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I S      s t a n d a r d  i n t e r n e  ( i n t e r n a l  s t a n d a r d )  

I . D .      d i a m è t r e  i n t e r n e  ( i n t e r n a l  d i a m e t e r )  

L I F      l a s e r  i n d u c e d  f l u o r e s c e n c e  

H L M  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  h u m a i n s  ( h u m a n  l i v e r  

m i c r o s o m e s )  

H P L C   c h r o m a t o g r a p h i e  l i q u i d e  à  h a u t e  p e r f o r m a n c e  ( h i g h  

p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y )  

L L E      e x t r a c t i o n  l i q u i d e - l i q u i d e  ( l i q u i d - l i q u i d  e x t r a c t i o n )  

M E C C   é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  é l e c t r o c i n é t i q u e  m i c e l l a i r e  

( m i c e l l a r  e l e c t r o k i n e t i c  c a p i l l a r y  c h r o m a t o g r a p h y )   

M E P H      m é p h é n y t o ï n e  
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M E T      m é t h a d o n e  

M Q       m é t h a q u a l o n e  

M S      S p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  ( m a s s  s p e c t r o m e t r y )  

2 ’ O H - M Q      2 ’ - h y d r o x y - m é t h a q u a l o n e  

3 ’ O H - M Q      3 ’ - h y d r o x y - m é t h a q u a l o n e  

4 ’ O H - M Q      4 ’ - h y d r o x y - m é t h a q u a l o n e  

2 O H - M Q      2 - h y d r o x y - m é t h a q u a l o n e  

6 O H - M Q      6 - h y d r o x y - m é t h a q u a l o n e  

O H P - β - C D     h y d r o x y p r o p y l - β - c y c l o d e x t r i n e  

P M      m é t a b o l i s e u r  l e n t  ( p o o r  m e t a b o l i s e r )  

R S D      d é v i a t i o n  s t a n d a r d  r e l a t i v e  ( r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n )  

S D S      s o d i u m  d o d é c y l  s u l f a t e   

S P E      e x t r a c t i o n  e n  p h a s e  s o l i d e  ( s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n )  

T R I M E B     ( 2 , 3 , 6 - t r i m é t h y l ) - β - c y c l o d e x t r i n e  
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Ré su mé  

 

L e  b u t  d e  c e  t r a v a i l  d e  r e c h e r c h e  a  é t é  d ’ a n a l y s e r  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  l a  

s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  m é t a b o l i s m e  d e  s u b s t a n c e s  m é d i c a m e n t e u s e s  c h i r a l e s  t e l l e s  q u e  l e s  

r o t a m è r e s  e t  l e s  s u l f o x y d e s  ;  c e s  a n a l y s e s  o n t  e u  l i e u  d a n s  d i v e r s  f l u i d e s  c o r p o r e l s ,  m a i s  a u s s i  

a p r è s  i n c u b a t i o n  i n  v i t r o .  L ’ o b j e c t i f  é t a i t  d e  d é t e c t e r  l a  s u b s t a n c e  m è r e  e t / o u  s o n  o u  s e s  

m é t a b o l i t e s  e n  u n e  a n a l y s e  a f i n  d ’ o b t e n i r  l ’ e n s e m b l e  d u  m o t i f  m é t a b o l i q u e .  

 

L e  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  p e u t  ê t r e  s u i v i  g r â c e  à  l ’ i n c u b a t i o n  i n  v i t r o  d ’ u n  p r i n c i p e  a c t i f  à  

l ’ a i d e  d e  p r é p a r a t i o n s  c o n t e n a n t  u n  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  ( C Y P 4 5 0 )  i n d i v i d u e l  h u m a i n  o u  u n  

m é l a n g e  d e  C Y P 4 5 0  p r o v e n a n t  d e  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  h u m a i n s .  L ’ i n c u b a t i o n  d e  l a  

m é p h é n y t o ï n e  ( M E P H )  a v e c  l e  c y t o c h r o m e  C Y P 2 C 1 9  a  p e r m i s  d e  c o n f i r m e r  l e  m é t a b o l i s m e  

h a u t e m e n t  s t é r é o s é l e c t i f  o b s e r v é  i n  v i v o .  C e s  a n a l y s e s  d e  M E P H  o n t  é t é  f a i t e s  à  l ’ a i d e  d ’ u n  

s y s t è m e  d ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  é l e c t r o c i n é t i q u e  m i c e l l a i r e  c h i r a l e  c o m p o s é  d ’ u n e  s o l u t i o n  

d e  p h o s p h a t e / b o r a t e  d e  p H  9  c o n t e n a n t  9 5  m M  d e  d o d é c y l s u l f a t e  d e  s o d i u m ,  à  l a q u e l l e  s o n t  

a j o u t é s  4 0  m M  d e  β - c y c l o d e x t r i n e  e t  8  %  d ’ i s o p r o p a n o l .  L a  m é t h a d o n e  ( M E T )  a ,  q u a n t  à  e l l e ,  

é t é  i n c u b é e  a v e c  d i f f é r e n t s  C Y P 4 5 0 ,  t e l s  q u e  l e  C Y P 3 A 4 ,  l e  C Y P 2 C 9 ,  l e  C Y P 2 C 1 9 ,  l e  

C Y P 2 D 6  e t  l e  C Y P 1 A 2 ,  a i n s i  q u e  l e  m é l a n g e  d e  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s .  L ’ e n z y m e  

p r i n c i p a l e  r e s p o n s a b l e  d e  l a  b i o t r a n s f o r m a t i o n  d e  M E T  e n  2 - é t h y l i d è n e - 1 , 5 - d i m é t h y l - 3 , 3 -

d i p h é n y l p y r r o l i d i n e  ( E D D P )  e s t  l e  C Y P 3 A 4  ;  c e t t e  e n z y m e  n ’ a  p a s  p r é s e n t é  d e  

s t é r é o s é l e c t i v i t é  d a n s  l a  f o r m a t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  d ’ E D D P  p a r  i n c u b a t i o n  d ’ u n e  s o l u t i o n  

r a c é m i q u e  d e  M E T .  L e s  i n c u b a t i o n s  d e  s o l u t i o n  r a c é m i q u e  a v e c  l e s  C Y P 2 C 9 ,  C Y P 2 C 1 9  e t  

C Y P 2 D 6  p e r m e t t e n t  d ’ o b s e r v e r  u n e  f o r m a t i o n  s t é r é o s é l e c t i v e  d ’ E D D P  ;  l e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s  R / S  E D D P  o b t e n u s  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  2 . 7 8 ,  3 . 0 3  e t  0 . 3 9 .  L e  C Y P 1 A 2  n ’ a  

q u a n t  à  l u i  p a s  p r o d u i t  d ’ E D D P  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s .  U n  s y s t è m e  t a m p o n  

d ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  d e  z o n e  c h i r a l e  c o m p o s é  d ’ u n e  s o l u t i o n  d e  p h o s p h a t e  d e  p H  2 . 3  

c o n t e n a n t  2  m M  d e  h e p t a k i s  ( 2 , 6 - d i - O - m é t h y l ) - β - c y c l o d e x t r i n e  e t  d e  1 0  %  d e  m é t h a n o l  a  é t é  

u t i l i s é  p o u r  l ’ a n a l y s e  d e  c e s  é c h a n t i l l o n s .  

