de fragments ce qui permet
de les rassembler pour reconstituer la molécule.

I11.2.2.1. CITICOLINE :

Le spectre de masse de la citicoline est représenté dans la figure I11.2.11 :

489.1135

1200004

800004
403.0208

378.0687
40000{  264.0395 \
226.0824

w Ll

200 400 600

(=]

Figure II1.2.11 : Spectre de masse de la citicoline

La citicoline avec une masse exacte de 488.1057 Da donne en mode positif un pic a

m/z =489.1135 Da correspondant a ’ion pseudo-moléculaire [M+H]".
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La fragmentation de la CIT donne les ions aux différentes valeurs de m/z 403.0208, 378.0687,
264.0395 et 226.0824 Da. Les meilleures formules proposées sont CoHisN3Oi P2,
C10H22NO1oP2", CsH1sNO7P2" et CoH12N304" respectivement [16-18].

La figure II1.2.12 représente une proposition des chemins de fragmentation de la citicoline

[19,20] :

Lo 1T
L /NMO/E\O/E\OH

H

Fragment a m/z = 378.0687 Da
Formule chimique : C;gH,,NO;P,"

) | 7

Fragment a m/z = 264.0395 Da
Formule chimique : C5H16N07P2+

H*

CIT
Formule chimique : C;4H;¢N4O (P,
M = 488.1073 Da
Ton : [M+H]*
Formule chimique : C;;H;NO,P,"
m/z = 489,1135 Da

N b
— -
NH, - -
NH
| X N 2
,J\ SN
ﬁ ﬁ 1 ° | )\o
o N
o /T\O /T\O
OH OH
H OH
| HO on |
Fragment & m/z = 403.0208 Da Fragment a m/z = 226.0824 Da
Formule chimique : CoHysN30(,P5~ Formule chimique : CoH;N;0,4"

Figure IIL.2.12 : Proposition des chemins de fragmentation de la citicoline
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I11.2.2.2. DPA :

Le spectre de masse du produit des contraintes neutre, acide et photolytique produisant le DPA
présente un ion pseudo-moléculaire [M + H]" a m/z = 324.0609 Da, donc la masse exacte de ce
compos¢ est de 323.0531 Da. Nous observons aussi un fragment a m/z = 226.0890 Da, ion qui
existe aussi dans le spectre de la citicoline. Sa formule la plus probable proposée est
CoH12N304". La différence de masse entre les deux pics 97,9719 Da correspond a la perte d’un
phosphate H3POs.

En se basant sur les spectres UV et de masse de la CIT et de DPA, La formule la plus probable
de DPA serait CoH14N3OgP [21].

Cette molécule possede le méme spectre d’absorption que la citicoline confirmant la présence
de la base cytosine (voir la partie I11.2.1.2) et 1a perte de plusieurs groupements polaires comme
la choline et le phosphate explique la diminution considérable du temps de rétention.

Le spectre de masse de DPA avec la proposition de sa structure et le chemin de fragmentation

sont représentés dans les figures suivantes :

324.0609
60004

4000

226.0890

20004

0-
200 400 600

Figure II1.2.13 : Spectre de masse de DPA
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- DPA - Fragment a m/z = 226.0890 Da
Formule chimique : CoH 4N;O5P Formule chimique : CyH N30,
M = 323.0534 Da
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Formule chimique : CoH;sN;05P*
m/z = 324.0609 Da

Figure II1.2.14 : Structure et chemin de fragmentation du DPA
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111.2.2.3. DPB :

Le stress basique de la CIT a donné le DPB, son spectre de masse (figure I11.2.15) montre un
ion pseudo-moléculaire [M +H]" a m/z=490.1006 Da. Sa masse est de 489,0928 Da. Le spectre
contient les pics a m/z = 404.0030, 378.0648, 264.0352 et 227.0896 Da.

La comparaison des spectres de masse de la CIT et de DPB nous permet de faire les

constatations suivantes :

i)

Certains des fragments de DPB ont la méme masse que ceux trouvés avec la CIT (264
Da et 378 Da). Ils seront dans la partie commune des 2 molécules.

Le composé DPB contient dans sa structure toute la partie transparente de la citicoline
(le fragment a 378.0648 Da).

La différence entre les poids moléculaire de la CIT et DPB est de un Da. Cela confirme
le résultat de ’'UV indiquant une différence au niveau de 1’hétérocycle azoté.

D’autres fragments de DPB diffeérent d'un Da dans leur masse par rapport a ceux de la
CIT [(226.0824 Da et 403.0208 Da) dans la CIT et (227.0896 Da et 404.0030 Da) dans
DPB]. 1l s’agit des fragments contenant les chromophores. Les formules proposées pour
les fragments de DPB sont CoH;1N20s" et CoH14N2O12P>" respectivement [16-18].

La masse du chromophore du DPB est de 112.0355 Da, celle de la citicoline est
111.0355 Da. selon la régle de ’azote en spectrométrie de masse, une masse paire
indique I’absence ou la présence d’un nombre pair d’atome d’azote. Si la masse est
impaire, cela veut dire un nombre impair d’atome d’azote.

Dans la citicoline, la cytosine (111.0355 Da) possede 3 atomes d’azote. Dans DPB, la

masse est paire, donc nous devons avoir un nombre pair d’atomes d’azote.

En tenant compte de tous ces points, la formule la plus probable de DPB est C14H25N3012P2,

appelée uridine 5'-diphosphate choline [22].

Nous donnons dans les figures ci-dessous le spectre de masse de DPB, la proposition de sa

structure avec les chemins de fragmentation :
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12000
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Figure II1.2.15 : Spectre de masse de DPB
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Figure II1.2.16 : Structure et chemins de fragmentation du DPB

111.2.2.4. DPC :

Le spectre de masse du troisiéme produit de dégradation DPC présente un pic a m/z =376.0531

Da correspondant a ’ion pseudo-moléculaire [M+H]", sa masse est de 375.0453 Da.
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Le spectre de masse présente d'autres pics a m/z = 290.0506 et 264.0385 Da. Ce dernier est un
fragment commun avec la molécule de départ indiquant la présence de cette partie dans la
structure de DPC. Donc ce composé contient dans sa structure la choline avec le diphosphate
plus une autre partie différente de celle de la citicoline et du DPB résultant de I’oxydation de la

cytidine.
La structure proposée pour l'autre fragment est CsHsO10P2" [16-18].

D’apres le spectre UV et la différence de mase entre le fragment et le pic pseudo-moléculaire
et la régle de I’azote en spectrométrie de masse, nous ne pouvons pas trouver le ribose et la
cytosine en méme temps dans la structure de DPC. Cela permet de dire qu’il est plus probable
de trouver le glucide modifiée dans la structure de DPC et qu’elle soit plus proche du fragment

a 378.0648 Da obtenu dans la citicoline et DPB.

D’aprées Pfitzner et Moffatt [23-27] (voir la partie 111.3.3), I’oxydation a lieu dans les alcools

secondaires du ribose en formant une dicétone avec la perte de la base nucléique.

Les figures II1.2.17 et I11.2.18 représentent le spectre de masse, la structure proposée et les

chemins de fragmentation de DPC respectivement.

376.0531

290.0506

264.0385

0-hhiad s paaillae
200 400 G600

Figure II1.2.17 : Spectre de masse de DPC
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Figure II1.2.18 : Structure et chemins de fragmentation de DPC

I11.2.3. RMN 'H et 3C :

Nous avons proposé les structures des DPs dans la partie précédente mais cette proposition
nécessite une confirmation. Pour cela nous avons utilisé la résonance magnétique nucléaire du

proton et du carbone pour affirmer le squelette de ces molécules.

I11.2.3.1. CHROMATOGRAPHIE SEMI-PREPARATIVE :

Afin de confirmer les structures des produits de dégradation, chaque composé a été récupéré
par chromatographie en phase liquide semi-préparative. La solution récupérée est ensuite
concentrée par un flux d’azote et réinjectée pour vérifier qu’elle ne contienne qu’un seul
composé. L’évaporisation du solvant assistée par un léger chauffage a 50°C pour accélérer

I’étape jusqu’a I’obtention d’un résidu est réalisée.

I11.2.3.2. RMN 'H ET *C DE LA CITICOLINE :

La figure II1.2.19 représente 1’attribution des positions des protons et des carbones pour la

citicoline.

Les résultats de la RMN 'H et *C sont données dans la figure 111.2.20 et le tableau I11.2.1.
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Figure II1.2.19 : Attribution des positions des protons (en numéros) et des carbones (en lettres) pour la
citicoline
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Figure I11.2.20 : Spectres RMN 'H, RMN BC et APT de la citicoline

Tableau I11.2.1 : Résultats numérique de la RMN de la citicoline

Nombre de . ve eir
Proton proton Multiplicité | 6 (ppm) | Carbone | & (ppm) APT
1,2,3 9 S 3.18—324 | a,b,c 54.08 | CH; | —
4 2 t 3.68 —3.72 d 6497 | CH; | +
5 2 t 4.35-4.41 e 5997 | CHy | +
6 [ s 6.17 [
7 2 dd 4.16 —4.29 f 66.07 | CHy | +
8 1 ddd 4.07-4.29 g 82.65 CH | -
9 1 dd 4.32 -4.35 h 74.22 CH | —
10 1 s 6.07
11 1 dd 432-435| i | 6744 | CH | — |
12 1 s 5.96
13 1 d 6.09-6.11 j 89.42 CH | -
14 1 d 7.91-17.95 k 147.80 | CH | —
15 1 d 595-6.12 1 99.62 CH | —
2 S 5.97

+: Vers le haut ; — : Vert le bas
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La citicoline donne 14 signaux en RMN 'H. Les neuf protons portés par les trois méthyles des
positions 1, 2 et 3 sont équivalents et donnent un singulet. En position 4 et 5, chaque groupement
CH:; donne un triplet. Ceux de la position 5 sont a c6té d’un atome d’oxygeéne possédant un
effet attracteur, ils sont déblindés et ont des déplacements chimiques plus élevés. En positions
7, les deux protons du CH sont a c6té d’un carbone asymétrique donc ils résonnent par un dd.
Les carbones asymétriques des positions 8, 9, 11 et 13 donnent ddd, dd, dd et d respectivement.
La présence de plusieurs groupements attracteurs au voisinage de la position 13 conduit & un
déblindage et un déplacement plus élevé. L’environnement presque similaire autour des protons
en positions 5, 7, 8, 9 et 11 conduit a des déplacements chimiques trés proches ce qui donne un
massif. Les protons des positions 14 et 15 appartiennent au systéme aromatique, donc ils
résonnent par un doublet dans la zone 6 — 10 ppm. A cause du systéme conjugué, la position 14

possede un certain déficit en charge donc un déplacement plus important.

Pour la RMN '3C, les carbones aliphatiques a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, et j sont liés a des hétéroatomes
et ils résonnent dans la zone 30 — 90 ppm. Plus I’effet attracteur est important plus le
déplacement est ¢levé. Les carbones k et 1 résonnent dans la zone des aromatiques. Comme
pour la RMN du proton, le carbone en position k est plus déblindé. L’imine m résonne vers les

160 ppm et la cétone n vers les 150 ppm.

Le mode APT a donné les carbones secondaires (d, e et f) et quaternaires (m et n) vers le haut

tandis que les primaires (a, b et ¢) et les tertiaires (g, h, i, j, k et 1) sont vers le bas [28-35].