 

Q u a n t  a u x  p r o c e s s u s  m é t a b o l i q u e s  i n  v i v o ,  i l s  p e u v e n t  ê t r e  é t u d i é s  p a r  l ’ é c h a n t i l l o n n a g e  d e  

f l u i d e s  c o r p o r e l s  c o m m e  p a r  e x e m p l e  l ’ u r i n e ,  l e  p l a s m a  o u  l a  s a l i v e .  L e  m é t a b o l i s m e  

s t é r é o s é l e c t i f  d e  l a  m é t h a q u a l o n e  ( M Q )  a  p u  ê t r e  é t u d i é  g r â c e  à  l ’ é c h a n t i l l o n n a g e  d ’ u r i n e  p a r  

t r o i s  v o l o n t a i r e s  s a i n s  ( d o n t  l ’ u n  e s t  u n  m é t a b o l i s e u r  l e n t  e t  l e s  d e u x  a u t r e s  d e s  m é t a b o l i s e u r s  
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r a p i d e s  p o u r  l e s  c y t o c h r o m e s  C Y P 2 D 6  e t  C Y P 2 C 1 9 )  a y a n t  i n g é r é  u n e  d o s e  u n i q u e  d e  

T o q u i l o n e  C o m p o s i t u m  ,  c o n t e n a n t  2 5 0  m g  d e  M Q  e t  2 5  m g  d e  d i p h é n h y d r a m i n e  ( D H ) .  L a  

M Q  e s t  r a p i d e m e n t  m é t a b o l i s é e  e n  c i n q  m é t a b o l i t e s  h y d r o x y l é s  p r i n c i p a u x  :  l a  2 ’ - h y d r o x y -

m é t h a q u a l o n e  ( 2 ’ O H - M Q ) ,  l a  3 ’ - h y d r o x y - m é t h a q u a l o n e  ( 3 ’ O H - M Q ) ,  l a  4 ’ - h y d r o x y -

m é t h a q u a l o n e  ( 4 ’ O H - M Q ) ,  l a  2 - h y d r o x y - m é t a q u a l o n e  ( 2 O H - M Q )  e t  l a  6 - h y d r o x y -

m é t h a q u a l o n e  ( 6 O H - M Q ) .  L a  r é s o l u t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  d e  c e s  m é t a b o l i t e s  a  é t é  e f f e c t u é e  

g r â c e  à  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e  à  p H  2 . 1  c o n t e n a n t  5 0  m M  d ’ h y d r o x y p r o p y l - β - c y c l o d e x t r i n e  

c o m m e  s é l e c t e u r  c h i r a l .  L ’ u t i l i s a t i o n  d e  c e  s y s t è m e  t a m p o n  p o u r  l ’ a n a l y s e  d e s  u r i n e s ,  s u i t e  à  

l e u r  e x t r a c t i o n  l i q u i d e - l i q u i d e  ( L L E )  o u  e n  p h a s e  s o l i d e  ( S P E ) ,  a  p e r m i s  d ’ o b t e n i r  l e s  

p r e m i e r s  r é s u l t a t s  r e l a t i f s  à  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q .  L a  4 ’ O H - M Q  e s t  l e  

p r i n c i p a l  m é t a b o l i t e  o b s e r v é  d a n s  l e s  e x t r a i t s  u r i n a i r e s  d e s  t r o i s  v o l o n t a i r e s  ;  l a  d é t e c t i o n  m e t  

p r i n c i p a l e m e n t  e n  é v i d e n c e  l e  d e u x i è m e  é n a n t i o m è r e ,  c e  q u i  d é m o n t r e  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d e  

c e  m é t a b o l i s m e .  E n  o u t r e ,  l e  p o l y m o r p h i s m e  g é n é t i q u e  d e s  C Y P 2 D 6  e t  C Y P 2 C 1 9  n e  s e m b l e  

p a s  a f f e c t e r  l e  m o t i f  m é t a b o l i q u e  o b s e r v é  d a n s  l e s  e x t r a i t s  u r i n a i r e s  d e s  t r o i s  v o l o n t a i r e s .  

L ’ a s p e c t  d e  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q  a  é g a l e m e n t  é t é  é t u d i é  à  l ’ a i d e  

d ’ i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  a v e c  d e s  C Y P 4 5 0  i n d i v i d u e l  a i n s i  q u ’ a v e c  d e s  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  

h u m a i n s .  L ’ i n c u b a t i o n  d e  l a  M Q  a v e c  l e  C Y P 3 A 4  e t  l e s  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  h u m a i n s  a  

p e r m i s  d ’ o b s e r v e r  l e  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  l a  M Q  e n  2 ’ O H - M Q  e t  e n  2 O H - M Q .  

 

P o u r  l ’ a l b e n d a z o l e  s u l f o x y d e  ( A B Z S O ) ,  l e  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  a  p u  ê t r e  é t u d i é  à  l ’ a i d e  

d ’ é c h a n t i l l o n s  p r o v e n a n t  d e  p a t i e n t s  t r a i t é s  a v e c  l ’ a l b e n d a z o l e  c o n t r e  l ’ é c h i n o c o c c o s e  

h é p a t i q u e .  L e s  p r e m i e r s  e s s a i s  c o n c e r n a n t  l a  r é s o l u t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  d ’ A B Z S O  o n t  é t é  

e f f e c t u é e s  à  l ’ a i d e  d ’ u n  s é l e c t e u r  d e  P i r k l e ,  p l u s  p r é c i s é m e n t  à  l ’ a i d e  d e  5 0  m M  d e  ( R ) - ( - ) - N -

( 3 , 5 - d i n i t r o b e n z o y l ) - α - p h é n y l g l y c i n e  ( R - D N B P G )  d a n s  3 0  m M  d e  t é t r a b o r a t e  d e  s o d i u m  

d é c a h y d r a t é  à  p H  9 . 2 .  C e  s y s t è m e  t a m p o n  n e  p e r m e t t a i t  p a s  d ’ a r r i v e r  à  u n e  l i m i t e  d e  d é t e c t i o n  

a s s e z  b a s s e  p o u r  l a  m e s u r e  d ’ é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s  p r o v e n a n t  d e  p a t i e n t s  e t  s o n  u t i l i s a t i o n  

a  d e  c e  f a i t  é t é  a b a n d o n n é e .  U n  t a m p o n  c o m p o s é  d e  2 0  m M  d e  T r i s  à  p H  7  c o n t e n a n t  3  %  

( m / v )  d e  β - c y c l o d e x t r i n e  s u l f a t é e  a  f i n a l e m e n t  d o n n é  l a  p o s s i b i l i t é  d ’ a n a l y s e r  l e s  é c h a n t i l l o n s  

p l a s m a t i q u e s .  P o u r  u n  l o t  d e  3 1  p a t i e n t s ,  l a  m o y e n n e  d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  o b t e n u s  

[ ( - ) - A B Z S O / ( + ) - A B Z S O ]  e s t  d e  0 . 3 1  e t  l a  d é v i a t i o n  s t a n d a r d  r e l a t i v e  e s t  d e  5 0 . 5 6  % .  U n e  

f o r t e  v a r i a b i l i t é  d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  e s t  o b s e r v é e .  P o u r  l a  q u a n t i f i c a t i o n  d e s  e x t r a i t s  

p l a s m a t i q u e s ,  l a  m é t h o d e  d ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  ( C E )  c h i r a l e  a  é t é  c o m p a r é e  à  l a  m é t h o d e  

d e  c h r o m a t o g r a p h i e  l i q u i d e  à  h a u t e  p e r f o r m a n c e  ( H P L C )  a c h i r a l e .  C e t t e  c o m p a r a i s o n  m o n t r e  
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u n e  c o r r é l a t i o n  l i n é a i r e  e n t r e  l e s  d e u x  m é t h o d e s .  L a  d é t e c t i o n  d e  l ’ A B Z S O  p a r  l a  f l u o r e s c e n c e  

( e x c i t a t i o n  à  2 8 0  n m  e t  é m i s s i o n  à  3 2 0  n m )  a  é g a l e m e n t  é t é  p r i s e  e n  c o n s i d é r a t i o n  ;  c e t t e  

m é t h o d e  a  m o n t r é  d e s  l i m i t e s  d e  d é t e c t i o n  s e m b l a b l e s  à  c e l l e s  o b t e n u e s  p a r  d é t e c t i o n  U V  à  

2 2 5  n m .  D e  p l u s ,  c e r t a i n s  p a t i e n t s  d u  c o l l e c t i f  a c c e p t è r e n t  l e  p r é l è v e m e n t  d e  s a l i v e ,  c e  q u i  a  

p e r m i s  d e  c o m p a r e r  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  d ’ A B Z S O  d a n s  l e  p l a s m a  e t  l a  s a l i v e  ;  c e s  

r a p p o r t s  s o n t  2 0  %  p l u s  f a i b l e s  d a n s  l a  s a l i v e .   

 

E n  c o n c l u s i o n ,  l ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  c h i r a l e  e s t  u n e  m é t h o d e  a n a l y t i q u e  s i m p l e  e t  

e f f i c a c e  p e r m e t t a n t  l ’ é t u d e  d e s  m é t a b o l i s m e s  s t é r é o s é l e c t i f s  d e  d i v e r s e s  m o l é c u l e s ,  t a n t  i n  

v i t r o  q u ’ i n  v i v o ,  d a n s  d i v e r s  f l u i d e s  c o r p o r e l s  t e l s  q u e  l ’ u r i n e ,  l e  p l a s m a  o u  l a  s a l i v e .   
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1 .  I ntro d u ctio n 

 

1 . 1 .  S t é r é o c h i m i e  e t  c h i r a l i t é  

N o s  a n c ê t r e s  d é j à  a v a i e n t  r é a l i s é  q u e  l a  v i e ,  l e s  o r g a n i s m e s  v i v a n t s  d e v a i e n t  ê t r e  g é r é s  p a r  d e s  

p h é n o m è n e s  c o m p l e x e s .  A u  1 9 è m e  s i è c l e  l e s  p r e m i e r s  l i e n s  e n t r e  l ’ a s y m é t r i e  m o l é c u l a i r e  e t  l e s  

p r o c e s s u s  v i t a u x  o n t  p u  ê t r e  é t a b l i s .  V e r s  l a  f i n  d u  1 9 è m e  s i è c l e ,  V a n ’ t  H o f f  ,  L e  B e l  e t  P a s t e u r  

é t a b l i r e n t  l a  t h é o r i e  d e s  s t r u c t u r e s  m o l é c u l a i r e s  t r i d i m e n s i o n n e l l e s  [ 1 ,  p .  4 5 ] .  P u i s ,  a u  m i l i e u  

d u  2 0 è m e  s i è c l e ,  l e s  m i l i e u x  s c i e n t i f i q u e s  a c c e p t è r e n t  l e  f a i t  q u e  l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  

p e t i t e s  m o l é c u l e s  ( m é d i c a m e n t s ,  a c i d e s  a m i n é s ,  e t c . )  e t  l e s  m a c r o m o l é c u l e s  b i o l o g i q u e s  

( e n z y m e s ,  r é c e p t e u r s )  s e  f a s s e n t  à  l ’ a i d e  d ’ u n  s i t e  d e  l i a i s o n  s p é c i f i q u e .  C o m m e  l ’ a s y m é t r i e  

e s t  c h o s e  c o m m u n e  e n  b i o l o g i e ,  l a  p r é s e n c e  d e  m o l é c u l e s  c h i r a l e s  d a n s  d e s  p r o c e s s u s  

p h a r m a c o l o g i q u e s  n ’ a  r i e n  d e  s u r p r e n a n t  [ 1 ] .  

 

1 . 1 . 1 .  Dé f i n i t i o n  d e  l a  s t é r é o i s o m é r i e  d e  s u b s t a n c e s  m é d i c a m e n t e u s e s  

L a  s y m é t r i e  e t  l ’ a s y m é t r i e  s o n t  d e s  a s p e c t s  i n t é r e s s a n t s  d e  f o r m e s  g é o m é t r i q u e s  p o s s é d a n t  

d e u x  d i m e n s i o n s  o u  p l u s  [ 1 ,  p .  1 ] .  E n  c h i m i e ,  l a  m o l é c u l e  a s y m é t r i q u e  l a  p l u s  f r é q u e n t e  e s t  

l ’ a t o m e  d e  c a r b o n e  p o s s é d a n t  q u a t r e  l i g a n d s  d i f f é r e n t s .  L e s  c o m p o s é s  c h i m i q u e s  d o n t  l a  

f o r m u l e  b r u t e  e s t  i d e n t i q u e  m a i s  d o n t  l e s  g r o u p e s  f o n c t i o n n e l s  p o s s è d e n t  d e s  p r o p r i é t é s  

d i f f é r e n t e s  s o n t  a p p e l é s  i s o m è r e s  s t r u c t u r a u x  [ 2 ] .  L e s  i s o m è r e s  d e  s t r u c t u r e  q u i  p o s s è d e n t  d e s  

a r r a n g e m e n t s  s é q u e n t i e l s  d e  l e u r s  g r o u p e s  f o n c t i o n n e l s  d i f f é r e n t s  s o n t  d e s  i s o m è r e s  

c o n s t i t u t i o n n e l s ,  t a n d i s  q u e  c e u x  d o n t  l e s  g r o u p e s  f o n c t i o n n e l s  o n t  u n  a r r a n g e m e n t  s é q u e n t i e l  

i d e n t i q u e  m a i s  u n e  o r i e n t a t i o n  s p a t i a l e  d i f f é r e n t e  s o n t  a p p e l é s  s t é r é o i s o m è r e s  [ 1 ,  2 ] .  C e s  

d e r n i e r s  s e  c l a s s e n t  e n  d e u x  g r o u p e s  p r i n c i p a u x :  l e s  i s o m è r e s  o p t i q u e s  ( o p t i q u e m e n t  a c t i f s )  e t  

l e s  i s o m è r e s  g é o m é t r i q u e s  ( o p t i q u e m e n t  i n a c t i f s )  [ 1 ,  p .  3 ] .   

L e s  i s o m è r e s  o p t i q u e s  d o n t  l ’ i m a g e  e t  l ’ i m a g e  m i r o i r  n e  s o n t  p a s  s u p e r p o s a b l e s  s o n t  a p p e l é s  