I11.2.3.3. RMN 'H ET 3C DU DPA :

Les spectres UV et de masse de I’impureté A nous ont permis de proposer une structure pour le

DPA. Les résultats de la RMN (spectres et déplacements chimiques) de ce produit sont donnés

ci-dessous.
"HNMR YCNMR PCNMR J-mod
&, 10, 12, 13, 15, 1
) -'r
i. "
J m i
n L ”
14 LRSI 18 11
| “ | IR
| | l
rrro ot L] I T -I. 1 g . : ’ "
2 8 6 4 2 200 150 100 S0 10 200 150 100 50 1D

Figure I11.2.21 : Spectres RMN 'H, RMN 3C et APT du DPA
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Tableau II11.2.2 : Résultats numérique de la RMN de DPA

Nombre . ve eir
Proton de proton Multiplicité | 6 (ppm) | Carbone | 6 (ppm) APT

6 ! s 590 |
7 2 dd 3.98 -4.28 f 6590 | CHx | +
8 1 ddd 4.21 -4.26 g 83.02 | CH | —
9 1 dd 434-4.41 h 74.56 | CH | —
10 1 s 593
11 1 dd 431-436| i | 6788 | CH | — |
12 1 s 5.95
13 1 d 6.04 - 6.09 j 8991 | CH | —
14 1 d 7.93 -8.09 k 146.79 | CH | —
15 1 d 6.01 -6.11 1 9944 | CH | —

1 s 6.07

+: Vers le haut ; — : Vert le bas

Si notre proposition est correcte, la différence entre les spectres RMN de la citicoline et de DPA

se situerait au niveau des protons (1,2,3,4 et 5) et des carbones (a, b, c, d et e).

Nous constatons la présence des tous les signaux de la citicoline des positions 6 2 16 et f A n
dans les mémes zones du spectre. Dans le coté haut du spectre APT, nous confirmons la
présence d’un seul signal correspond au carbone secondaire (f) car les quaternaires (m et n)
résonnent plus loin. En bas, nous remarquons une similarité avec la citicoline sauf I’absence du
signal des méthyles. Cela confirme notre proposition de la structure de DPA avec une formule
CoH14N30s5P. La figure II1.2.22 représente la structure de DPA avec ’attribution des positions

des protons et carbones.
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Figure IIL2.22 : Structure de DPA avec attribution des positions des protons (en numéros) et des
carbones (en lettres)
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Le nom systématique de DPA est (2R, 3R, 4S, 5R) 5-(4-amino -2- oxopyrimidin-1-yl)-3,4-
dihydroxyoxolan-2-yl] méthyl dihydrogénophosphate connu par la cytidine 5’-phosphate ou
I’acide cytidylique [29-31,36-38].

I11.2.3.4. RMN 'H ET *C DU DPB :

Les spectres UV et de masse nous ont permis de proposer une structure pour le DPB. Nous en
avons conclu que la différence avec la citicoline se situait au niveau de I’hétérocycle azoté. Les
résultats de la RMN (figures et déplacements chimiques) nous permettent de faire les

constatations suivantes :

» La comparaison des structures de la CIT et DPB proposée suggere la disparition du
proton 16 et l'apparition du proton 17 dans DPB.
> Le spectre RMN 'H de DPB montre :

v’ Le signal a 11,23 ppm caractérise le proton 17 de I’amide.

v' Le proton 16 n’existe pas.

v Les protons de 1 a 13 ont le méme environnement, donc des déplacements
Voisins.

v La présence du carbonyle en position m dans DPB avec un effet mésomére
attracteur déplace le proton de la position 15 vers les champs faible, donc il sera
plus déblindé.

v’ Le proton de la position 14 est plus déblindé dans la citicoline a cause de I’effet
attracteur de 1’azote, par contre, il est dans un systéeme donneur dans le DPB.

L’examen des spectres RMN 3C de la CIT et DPB (y compris l'option APT) ne révéle aucune
différence remarquable [11,29-31,39-47].
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Figure I11.2.23 : Spectres RMN 'H, RMN 3C et APT du DPB
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Tableau I11.2.3 : Résultats numérique de la RMN de DPB

+: Vers le haut ; — : Vert le bas

La figure suivante représente la structure de DPB avec l'attribution des positions des protons et

carbones.

a

Nombre de . ge eis
Proton proton Multiplicité | 6 (ppm) | Carbone | 6 (ppm) APT
1,2,3 9 s 323-3.76 | a,b,c 54.55 CHs | —
4 2 t 3.40-3.79 d 64.88 CH; | +
5 2 t 4.03 —4.80 e 60.15 CHy | +
6 1 s 6.11
7 2 dd 4.20 -4.23 f 66.02 CHy | +
8 1 ddd 4.25-4.28 g 83.54 CH | -
9 1 dd 4.41-4.44 h 73.98 CH | -
10 1 s 6.15
11 1 dd 4.37-445 i 68.04 CH | -
12 1 s 5.95-6.01
13 1 d 5.88-5.92 j 88.56 CH |-
14 1 d 590-6.11 k 147.77 CH |-
15 1 d 8.01 —8.11 1 99.05 CH |-

| 1

zb/ N\d/*\o/ T\O/ T\O
3 0} OH

oH

HO
10

Figure I11.2.24 : Structure de DPB avec attribution des positions des protons (en numéros) et des carbones

(en lettres)

La formule chimique du DPB est CisH2sN3O12P;> et il est connu sous le nom d’uridine
diphosphate choline. Sa dénomination chimique est le 2-(((((((2R,3R,4S,5R)-5-(2,4-dioxo0-3,4
dihydropyrimidin-1(2H)-yl)  -3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-yl)

méthoxy)  (hydroxy)

phosphoryl) oxy)oxidophosphoryl)oxy) -N,N,N-triméthyléthan-1-aminium.
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I11.2.3.5. RMN 'H ET 3C DU DPC :

Dans la proposition de structure du DPC a partir des spectrs UV et de masse, nous notons la
présence de la choline et du diphosphate. Les résultats de la RMN sont donnés dans la figure
II1.2.25 et le tableau 111.2.4.

HNMR Yenmr YeNMR J-mod

Trof 7o 14 13 afoc.d 'l

Figure II1.2.25 : Spectres RMN 'H, RMN 3C et APT du DPC

Tableau II11.2.4 : Résultats numérique de la RMN de DPC

Nombre c te ey
Proton de proton Multiplicité | 6 (ppm) | Carbone | é (ppm) APT
1,2,3 9 s 323-3.76 | a,b,c 5454 | CH3 | —
4 2 t 3.66 —3.74 d 64.69 | CHy | +
5 2 t 4.41 -4.45 e 60.11 CHy | +
6 ! s 6.10 |
7 2 dd 4.28 —4.36 f 66.61 CHy | +
8 1 dd 4.32 -4.96 g 82.78 CH | -
h

3.85-3.97

+: Vers le haut ; — : Vert le bas

En comparant la formule de la CIT et celle de DPC proposée, et les spectres RMN des 2

produits, nous constatons que :

» Le déplacement chimique du proton 13 qui était de 6,04 ppm dans la CIT se retrouve a
3,85 ppm dans DPC.

» Les protons 9, 10, 11 et 12 n’existent pas dans DPC. Ceci s’explique par la
transformation du tétrahydrofurane-3,4-diol en furane-3,4 (2H, SH)-dione.

» Les protons identiques sont ceux des positions 1 a 8.
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> Les RMN 3C de DPC et de la CIT ont confirmé 1'apparition du cycle furane-3,4 (2H,
5H) -dione. Les déplacements chimiques des carbones notés h, i et j sont a 74.22, 67.44,
89.42 ppm dans la CIT et se retrouvent a 205.33, 200.13 et 71.22 ppm dans le DPC. Ce
sont les 2 carbonyles (h et i) qui expliquent I’absorbance aux environs de 300 nm de
DPC.
» En mode APT, les carbones h, i et j sont des carbones primaires CH (vers le bas) dans
CIT et différents dans DPC (vers le haut, carbone quaternaire pour h et i et CH> pour j).
Ces résultats confirment que la structure proposée pour DPC est correcte [24,29,30].
Nous donnons la structure de DPC avec I’attribution des positions des protons et carbones dans

la figure ci-dessous.

| 1
+ e f
zb/N\\:/s\O/T\O/ T\O N O
3 ] OH
6 0 0

Figure I11.2.26 : Structure de DPC avec attribution des positions des protons (en numéros) et des carbones
(en lettres)

La formule chimique du troisieme produit de dégradation DPC est Ci1oH19NO10P> et son nom
systématique est 2-(((((((R)-3,4-dioxotetrahydrofuran-2-yl)méthoxy)(hydroxy)phosphoryl)
oxy)oxidophosphoryl)oxy)-N,N,N-triméthyléthan-1-aminium.

I11.2.4. CONCLUSION :

La combinaison de la spectroscopie UV, la spectrométrie de masse et la RMN nous a permis

d’attribuer a chaque produit de dégradation sa formule chimique :
— DPA est obtenu dans le cas de I’hydrolyse neutre et acide et par photolyse.
— DPB est le résultat de ’hydrolyse basique.

— DPC résulte de I’oxydation de la citicoline.

Nous donnons dans le tableau suivant quelques informations sur la citicoline et ses produits de

dégradation :
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Tableau II1.2.5 : Quelques informations sur la citicoline et ses produis de dégradation :

Composé | Formule chimique | M (g/mol)® | logP® | LogD (pH=3)®
CIT C14H26N4O11P2 488.3265 -7.11 -5.29
DPA CoH14N30sP 323.1978 -2.92 -4.61
DPB C14H25N3012P2 489.3105 -6.73 -491
DPC C10H19NO10P2 375.2065 -4.87 -3.05

(1) A partir de ChemDraw Proffessional Version 16.0.0.82.
(2) A partir de ChemAxon, https:/chemicalize.com/#/calculation, consulté le 03/02/2018.
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I11.3. MECANISMES REACTIONNELS DE FORMATION DES DPs

I11.3.1. MECANISMES DE FORMATION DU DPA :
I11.3.1.1. MECANISME DE FORMATION DU DPA EN MILIEU NEUTRE :

Le mécanisme de formation du DPA est une addition nucléophile suivie par une décomposition,
similaire a celle effectuée sur un carbonyle. La molécule d’eau (nucléophile) attaque, par les
doublets non liants de I’oxygeéne, le phosphore porteur d'une charge partielle §* (électrophile)

de part la polarisation de la liaison phosphore-oxygene vers ce dernier plus électronégatif.

Trois mécanismes ont été proposés pour expliquer cette réaction, les deux premiers (M1 et M2)
impliquant I’attaque de I’eau sur les phosphores A et B et le troisieme (M3) débute par 1’attaque
de I’eau sur le carbone 2 de la choline. Ces sites d’attaques ont ét¢ confirmés par marquage

isotopique (H,018) [1-17] et sont représentés dans la figure suivante :

Figure II1.3.1 : Les sites d’attaque de la molécule d’eau dans la réaction de I’hydrolyse
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111.3.1.1.1. Mécanisme réactionnel (M1) :

La molécule d’eau attaque le phosphore B (1) qui devient pentavalent avec cinq liaisons simples
(2). Dans cet état, le phosphore est hybridé sp’d et occupe le centre d’un hexaédre bipyramidal
dans lequel le nucléophile et le groupement partant sont alignés et occupent les deux sommets

tandis que les autres groupements restants forment la base triangulaire de la bipyramide.

Aprées un transfert de proton, le phosphore entouré de plusieurs groupements attracteurs (3)

devient instable et une réaction d’¢élimination s'en suit pour former le produit de dégradation A

4.