é n a n t i o m è r e s .  L a  p r o p r i é t é  d e  n o n - s u p e r p o s i t i o n  e s t  d é f i n i e  c o m m e  c h i r a l i t é  e t  l ’ e n d r o i t  d e  l a  

m o l é c u l e  q u i  f o r m e  l ’ a s y m é t r i e  e s t  d é f i n i  c o m m e  c e n t r e  c h i r a l  [ 1 ] .  L e  t e r m e  c h i r a l  v i e n t  d u  

m o t  g r e c  «  c h i r o s  » ,  q u i  s i g n i f i e  m a i n  ;  i l  i l l u s t r e  l a  c h i r a l i t é  d u  c o r p s  h u m a i n  ;  c e l l e - c i  

d é c o u l e  d u  p l a n  d e  d i s s y m é t r i e  q u i  d i v i s e  l ’ a v a n t  e t  l ’ a r r i è r e  d u  c o r p s ,  v o i r  f i g .  1  [ 3 ] .  C e  p l a n  

d e  d i s s y m é t r i e  e s t  l a  c a u s e  d e  l a  n o n - s u p e r p o s i t i o n  d e  l a  m a i n  g a u c h e  e t  d e  s o n  i m a g e  m i r o i r ,  

l a  m a i n  d r o i t e .  D ’ a u t r e s  o b j e t s  p e u v e n t  ê t r e  c h i r a u x ,  c o m m e  d e s  c h a u s s u r e s ,  d e s  o r e i l l e s ,  d e s  

v i s ,  o u  d e s  e s c a l i e r s  e n  c o l i m a ç o n .  C e s  o b j e t s  p e u v e n t  e x i s t e r  s o i t  c o m m e  u n e  s e u l e  f o r m e  
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é n a n t i o m è r e ,  p a r  l a  c o l l e c t i o n  d e  c h a u s s u r e s  g a u c h e s ,  o u  s o i t  s o u s  f o r m e  r a c é m i q u e ,  c o m m e  

u n e  c o l l e c t i o n  d e  p a i r e  d e  c h a u s s u r e s  [ 4 ] .  M a i s  n o m b r e  d ’ o b j e t s  c h i r a u x  o u  d e  m o l é c u l e s ,  t e l s  

q u e  l e s  e s c a l i e r s  e n  c o l i m a ç o n  o u  l e s  a t r o p o i s o m è r e s ,  n ’ o n t  p a s  d e  s t é r é o c e n t r e .  L e  s e u l  c r i t è r e  

d e  c h i r a l i t é  r é s i d e  d a n s  l a  n a t u r e  n o n  s u p e r p o s a b l e  d ’ u n  o b j e t  v i s - à - v i s  d e  s o n  i m a g e  m i r o i r  

[ 4 ] .  Q u a n d  d e s  s t é r é o i s o m è r e s  n e  s o n t  p a s  i m a g e s  m i r o i r  e t  q u ’ i l s  p o s s è d e n t  a u  m o i n s  d e u x  

c e n t r e s  c h i r a u x ,  i l s  s o n t  d é n o m m é s  d i a s t é r é o i s o m è r e s .  L ’ a r r a n g e m e n t  s p a t i a l  d e s  d i f f é r e n t s  

a t o m e s  a u t o u r  d u  c e n t r e  c h i r a l  p e r m e t  l a  d i s t i n c t i o n  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  s t é r é o i s o m è r e s  [ 1 ] .  L a  

f i g .  2  r e p r é s e n t e  p a r  u n  o r g a n i g r a m m e  l a  r e l a t i o n  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  t y p e s  d ’ i s o m è r e s  [ 2 ] .  

L e s  é n a n t i o m è r e s  p o s s è d e n t ,  s o u s  c o n d i t i o n s  n o r m a l e s ,  l e s  m ê m e s  p r o p r i é t é s  p h y s i c o -

c h i m i q u e s  ( p o i n t  d e  f u s i o n ,  s o l u b i l i t é ,  p r e s s i o n  v a p e u r )  [ 5 ] .  L o r s q u ’ u n e  p a i r e  d ’ é n a n t i o m è r e s  

e s t  p l a c é e  d a n s  u n  e n v i r o n n e m e n t  c h i r a l ,  l e u r  i n t e r a c t i o n  a v e c  c e  d e r n i e r  e s t  d i f f é r e n t e  e t  

e n t r a î n e  d e  c e  f a i t  l ’ o b s e r v a t i o n  d e  p r o p r i é t é s  v a r i a b l e s .  L e  c o r p s  h u m a i n  e n  t a n t  

q u ’ e n v i r o n n e m e n t  c h i r a l  p e u t  p e r c e v o i r ,  p a r  s e s  r é c e p t e u r s  o l f a c t i f s ,  l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  

é n a n t i o m è r e s  d e  l a  m o l é c u l e  d e  c a r v o n e  :  l a  ( R ) - c a r v o n e  a  u n e  o d e u r  d e  m e n t h e  t a n d i s  q u e  l a  

( S ) - c a r v o n e  a  c e l l e  d u  c a r v i  e t  d e s  g r a i n e s  d e  f e n o u i l  [ 4 ,  5 ] .  D ’ a u t r e  p a r t ,  l e s  é n a n t i o m è r e s  d e  

c e r t a i n e s  s u b s t a n c e s  m é d i c a m e n t e u s e s  c h i r a l e s  p r é s e n t e n t  d i f f é r e n t s  e f f e t s  p h a r m a c o l o g i q u e s  

o u  t o x i q u e s .  

 

Fig. 1 :  C h ir a l it é  d u  c o r p s  h u m a in  [ 3 ] . 
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Fig. 2  :  O r ga n igr a m m e  r e p r é s e n t a n t  l e  l ie n  e n t r e  l e s  d if f é r e n t s  is o m è r e s  [ 1,  p . 2  ;  2 ,  p . 3 4 ]  
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L e s  d i f f é r e n c e s  d ’ e f f i c a c i t é  t h é r a p e u t i q u e  d e s  é n a n t i o m è r e s  p r o v i e n n e n t  d e  l ’ i n t e r a c t i o n  d e s  

d e u x  i s o m è r e s  a v e c  u n  m ê m e  r é c e p t e u r  ;  l ’ u n  d e s  é n a n t i o m è r e s  i n t e r a g i t  m i e u x  e t  o b t i e n t  u n e  

m e i l l e u r e  r é p o n s e .  A i n s i  l ’ i s o m è r e  p o s s é d a n t  u n e  g r a n d e  a f f i n i t é  a v e c  l e  r é c e p t e u r  e s t  a p p e l é  

e u t o m è r e  t a n d i s  q u e  l ’ i s o m è r e  a v e c  u n e  f a i b l e  a f f i n i t é  e s t  q u a l i f i é  d e  d i s t o m è r e  [ 1 ,  p . 1  ;  5 ] .  

L ’ e u t o m è r e  p e u t  p o s s é d e r  d i f f é r e n t e s  a c t i v i t é s  p h a r m a c o c i n é t i q u e s  e t  p h a r m a c o d y n a m i q u e s  ;  

l e s  e x e m p l e s  c i - d e s s o u s  i l l u s t r e n t  d i f f é r e n t e s  s i t u a t i o n s  r e n c o n t r é e s  e n  p h a r m a c o l o g i e  :   

-  L ’ a c t i v i t é  p h a r m a c o l o g i q u e  n e  r é s i d e  q u e  d a n s  u n  d e s  d e u x  é n a n t i o m è r e s .  D a n s  l e  c a s  d u  

α- m é t h y l d o p a ,  l ’ e u t o m è r e  p o s s è d e  l ’ a c t i v i t é  a n t i h y p e r t e n s i v e  t a n d i s  q u e  l e  d i s t o m è r e  p e u t  

ê t r e  c o n s i d é r é  c o m m e  i m p u r e t é  [ 1 ] .   

-  L e s  é n a n t i o m è r e s  o n t  u n e  a c t i v i t é  p h a r m a c o l o g i q u e  q u a l i t a t i v e m e n t  e t  q u a n t i t a t i v e m e n t  

i d e n t i q u e .  L e s  i s o m è r e s  d e  l a  p r o m é t h a z i n e  p o s s è d e n t  d e s  p r o p r i é t é s  a n t i h i s t a m i n i q u e s  e t  

t o x i q u e s  s e m b l a b l e s  [ 1 ] .  

-  L e s  é n a n t i o m è r e s  o n t  d e s  a c t i v i t é s  p h a r m a c o l o g i q u e s  s i m i l a i r e s ,  m a i s  d i f f è r e n t  d a n s  l e u r  

e f f i c a c i t é .  L ’ e u t o m è r e  d u  β - b l o q u a n t  p r o p r a n o l o l  e s t  1 0 0  f o i s  p l u s  e f f i c a c e  q u e  l e  

d i s t o m è r e  [ 1 ] .  

-  L e s  i s o m è r e s  o n t  d e s  a c t i v i t é s  p h a r m a c o l o g i q u e s  d i f f é r e n t e s  [ 1 ] .  C e c i  s e  p r o d u i t  d a n s  l a  

n a t u r e  ( p a r  e x .  l a  q u i n i d i n e  e s t  a n t i a r y t h m i q u e  e t  l a  q u i n i n e  a n t i m a l a r i q u e )  c o m m e  d a n s  

l e s  s u b s t a n c e s  s y n t h é t i q u e s  ( p a r  e x .  l e  d e x t r o m é t h o r p h a n e  e s t  a n t i t u s s i f  e t  l e  

l é v o m é t h o r p h a n e  n a r c o t i q u e )  [ 5 ] .  

-  L e  d i s t o m è r e  p e u t  a v o i r  d e s  e f f e t s  s e c o n d a i r e s  i n d é s i r a b l e s  [ 1 ] .  L e  t a b l e a u  1  é n u m è r e  

q u e l q u e s  e x e m p l e s .  

 

T a b l e a u  1 :  I m p a c t  d e  l a  c h ir a l it é  s u r  l e s  e f f e t s  t o x ic o l o giq u e s  d e  c e r t a in s  p r in c ip e s  a c t if s  [ 1,  3 ] . 

C o m p o s é  E u t o m è r e  D i s t o m è r e  

T h a l i d o m i d e  S é d a t i f  ( R )  T é r a t o g è n e  ( S )  

E t h a m b u t o l  T u b e r c u l o s t a t i q u e  ( S )  I n d u i t  l a  c é c i t é  ( R )  

K é t a m i n e  A n e s t h é s i q u e  [ S ( + ) ]  H a l l u c i n o g è n e  [ R ( - ) ]  

D o p a  A n t i - p a r k i n s o n i e n  [ S ]  G r a n u l o c y t o p é n i e  [ R ]  [ 5 a ]  

P é n i c i l l a m i n e  A n t i a r t h r i t i q u e  [ S ]  M u t a g è n e  [ R ]  

 

-  C e r t a i n s  é n a n t i o m è r e s  p r é s e n t e n t  d e s  a v a n t a g e s  t h é r a p e u t i q u e s .  L e  d i s t o m è r e  u r i c o s u r i q u e  

d e  l ’ i n d a c r i n o n e  ( d i u r é t i q u e )  a n t a g o n i s e  l ’ e f f e t  s e c o n d a i r e  d e  l a  r é t e n t i o n  d ’ a c i d e  u r i q u e  

p r o v e n a n t  d e  l ’ e u t o m è r e  [ 1 ] .  
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P o u r  l a  p l u p a r t  d e  c e s  p r i n c i p e s  a c t i f s ,  l a  c h i r a l i t é  e s t  d u e  à  u n  a t o m e  d e  c a r b o n e ,  c o m m e  d a n s  

l e  c a s  d e  l a  m é t h a d o n e  ( M E T ) ,  v o i r  t a b l e a u  2 .  C e t t e  d e r n i è r e  e s t  u t i l i s é e  d a n s  l e  t r a i t e m e n t  d e  

l a  t o x i c o m a n i e  ;  s o n  e u t o m è r e  p o s s è d e  l ’ a c t i v i t é  p h a r m a c o l o g i q u e  a i n s i  q u e  l e s  e f f e t s  

s e c o n d a i r e s ,  t a n d i s  q u e  l e  d i s t o m è r e  e s t  p e u  a c t i f  [ 6 ,  7 ] .  L ’ a t o m e  d e  c a r b o n e  p o s s é d a n t  q u a t r e  

l i g a n d s  d i f f é r e n t s  f a i t  p a r t i e  d e s  m o l é c u l e s  d o n t  l e  c e n t r e  a s y m é t r i q u e  t é t r a v a l e n t  p o s s è d e  u n e  

s t r u c t u r e  g é o m é t r i q u e  t é t r a é d r a l e  [ 2 ,  p .  4 4 ] .  

D ’ a u t r e s  a t o m e s  o n t  l a  f a c u l t é  d e  f o r m e r  d e s  c e n t r e s  c h i r a u x  t é t r a v a l e n t s ,  l e s  h é t é r o a t o m e s .  

D a n s  l e  g r o u p e  d e  c e s  h é t é r o a t o m e s ,  o n  p e u t  n o t a m m e n t  c i t e r  l e s  a m m o n i u m s  q u a t e r n a i r e s ,  

l e s  N - o x y d e s ,  c e r t a i n s  d é r i v é s  d e  s i l i c i u m  e t  d e  g e r m a n i u m ,  a i n s i  q u e  l e s  i o n s  p h o s p h o n i u m  e t  

a r s é n i u m  [ 2 ] .  U n  e x e m p l e  d é r i v é  d e  l ’ i o n  p h o s p h o n i u m ,  l ’ i f o s a m i d e ,  u t i l i s é  e n  t a n t  q u e  

r a c é m a t e  d a n s  l e  t r a i t e m e n t  a n t i c a n c é r e u x ,  e s t  r e p r é s e n t é  d a n s  l e  t a b l e a u  2 .  I l  e x i s t e  é g a l e m e n t  

d e s  h é t é r o a t o m e s  f o r m a n t  d e s  c e n t r e s  c h i r a u x  t r i v a l e n t s .  C e s  d e r n i e r s  o n t  u n e  g é o m é t r i e  

p y r a m i d a l e  [ 2 ] .  L e s  i o n s  s u l f o n i u m ,  l e s  s u l f o x y d e s ,  l e s  p h o s p h i n e s ,  l e s  a r s i n e s  e t  l e s  s t i b i n e s  

s o n t  d e s  e x e m p l e s  s t a b l e s  d e  c e n t r e s  c h i r a u x  à  t r o i s  l i g a n d s .  L e s  c a r b a n i o n s ,  l e s  c a r b o n e s  

r a d i c a l a i r e s ,  l e s  i o n s  o x o n i u m  e t  l e s  a m i n e s  s o n t  d e s  e x e m p l e s  i n s t a b l e s ,  p o u r  l e s q u e l s  d e s  

i n v e r s i o n s  r a p i d e s  s o n t  o b s e r v é e s  [ 2 ] .  D a n s  l e  t a b l e a u  2 ,  l e  s u l f o x y d e  d o n n a n t  l a  c h i r a l i t é  à  

l ’ a l b e n d a z o l e  s u l f o x y d e  ( A B Z S O ) ,  r e p r é s e n t e  l e s  a t o m e s  à  t r o i s  l i g a n d s .  D ’ a u t r e s  f o r m e s  

d ’ é n a n t i o m è r e s  p e u v e n t  ê t r e  d u e s  à  d e s  b a r r i è r e s  s t é r i q u e s  d ’ i n t e r c o n v e r s i o n ,  c o m m e  d a n s  l e  

c a s  d e s  a t r o p o i s o m è r e s  t e l s  q u e  l a  m é t h a q u a l o n e  o u  l a  t é l e n z é p i n e  [ 1 ,  p .  2 7 0 ] .  L a  

m é t h a q u a l o n e  ( M Q )  e s t  u n  a t r o p o i s o m è r e  o u  r o t a m è r e  d o n t  l e s  é n a n t i o m è r e s  p r é s e n t e n t  u n e  

a c t i v i t é  h y p n o t i q u e  e t  a n t i c o n v u l s a n t e  d i f f é r e n t e  [ 8 ] .  L e s  s t r u c t u r e s  c h i m i q u e s  d e  d i v e r s e s  

s u b s t a n c e s  t h é r a p e u t i q u e s  c h i r a l e s  s o n t  r e p r é s e n t é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  2 .  