M1
+
0 \0 o oH, _
1,0 >;/\/O\l|!/0\!|!/O\R . >;/\/0\!|!/0\/]|,<0
0—R
| 0 0 | 0 o
(0] @

P
“ | /A Do—r
0 o)
3
0 -0, 0 HO
\__-OH o]l o \ ot
NF 0|l -ou p _ NI AUNNI
/N/\/ II, + SN0 ——— /T 1|> + SNo—r
| b o o
B (C)] 4

Figure II1.3.2 : Mécanisme réactionnel (M1) de formation du DPA
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111.3.1.1.2. Mécanisme réactionnel (M2) :

Le deuxieme mécanisme implique l'attaque de la molécule d’eau sur le phosphore A (1). Nous
pouvons envisager deux cas, le premier est similaire au mécanisme précédent. Le deuxieme
donne un diphosphate (4) par le départ de la choline qui s’hydrolyse par la suite pour donner
I’acide cytidilique (6).

M2
ol mol |
N NEANONIOL0 N LA
H,0 N P P R Y p
4 _ | | | - | o >N N0
0 0 0 o)
€)) 2
NENO o /" |_ ~NF o /" (|)-
~ ~
- DNt T AP T e e
o) o o)
“4) 3)
.
NN* H,0 “ (0}
N + P P R ——— = R HO|| _OH
P | /ﬁ -0~ I\O/ |\0/ = H0/1|)\O/ + ~p
OH OH O o |
- _0
)] 4) (6)

Figure II1.3.3 : Mécanisme réactionnel (M2) de formation du DPA

111.3.1.1.3. Mécanisme réactionnel (M3) :

Le troisiéme mécanisme implique I'attaque de la molécule d’eau sur le carbone 2 de la choline
(1) pour former la cytidine diphosphate (2) et la choline (5) obtenue aprés déprotonation du
composé (3). Le composé (4) obtenu apres protonation du composé (2) subit une hydrolyse

pour donner le DPA (6).
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M3
D T
N NEAU AN AONI O —— NP+
H,0, N U P p R N P R
o oo 0 0
) 3) 2)
I I Tl’
~* HO OH
N + ~p” + R p R
E TS IR B AR
OH 0 0 9
(6) 5) “)

Figure II1.3.4 : Mécanisme réactionnel (M3) de formation du DPA
V.R. Patel [18] et J.A. Patel [19] et leurs collaborateurs ont obtenu le méme composé.

I11.3.1.2. MECANISME DE FORMATION DU DPA EN MILIEU ACIDE :

En milieu acide, les protons catalysent la réaction en augmentant la réactivité du phosphoryle.
A pH =1, la forme acide de la citicoline est prédominante (1). La protonation de 1’oxygéne du
phosphoryle B implique la formation d'une charge positive sur I'oxygeéne (2) qui va donc attirer
les deux électrons de la double liaison pour se stabiliser (3). Le phosphore devient plus
¢lectrophile est facilement attaquable par la molécule d’eau (4) et forme le produit de
dégradation DPA (5) suite a une attaque nucléophile de I'eau et la rupture de la liaison entre les

deux phosphates.
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0 OH
C
\\+//\\¢/O\Jh/'\”/' H* ::ﬁ//\\//0\¥/ik\%/0\R
_
| (l)H (l)H l @ OH OH
(€))
AN
H,0
\+/\/0\||/ \|< R P A \+/\/O\||/ \|'< ~k
/| | / oH, /| | OH
ogHO + OH
“) 6)]
ﬁ | on ~t o || HO (|)H0
O \VH, \
>+/\/ ~p~ \/ Nk (; /|/\/ | —OH 4 N7 UNR
| |HHO 4\/\ OH (ll
3

Figure II1.3.5 : Mécanisme réactionnel M1 de formation du DPA en milieu acide

Dans le cas ou le phosphoryle A est protoné (5), nous pouvons envisager le mécanisme M2. La
stabilisation du phosphore par effet mésomére donneur de 1'oxygene (6) augmente la réactivité

du carbone 2 de la choline ce qui donne le produit DPA selon le mécanisme M3.

\*/\/O\”/ \”/ ~R

+ OH O
N /\§0§]|)/O\L|/O\R

A | N A | | |
OH OH OH OH
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+ Hﬂi + Hﬂi

o]
OH
OH HO
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g on I

@

Figure I11.3.6 : Mécanismes réactionnels (M2 et M3) de de formation du DPA en milieu acide
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Le méme produit a été obtenu par V.R. Patel [18] et J.A. Patel [19].

I11.3.1.3. MECANISME DE FORMATION DU DPA PAR PHOTOLYSE :

Si la citicoline a formé le composé DPA par photolyse, cela indique qu’une réaction

d’hydrolyse a lieu et le mécanisme est le méme comme décrit dans la partie I111.3.1.1 [20].

I11.3.2. MECANISME DE FORMATION DU DPB :

Le produit de dégradation B est obtenu dans le cas d'une hydrolyse basique et sa formation

implique la transformation de la base nucléique cytosine en uracile.

Cette transformation appelée désamination a été étudiée par Shapiro et al. [21] sur les dérivés
de la cytosine. C’est une addition nucléophile sur la double liaison C5-C6 de la base
pyrimidique. Le nucléophile (1) attaque le carbone en position 6 en raison de sa plus grande
réactivit¢ comme décrit dans la littérature [22] pour former le composé (2). Un équilibre de
tautomérie transforme 1’énamine en imine (3). Cette derniére est attaquée par 1’ion hydroxyde
et son carbone devient hybridé sp? (4). La présence de plusieurs groupements attracteurs portés
par ce carbone facilite la réaction d’¢élimination de I’amine (déamination) pour former une
cétone (5). Le carbone C5 porte un hydrogéne en alpha d’un carbonyle, donc ¢’est un hydrogeéne
labile (acide). La présence d’une fonction alcool en béta du carbonyle favorise une

déshydratation et le cycle uracile est ainsi formé (6).