 

1 . 1 . 2 .  L e s  c a r b o n e s  a s y m é t r i q u e s  :  e x e m p l e  d e  l a  m é t h a d o n e  

L e s  é n a n t i o m è r e s  p o s s é d a n t  u n  a t o m e  d e  c a r b o n e  t é t r a v a l e n t  s o n t  l e s  m o l é c u l e s  c h i r a l e s  l e s  

p l u s  f r é q u e n t e s  [ 1 ] .  L ’ o r i e n t a t i o n  t é t r a é d r i q u e  d e s  l i a i s o n s  d e  l ’ a t o m e  d e  c a r b o n e  t é t r a v a l e n t  

e s t  t e l l e  q u e  q u a t r e  s u b s t i t u a n t s  d i f f é r e n t s  f o r m e n t  u n e  i m a g e  e t  u n e  i m a g e  m i r o i r  n o n  

s u p e r p o s a b l e s ,  a i n s i  l a  m o l é c u l e  e s t  é n a n t i o m é r i q u e  e t  c h i r a l e .  L o r s q u e  d e u x  l i g a n d s  s o n t  

i d e n t i q u e s ,  l a  m o l é c u l e  p o s s è d e  u n  p l a n  d e  s y m é t r i e  ;  e l l e  e s t  s u p e r p o s a b l e  à  s o n  i m a g e  m i r o i r  

e t  e s t  p a r  c o n s é q u e n t  a c h i r a l e  [ 1 ,  p .  2 ] .  
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T a b l e a u  2  :  S u b s t a n c e s  t h é r a p e u t iq u e s  c h ir a l e s   

T y p e  
d ’ é n a n t i o m è r e s  

S u b s t a n c e ,  
i n d i c a t i o n  
t h é r a p e u t i q u e   

F o r m u l e  c h i m i q u e  M é t h o d e ( s )  
a n a l y t i q u e ( s )  
[ R é f . ]  

C a r b o n e  
a s y m é t r i q u e  

M é t h a d o n e ,  s u b s t i t u t  
d a n s  l e  t r a i t e m e n t  d e  
l a  d é p e n d a n c e  d e s  
o p i a c é s .  

 

C E  c h i r a l e  [ 6 ,  
9 - 1 1 ] ,  H P L C  
c h i r a l e  [ 7 , 1 2 -
1 4 ]  

C a r b o n e  
a s y m é t r i q u e  

M é p h é n y t o ï n e ,   
a n t i - é p i l e p t i q u e .  

 

M E C C  c h i r a l e  
[ 1 5 ] ,  G L C  
c h i r a l e  [ 1 6 ]   

S o u f r e  
a s y m é t r i q u e  

A l b e n d a z o l e  
s u l f o x y d e ,  a n t i -
h e l m i n t h i q u e   

 

C Z E  c h i r a l e  
[ 1 7 ] ,  H P L C  
c h i r a l e  [ 1 8 ,  1 9 ]  

P h o s p h o r e  
a s y m é t r i q u e   

I f o s f a m i d e ,  
c y t o s t a t i q u e .  

 

H P L C  c h i r a l e  
[ 2 0 ] ,  G C  
c h i r a l e  [ 2 1 ]  

A t r o p o i s o m è r e s  
r o t a m è r e s ,  

M é t h a q u a l o n e ,  
h y p n o t i q u e  

 

C Z E  c h i r a l e  
[ 2 2 ,  2 3 ] ,  
H P L C  C h i r a l e  
[ 2 4 ,  2 5 ]  

A t r o p o i s o m è r e s  T é l e n z é p i n e  

 

M é t h o d e  
r a d i o c h i m i q u e  
[ 2 6 ]  
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L a  p l u p a r t  d e s  p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  d e s  é n a n t i o m è r e s  s o n t  i d e n t i q u e s ,  m i s  à  p a r t  

l ’ a c t i v i t é  o p t i q u e  q u i  p e r m e t  d e  l e s  d i s t i n g u e r .  L o r s q u e  l a  l u m i è r e  p o l a r i s é e  t r a v e r s e  u n  

é c h a n t i l l o n  e t  q u e  l ’ é n a n t i o m è r e  p r o v o q u e  u n e  r o t a t i o n  d e x t r o g y r e  ( d r o i t e ) ,  l ’ é n a n t i o m è r e  e s t  

d é s i g n é  c o m m e  ( + ) .  S i  l a  r o t a t i o n  e s t  l é v o g y r e ,  l ’ é n a n t i o m è r e  e s t  d é f i n i  c o m m e  ( - ) .  U n  

m é l a n g e  r a c é m i q u e ,  c ’ e s t - à - d i r e  c o n t e n a n t  u n e  q u a n t i t é  é g a l e  d e  ( + )  e t  d e  ( - ) ,  n e  d o n n e  l i e u  à  

a u c u n e  r o t a t i o n ,  e t  p a r  c o n s é q u e n t  e s t  o p t i q u e m e n t  i n a c t i f  [ 4 ] .  L e  d i c h r o ï s m e  c i r c u l a i r e  e s t  

u n e  a u t r e  m é t h o d e  s p e c t r o s c o p i q u e  q u i  u t i l i s e ,  c o m m e  l ’ a c t i v i t é  o p t i q u e ,  d e  l a  l u m i è r e  

p o l a r i s é e  p o u r  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  s t é r é o c h i m i e  a b s o l u e  d e s  m o l é c u l e s  [ 1 ,  p .  4 9 3 ] .  

P o u r  l e s  c a r b o n e s  a s y m é t r i q u e s ,  u n  s y s t è m e  d e  n o m e n c l a t u r e  f u t  d é v e l o p p é  p a r  C a h n ,  I n g o l d  

e t  P r e l o g  a f i n  d e  n o m m e r  l e s  é n a n t i o m è r e s  d e  m a n i è r e  u n i v o q u e .  L ’ a t t r i b u t i o n  d e  l a  p r i o r i t é  

d e s  s u b s t i t u a n t s  e s t  d é f i n i e  s e l o n  c e r t a i n e s  r è g l e s  e t  p e r m e t  d e  d é f i n i r  l a  c o n f i g u r a t i o n  a b s o l u e  

R  ( r e c t u s ,  o u  d r o i t  e n  l a t i n )  o u  S  ( s i n i s t e r ,  o u  g a u c h e  e n  l a t i n )  d u  s t é r é o c e n t r e  [ 1 , p .  4  ;  4 ] .  

C e t t e  r è g l e  p e u t  é g a l e m e n t  ê t r e  u t i l i s é e  p o u r  s p é c i f i e r  l a  c o n f i g u r a t i o n  d e s  s t é r é o c e n t r e s  d e s  

d i a s t é r é o i s o m è r e s  [ 1 ] .  

L a  m é t h a d o n e  ( M E T ) ,  r e p r é s e n t é e  d a n s  l e  t a b l e a u  2 ,  e s t  u n e  m o l é c u l e  c h i r a l e  d o n t  l e  c e n t r e  

d ’ a s y m é t r i e  e s t  u n  a t o m e  d e  c a r b o n e .  D ’ a p r è s  l e s  c o n s i d é r a t i o n s  s t é r é o c h i m i q u e s  é v o q u é e s  c i -

d e s s u s ,  l ’ é n a n t i o m è r e  R  d e  l a  m é t h a d o n e  e s t  l é v o g y r e  e t  l ’ é n a n t i o m è r e  S  d e x t r o g y r e ,  v o i r   

f i g .  3 .  

 

 

  E n a n t i o m è r e  R  ( - )           E n a n t i o m è r e  S  ( + )  

 

Fig. 3  :  E n a n t io m è r e s  d e  l a  M E T . L e s  s u b s t it u a n t s  s o n t  n o m m é s  a ,  b ,  c  s e l o n  l e u r s  p r io r it é s  e t  

d é f in is s e n t  a in s i l a  s é q u e n c e  e t  p a r  c o n s é q u e n t  l a  c o n f igu r a t io n  a b s o l u e  d u  c e n t r e  d e  c h ir a l it é . 
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1 . 1 . 3 .  L e s  a t r o p o i s o m è r e s :  e x e m p l e  d e  l a  m é t h a q u a l o n e  ( M Q )  

L a  m é t h a q u a l o n e  e s t  f o r m é e  d ’ u n  c y c l e  q u i n a z o l i n e  e t  d ’ u n  g r o u p e m e n t  t o l y l ,  d o n t  l a  r o t a t i o n  

a u t o u r  d e  l a  l i a i s o n  C - N  e s t  s t é r i q u e m e n t  b l o q u é e  p a r  l e s  g r o u p e m e n t s  m é t h y l e s  e t  l e  

g r o u p e m e n t  c a r b o n y l e  s u b s t i t u é s  a u x  a l e n t o u r s  [ 1 ] .  L a  c h i r a l i t é  d e  l a  m o l é c u l e  e s t  d u e  à  u n e  

b a r r i è r e  s t é r i q u e  d ’ i n t e r c o n v e r s i o n  e n t r e  l e s  d e u x  p l a n s  d e  l a  m o l é c u l e  e t  d é f i n i t  l e s  

é n a n t i o m è r e s  c o m m e  é t a n t  d e s  i s o m è r e s  c o n f o r m a t i o n n e l s ,  d e s  r o t a m è r e s  o u  d e s  

a t r o p o i s o m è r e s ,  v o i r  f i g .  4 .  L e s  d e u x  i s o m è r e s  d e  l a  M Q  s o n t  d é f i n i s  c o m m e  é n a n t i o m è r e s  

( M )  e t  ( P ) ,  s e l o n  l ’ o r i e n t a t i o n  d e s  p l a n s  [ 8 ,  2 7 ] .  J u n g h ä n e l  e t  a l .  o n t  r é c e m m e n t  p u  a t t r i b u e r  l a  

c o n f i g u r a t i o n  ( M )  à  l ’ é n a n t i o m è r e  ( - )  p a r  d i c h r o ï s m e  c i r c u l a i r e  [ 2 7 ] .  

 

     C o n f o r m è r e  ( M )               C o n f o r m è r e  ( P )  

 

Fig. 4  :  R e p r é s e n t a t io n  d e s  r o t a m è r e s  d e  l a  m é t h a q u a l o n e . 

 

L a  f i g .  5  m o n t r e  l ’ é n e r g i e  d ’ é n a n t i o m é r i s a t i o n  n é c e s s a i r e  à  l ’ i n t e r c o n v e r s i o n  d e s  d e u x  

m o l é c u l e s ,  c a l c u l é e  p a r  u n  p r o g r a m m e  d e  m é c a n i s m e  m o l é c u l a i r e  C H A R M m  ;  c e t t e  f i g u r e  

r é v è l e  u n e  é n e r g i e  ∆G ‡  d ’ e n v i r o n  3 8  k c a l / m o l  c o r r e s p o n d a n t  à  a p p r o x i m a t i v e m e n t  1 5 9  

k J / m o l  ( f a c t e u r  d e  c o n v e r s i o n  d e  4 . 1 8  [ 2 8 ] )  [ 1 ,  p .  2 7 2 ] .  C e t t e  é n e r g i e  d ’ é n a n t i o m é r i s a t i o n  

c a l c u l é e  d o n n e  u n e  v a l e u r  u n  p e u  p l u s  é l e v é e  q u e  c e l l e  o b t e n u e  à  l ’ a i d e  d ’ u n  c a l c u l  a b  i n i t i o ,  

q u i  e s t  d ’ e n v i r o n  1 4 0  k J / m o l  [ 2 9 ] ,  e t  q u e  c e l l e  m e s u r é e  d a n s  d u  d i p h é n y l é t h e r  à  1 3 5  ° C ,  

d é t e r m i n é e  à  1 3 1  k J / m o l  [ 8 ] .  L e s  é n a n t i o m è r e s  d e  l a  M Q  d o i v e n t  e x i s t e r  s o u s  d e u x  f o r m e s  

s t a b l e s ,  s a c h a n t  q u e  l ’ é n a n t i o m é r i s a t i o n  d e s  c o m p o s é s ,  à  t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e ,  p e u t  s e  

p r o d u i r e  à  d e s  é n e r g i e s  d e  ∆G ‡  d ’ e n v i r o n  1 0 0  k J / m o l  [ 2 ] .   
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Fig. 5  :   M in im a  d ’ é n e r gie  p o t e n t ie l l e  c o r r e s p o n d a n t  a u x  d e u x  f o r m e s  a t r o p is o m é r iq u e s  d e  l a  M Q  [ 1,  

p . 2 7 1] . 

 

D ’ a u t r e s  m o l é c u l e s  c a p a b l e s  d e  s ’ é n a n t i o m é r i s e r  s o n t  u t i l i s é e s  e n  t h é r a p e u t i q u e .  U n e  

m o l é c u l e  c o n n u e  e s t  l a  t h a l i d o m i d e .  S a  b a r r i è r e  d ’ é n a n t i o m é r i s a t i o n  a  é t é  d é t e r m i n é e  à   

1 0 2  k J / m o l  [ 3 0 ] ,  c e  q u i  i m p l i q u e  d e s  p r é c a u t i o n s  d a n s  l e s  t r a i t e m e n t s  t h é r a p e u t i q u e s ,  c a r  

l ’ e u t o m è r e  p e u t  s ’ é n a n t i o m é r i s e r  d a n s  l e  c o r p s  e t  s e  t r a n s f o r m e r  e n  d i s t o m è r e  t é r a t o g è n e .  L e s  

b e n z o d i a z é p i n e s  f o n t  p a r t i e  d ’ u n  a u t r e  g r o u p e  d e  m o l é c u l e s  q u i  p r é s e n t e n t  l a  f a c u l t é  d e  

s ’ é n a n t i o m é r i s e r .  L e s  b a r r i è r e s  é n e r g é t i q u e s  d e  l ’ o x a z é p a m ,  d u  t é m a z é p a m  e t  d u  l o r a z é p a m  s e  

s i t u e n t  a u x  e n v i r o n s  d e  9 0  k J / m o l  à  2 5  ° C  [ 3 1 ]  ;  c e  r é s u l t a t  s i g n i f i e  q u e  l e s  d e u x  f o r m e s  

é n a n t i o m é r i q u e s  d e  c e s  c o m p o s é s  n e  s o n t  p a s  s t a b l e s  à  t e m p é r a t u r e  c o r p o r e l l e .   