NH, NH, (NH
NS
GN H,0 N /\
B = L — LT
\\/ N 0 HO N o HO N/ko
e
e

e)) 2) 3)

I

0
/\H H2N<\ 8\].[
NH -H,0 -NH ‘_\
| /& 2 o+ - L 5 T + “om
MTM o HO ML o) HO M]Iw o)

(6) (©)) O]

Figure II1.3.7 : Mécanisme réactionnel de formation du DPB en milieu basique

O.A. Mahmoud et al. ont trouvé le méme composé DPB dans 1’attaque basique [23].
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I11.3.3. MECANISME DE FORMATION DE DPC :

Ce produit est obtenu par le clivage de la liaison glycosidique avec le cycle pyrimidine suivi

par une oxydation des alcools secondaires du ribose pour donner une dicétone.

Dans le cas de la dégradation oxydative par le peroxyde d'hydrogéne, 1'amine et 1'alcool sont
des fonctions oxydables. Les amines primaires, secondaires et aromatiques sont moins
nucléophiles comparativement aux amines tertiaires aliphatiques. Lorsque le doublet non liant

de I’azote est conjugué, sa réactivité diminue considérablement.

Le ribose posseéde des groupements sensibles a I’oxydation : les alcools secondaires. Ces
derniers sont oxydés en cétones [22,24]. Pfitzner et Moffatt [25,26] ont préparé le 2'-céto-3'-
deoxyuridine par oxydation du 3'-deoxyarabinosyluracile. Cette oxydation est suivie par un
clivage de la liaison glycosidique. Nous notons qu'ils ont utilis¢é un nucléoside avec un
2'-désoxyribose et dans notre cas, les deux positions 2' et 3' du ribose portent une fonction
alcool. L’absence d’un autre pic dans le chromatogramme montre que I’hétérocycle azoté a été
totalement détruit par I’eau oxygénée pour donner une molécule d’urée, deux molécules d’acide

formique et une molécule de formamide [27].
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I11.4. VALIDATION DE LA METHODE CHROMATOGRAPHIQUE
111.4.1. VALIDATION :

La validation permet de confirmer que la méthode analytique est fiable pour 1’'usage pour lequel
elle a été développée [1-3].

111.4.2. VALIDATION DE LA METHODE DE DOSAGE DE ROUTINE :
111.4.2.1. SPECIFICITE :

Afin de vérifier I’absence des interférents dus aux constituants du placebo avec le principe actif,
une solution du placebo et une autre du principe actif ont été injectées et leurs

chromatogrammes ont été comparés. Les résultats sont représentés dans la figure I11.4.1.

0,25+ 1,50
0208 o (a) . — (b)
1w : S
4 = 1,00~ -
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Figure II1.4.1 : (a) Chromatogramme du placebo et (b) chromatogramme du principe actif

D’apres ces figures, nous constatons qu’il n’y a aucun pic dans le chromatogramme du placebo
au méme temps que le pic de la citicoline. Cela confirme 1’absence d’interférence et indique
que la méthode est spécifique.

111.4.2.2. LINEARITE :

Cette étape permet de trouver un domaine de concentration dans lequel la variation de la surface
du pic avec la concentration est linéaire, ce qui ramene a dire que S = k * C, avec :

S : Surface du pic

k : Facteur de proportionnalité

C : Concentration de la solution

Dans le domaine étudié (100-300 pg/ml) qui correspond a I’intervalle 50-150% avec des
incréments de 25%, chaque solution a été injectée cing fois et la courbe représentant les surfaces

des pics (S) en fonction des concentrations (C) est représentée dans la figure suivante :
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Figure I11.4.2 : Courbe de la linéarité de la matiére premiere (MP) et de la formulation (Form)

L’analyse de cette courbe (MP) a montré que le carré du coefficient de corrélation est de 0,9998

indiquant une bonne linéarité.

En répétant la méme chose sur une formulation préparée dans le laboratoire (Form), nous avons
trouvé une droite (R? = 0.9999) superposable a la droite précédente indiquant que le placebo
n’interfere pas avec le principe actif. Les équations des deux droites sont les suivantes :

Pour la matiére premiere : § = 41219 « C — 69679

Pour la formulation : § = 40778 * C — 19150

Pour vérifier le modele (régression linéaire simple), nous avons calculé les valeurs des tests
statistiques suivants :

V' Test de Pexistence d’une pente significative (test de Fisher) :

Ce test permet de vérifier si la pente est différente de zéro ou non. Dans le cas positif
(pente # 0), il existe une relation (dépendance) entre les deux variables de la courbe
(concentration et surface du pic). L'intervalle de confiance ne contient pas le 0.

V' Test de validité de la droite de régression (test de Fisher) :

Ce test permet de dire que I'ajustement de la droite de régression est valide ou non.

v" Test sur l'ordonnée a l'origine (test de Student) :

Ce test vérifie si I'ordonné a l'origine est significative (b # 0) ou non significative

(b =0). Si I'hypothese nulle est vraie, l'intervalle de confiance contient le 0.
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v" Test d'homogénéité des variances (test de Cochran) :

Ce test sert a vérifier 'nomogénéité des variances.

Les tableaux suivants regroupent les résultats des tests statistiques :

Tableau I11.4.1 : Tests de Fisher, Student et Cochran

Test I'existence d'une pente

Fincorigue S %o . )
F(eoo.;g:lf’13) Fcarcuts Condition Conclusion
MP : 73137.43 Existence d'une pente
4.67 Feqicuts > Fensorique significative différente de 0
Form : 217305.37 au risque de 5%

Test de validité de la droite de régression

Fthe’orique 5%

F(0.95,3,10) Feaicuts Condition Conclusion
MP:3.71 1'ajustement de la droite de
3.71 Feaicwis < Fensorique | régression est valide au risque
Form:2.33 de 5%

Test sur I'ordonné a 1'origine

tthe’orique 5%

£(0.95,13) Lealcule Condition Conclusion
MP :2.09 L'ordonnée a I'origine n'est pas
2.16 teatcute < teneorique | significative pour un risque de
Form : 1.05 59,

Test d'homogénéité des variances

Cthe’orique 5%

C 2 Condition ;
C(0.95,5,2) calculé Conclusion

MP : 0.61 . |
068 Coatewss < Cencorique Les variances sont homogénes

Form : 0.55 au risque de 5%

Tableau I11.4.2 : Intervalles de confiance

Pente | Intervalle de confiance | Ordonnée a I'origine | Intervalle de confiance
MP | 41219 [40890 — 41548] -69679 [-141671 — 2312]
Form | 40778 [40589 —40967] -19150 [-58459 —20158]

D'aprés ces deux tableaux, nous constatons que les valeurs obtenues sont dans les normes, ce

qui indique que le modele est satisfaisant.
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111.4.2.3. FIDELITE :

La fidélit¢ permet de dire si une méthode analytique peut étre utilisée par n’importe quel
analyste, a n’importe quel jour et a n’importe quel endroit par n’importe quel instrument avec
des erreurs de manipulation trés faibles, ce qui permet d’universaliser la méthode.

Le principe est basé sur le calcul des coefficients de variation RSDs entre deux manipulateurs

dans deux jours successifs.

Les résultats sont donnés dans le tableau suivant :

Tableau I11.4.3 : Résultats de la fidélité
RSD intra jour | 1.96%

RSD inter jour | 1.16%
RSD totale 1.58%

D'apres le tableau, les erreurs expérimentales sont faibles (RSDs < 2%) indiquant que la
méthode est fidéle.
111.4.2.4. EXACTITUDE :

Une méthode peut étre fidele, les valeurs sont trés proches I'une de 1’autre, mais sont-elles
exactes ? Nous devons les comparer avec une valeur de référence, c’est le test de 1’exactitude.
Le résultat obtenu est 99.90 = 0.80 % montre que la méthode développée est exacte.
111.4.2.5. LIMITE DE DETECTION (LOD) ET LIMITE DE QUANTIFICATION
(LOOQ):
Les résultats sont basés sur les relations suivantes :

LOD = 3 = bruit de fond

LOQ =10 = bruit de fond

Des valeurs de 0.03 pg/ml pour LOD et 0.11 pg/ml pour LOQ ont été obtenues.
111.4.2.6. STABILITE DES SOLUTIONS :

Les solutions ont montré une stabilité de 8 jours a 4°C et a température ambiante.

111.4.2.7. DOSAGE DU PRODUIT FINI :

La méthode validée a été utilisée pour doser la citicoline dans une préparation pharmaceutique.

Le tableau suivant donne les résultats de 1’analyse :
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Tableau I11.4.4 : Résultats de dosage de la citicoline dans une préparation pharmaceutique

Analyse 1 Analyse 2 Analyse 3 Moyenne
RSD (%)

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Echantillon 1 101.05 100.99 101.14 101.06 0.07
Echantillon 2 101.06 101.28 101.32 101.22 0.14
Echantillon 3 97.36 96.95 96.39 96.90 0.49
Echantillon 4 99.41 99.89 99.98 99.76 0.31
Echantillon 5 101.37 100.63 101.18 101.06 0.38

La valeur moyenne est de 100.00 = 1.83 mg/ml appartient au domaine [95.00 — 105.00] mg/ml,

donc le produit est conforme.

I11.4.3. VALIDATION DE LA METHODE DE DEGRADATION :

111.4.3.1. SPECIFICITE :

Nous avons démontré dans la partie II1.1.2 que la méthode est spécifique.

111.4.3.2. LINEARITE, FIDELITE, EXACTITUDE, LOD ET LOOQ :

Le tableau suivant regroupe les résultats de la linéarité, la fidélité, 1I’exactitude, LOD et LOQ :

Tableau II1.4.5 : Résultat de la linéarité, la fidélité, I’exactitude, LOD et LOQ

Composé
DPA DPB DPC
Test
C (ng/ml) 1.00 — 4.00
Linéarite | Fauationde | .0 0 - 99 386497  C+ 12 | 94057 * C + 160
la droite
R’ 0.9999 0,9999 0.9999
Fidélité Intra jour 1.88 2.11 1.99
(RSD %) | Inter jour 2.27 1.98 1.77
Exactitude (%) 99.10 + 0.90 99.40 + 1.04 99.00 + 0.64
LOD (ug/ml)* 0.23 0.08 0.17
LOQ (ng/ml)* 0.76 0.28 0.57

* : LOD et LOQ sont calculés a 270 nm pour DPA et DPB et a 300 nm pour DPC.

2
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Le tableau ci-dessus montre de bons résultats pour les trois composés avec des valeurs un peu

¢levées de la fidélité intermédiaire (inter jour : 2.27%) pour DPA et de la répétabilité

(intra jour :

récupérees.

Nous donnons dans le tableau suivant les résultats des tests statistiques pour les courbes de

linéarité de DPA, DPB et DPC.

Tableau I11.4.6 : Résultats des tests statistiques

2.11%) pour DPB. L’explication donnée est la faible quantité d’impuretés

Test I'existence d'une pente

Fthe’orique 5%

DPC : 1082737.85

F(0.95,1,13) F catcuie Condition Conclusion
DPA : 2806753.22 La relation entre la
4.67 DPB : 47517594.26 | F, ;.06 > Feneorique concentration et la surface du

pic est significative au risque

de 5%
Test de validité de la droite de régression
Fiheorique S %
;‘h{‘(;";gu; 10) ’ Fcalcu[é Condition COllclllSion
* "
DPA : 0.99 . -
I'ajustement de la droite de
3.71 DPB : 0.98 Feaicuis < Finéorique | régression est valide au risque
()
DPC : 4.24 de 5%
Test sur I'ordonné a l'origine
tincorique S Ve
thte(‘;)r;? el 3) ° Lealculs Condition Conclusion
DPA : 0.08 L. ..
L'ordonnée a I'origine n'est pas
2.16 DPB : 0.17 teatcute < tthéorique | significative pour un risque de
o
DPC : 0.72 5%
Test d'homogénéité des variances
Cihéorique S Yo
’Z;i;rglgg 2) ° Cialculs Condition Conclusion
* 9~y
DPA : 0.61
0.68 DPB : 0.60 Ceatcuts < Cthéorique Les varlanc.es sont hoomogenes
au risque de 5%
DPC: 0.61
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Tableau I11.4.7 : Intervalles de confiance

Intervalle de Ordonnée a Intervalle de
Pente
confiance I'origine confiance
DPA | 93996 [93875 —94117] 99 [-198 —396]
DPB | 386497 [386375 — 386618] 12 [-285 —308]
DPC | 94057 [93862 — 94252] 160 [318 —638]

I11.4.4. CONCLUSION :

Nous avons mis au point une méthode indicatrice de stabilit¢ de la Citicoline par

chromatographie en phase liquide en mode HILIC.
La technique développée a été validée selon les criteres décrits par I'lCH. Les résultats obtenus

sont satisfaisants en termes de spécificité, linéarité, fidélité, exactitude, LOD et LOQ.
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CONCLUSION GENERALE :

Nous avons propos¢ dans ce travail la mise au point d’une méthode indicatrice de stabilité de

la Citicoline en présence de ses produits de dégradation.
En raison de la forte hydrophilie de la Citicoline, la HPLC en mode HILIC est utilisée avec une
colonne Atlantis HILIC Silica et un détecteur a barrette de diodes. Pour des raisons de
compatibilité avec la spectrométrie de masse, la phase mobile utilisée est composée de 70%
(V/V) d'acétonitrile et 30% (V/V) de 20 mM d'acide formique ajusté a pH=3 par 'ammoniaque.
La Citicoline a été soumise a différents stress :
— Les attaques neutre, acide et photolytique donnent un composé ayant un temps de
rétention de 3.84 min.
— L’hydrolyse basique conduit a un produit de dégradation avec un temps de rétention de
8.93 min.
— L’oxydation géneére un produit ¢lué en 8.30 min.
Pour vérifier qu’il n’y a pas eu de coélution ou de non détection de produits, nous avons réalisé
les spectres 3D et les tests de pureté des pics.
La méthode proposée permet une bonne séparation entre la CIT et les produits de dégradation.
Pour I’identification des produits de dégradation (DPs), nous avons utilisé les résultats de la
HPLC/PDA, la LC/MS-TOF et la RMN 'H et "*C.
++ La comparaison des spectres UV des DPs avec celui de la CIT nous a permis de faire
les remarques suivantes :

e Le spectre du produit DPA est parfaitement superposable avec celui de la CIT,
ce qui prouve que les hydrolyses acide, neutre et la photolyse n’ont pas modifié
la partie portant les chromophores.

e Le temps de rétention de DPA est plus faible que celui de la CIT montrant que
le DPA a perdu plusieurs groupements polaires de la partie transparente

e Le spectre du DPB est différent de celui de la CIT (Amax(CIT)=277.0 nm ;
Amax(DPB)=261.7 nm) indiquant que la partie portant les chromophores a été
modifiée.

e Le produit de dégradation DPC présente un maximum a 299.5 nm indiquant que
la dégradation a modifi¢ le chromophore de la citicoline d’une fagon différente

de celle qui a conduit a DPB.
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+» La LC/MS-TOF nous a amené a proposer les structures des DPs :

e Le spectre de masse de DPA présente un ion pseudo-moleculaire [M + H]"

am/z=324.0609 Da. Sa formule serait CoH14N3OsP, connu sous le nom d'acide
cytidylique ou cytidine-5'-monophosphate.
Cette molécule possede le méme spectre d’absorption que la citicoline
confirmant la présence de la base cytosine et la perte de plusieurs groupements
polaires comme la choline et le phosphate qui explique la diminution
considérable du temps de rétention.

e Le spectre de masse de DPB présente un ion pseudo-moleculaire [M + H]"

a m/z =490.1006 Da.
Certains des fragments de DPB ont la méme masse que ceux trouvés avec la
CIT.
La différence entre les poids moléculaire de la CIT et DPB est de un Da. Cela
confirme le résultat de ’'UV indiquant une différence au niveau de 1’hétérocycle
azote.
Nous avons propos¢ pour le DPB la formule C14H25N3012P2, appelée uridine
diphosphate choline.
e Le spectre de masse du produit de dégradation DPC présente un pic a

m/z =376.0531 Da correspondant a 1’ion pseudo-moléculaire [M+H]+.
Le spectre de masse présente un autre pic a m/z = 264.0385 Da. Celui-ci est un
fragment commun avec la molécule de départ indiquant la présence de cette
partie dans la structure de DPC.
En nous basant sur la littérature, nous avons conclu que 1’oxydation a eu lieu au
niveau des alcools secondaires du ribose pour former une dicétone. La formule
proposée pour DPC est C10Hi9NO1oP2.

Tous ces résultats nous ont permis de proposer les chemins de fragmentation de la citicoline et

de ses produits de dégradation.

% Nous avons utilisé aprés une chromatographie semi-préparative pour isoler les DPs la
RMN 'H et 3C. L’exploitation des spectres RMN a permis de confirmer toutes les

structures proposées.
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e Dans la structure de DPA proposée, les protons numérotés de 1 a 5 ont donné la
différence fondamentale entre DPA et CIT. Ces protons n'existent pas dans
DPA.
e L'examen des spectres RMN 3C de la CIT et de DPB (y compris I'option APT)
ne révele aucune différence remarquable.
e De plus, l'apparition du cycle furane-3,4 (2H, 5H)-dione dans DPC a été
confirmée par RMN !3C.
Les mécanismes réactionnels de formation de chaque produit de dégradation ont été proposés.
La méthode indicatrice de stabilité a été validée et appliquée avec succes au dosage du produit

fini.
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