 

1 . 1 . 4 .  L e s  s u l f o x y d e s  :  e x e m p l e  d e  l ’ a l b e n d a z o l e  s u l f o x y d e  

L e  s o u f r e  e s t  u n  é l é m e n t  d e  l a  t r o i s i è m e  p é r i o d e  e t  p o s s è d e  d e s  o r b i t a l e s  d .  I l  p e u t  r é a l i s e r  u n e  

e x p a n s i o n  d e  s a  c o u c h e  d e  v a l e n c e  d e  m a n i è r e  à  a v o i r  p l u s  d ’ é l e c t r o n s  q u e  c e u x  q u i  s o n t  

p e r m i s  p a r  l a  r è g l e  d e  l ’ o c t e t  e t  p e u t  d a n s  c e r t a i n e s  c o n f i g u r a t i o n s  p r é s e n t e r  u n e  c h i r a l i t é  [ 4 ] .  

L o r s q u e  l a  m o l é c u l e  p o s s è d e  d e u x  l i g a n d s ,  d e u x  p a i r e s  d ’ é l e c t r o n s  l i b r e s  s o n t  e n c o r e  à  

d i s p o s i t i o n .  U n e  p r e m i è r e  o x y d a t i o n  p e u t  t r a n s f o r m e r  l a  m o l é c u l e  e n  s u l f o x y d e .  A i n s i  l ’ a t o m e  

d e  s o u f r e  p o s s é d e r a  u n e  d o u b l e  l i a i s o n  a v e c  u n  a t o m e  d ’ o x y g è n e  e t  u n e  p a i r e  d ’ é l e c t r o n s  

l i b r e s .  L a  s t r u c t u r e  g é o m é t r i q u e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  p e r m e t  à  l ’ o x y g è n e  d e  s e  p l a c e r  d e  d e u x  

f a ç o n s  d i f f é r e n t e s ,  v o i r  f i g .  6 .  L a  c h i r a l i t é  d e s  s u l f o x y d e s  e s t  d ’ u n e  p a r t  d u e  à  l e u r  g é o m é t r i e  
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n o n  p l a n a i r e ,  e t  d ’ a u t r e  p a r t  à  l e u r  s u b s t i t u t i o n  a s y m é t r i q u e  [ 3 2 ,  4 ] .  O n  p e u t  a i n s i  o b s e r v e r  d e s  

é n a n t i o m è r e s  s t a b l e s  à  t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  [ 3 2 ] .  U n e  s e c o n d e  o x y d a t i o n  d u  s o u f r e ,  q u i  

r é s u l t e  e n  u n e  s u l f o n e ,  u t i l i s e  l e s  é l e c t r o n s  r e s t a n t s ,  e t  r e n d  à  l a  m o l é c u l e  u n e  s t r u c t u r e  

p l a n a i r e  e t  l u i  f a i t  p e r d r e  s a  c h i r a l i t é .  

 

         ( a )   ( b )  

 

Fig. 6  :  R e p r é s e n t a t io n  d e  l ’ A B Z S O  e t  d e  l a  c h ir a l it é  d u  s o u f r e  e n  t r o is  d im e n s io n s . A  r e p r é s e n t e  l e  

s u b s t it u a n t  «  b e n z im id a z o l e  »  e t  B  l e  C � H � ;  l e s  s u b s t it u a n t s  d if f é r e n t s  s o n t  n é c e s s a ir e s  p o u r  l a  c h ir a l it é  

d e  l a  m o l é c u l e . L a  s t r u c t u r e  ( a )  m o n t r e  l ’ é n a n t io m è r e  S  e t  l a  s t r u c t u r e  ( b )  l e  R . 

 

1 . 2 .  A s p e c t s  s t é r é o c h i m i q u e s  d u  m é t a b o l i s m e  

 

1 . 2 . 1 .  L e  m é t a b o l i s m e  

L e s  ê t r e s  h u m a i n s  s o n t  c o n f r o n t é s  q u o t i d i e n n e m e n t  à  d e s  s u b s t a n c e s  e x o g è n e s  p é n é t r a n t  d a n s  

l e  c o r p s  i n v o l o n t a i r e m e n t  o u  d é l i b é r é m e n t ,  c o m m e  p a r  e x e m p l e  l e s  m é d i c a m e n t s  p o s s é d a n t  

u n e  a c t i v i t é  p h a r m a c o l o g i q u e  [ 3 3 ,  p .  4 9 ] .  L ’ e x c r é t i o n  r é n a l e  j o u e  u n  r ô l e  c l é  d a n s  l ’ a c t i v i t é  

b i o l o g i q u e  d e s  m é d i c a m e n t s ,  p l u s  s p é c i a l e m e n t  d e s  c o m p o s é s  h y d r o s o l u b l e s .  L a  p l u p a r t  d e s  

m o l é c u l e s  t h é r a p e u t i q u e s  s o n t  l i p o p h i l e s  e t  s o n t  p a r  c o n s é q u e n t  m é t a b o l i s é e s  d a n s  l e  f o i e  e n  

s u b s t a n c e s  p l u s  h y d r o s o l u b l e s  a v a n t  d ’ ê t r e  é l i m i n é e s .  U n  p r o c e s s u s  b i p h a s i q u e  e s t  u t i l i s é  p a r  

l e  c o r p s  h u m a i n  p o u r  l a  b i o t r a n s f o r m a t i o n  d e  c e s  c o m p o s é s  [ 1 ,  p .  4 6  ;  3 3 ,  p .  4 9 ] .  

L e s  r é a c t i o n s  d e  p h a s e  I  p e r m e t t e n t  d e  c o n v e r t i r  l a  m o l é c u l e  m è r e  e n  u n  m é t a b o l i t e  

s u f f i s a m m e n t  h y d r o s o l u b l e s  p o u r  ê t r e  é l i m i n é  [ 3 3 ,  3 4 ] .  D i v e r s e s  s o r t e s  d e  t r a n s f o r m a t i o n s  

p e u v e n t  a v o i r  l i e u  ;  e l l e s  s o n t  c a t a l y s é e s  p a r  d e s  e n z y m e s  s i t u é e s  d a n s  l e  r é t i c u l u m  

e n d o p l a s m i q u e  d e s  c e l l u l e s  h é p a t i q u e s  o u  d a n s  d ’ a u t r e s  t i s s u s  [ 3 3 ] .  L a  m a j e u r e  p a r t i e  d e s  

e n z y m e s  c o n c e r n é e s  d a n s  c e t t e  p r e m i è r e  p a r t i e  d u  m é t a b o l i s m e  f o n t  p a r t i e  d e  l a  f a m i l l e  d e s  

c y t o c h r o m e s  P - 4 5 0  ( C Y P 4 5 0 ) .  E l l e s  s o n t  r e s p o n s a b l e s  d ’ h y d r o x y l a t i o n s  a r o m a t i q u e s  ( c a s  d e  
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l a  M Q ,  d e  l a  m é p h é n y t o ï n e  [ M E P H ]  e t  d u  d i c l o f é n a c ) ,  d e  N - d é s a l k y l a t i o n s  ( c a s  d e  l a  c a f é i n e ) ,  

d e  O - d é s a l k y l a t i o n s  ( p o u r  l e  d e x t r o m é t h o r p h a n e ) ,  d e  S - o x y d a t i o n s  ( c a s  d e  l ’ A B Z S O )  e t  d e  

d é s u l f u r a t i o n s ,  p o u r  n e  c i t e r  q u e  q u e l q u e s  e x e m p l e s  [ 3 3  ;  3 5 ,  p .  2 9 ] .  D ’ a u t r e s  e n z y m e s  s o n t  

r e s p o n s a b l e s  d ’ o x y d a t i o n s ,  c o m m e  p a r  e x e m p l e  l a  f l a v i n e  m o n o a m i n e o x y g é n a s e  e t  l e s  

a m i n e o x y d a s e s  [ 3 3 ,  p .  5 4 ] .  L a  r é d u c t i o n  ( c a s  d e  l a  M E T  [ 3 3 ]  o u  d e  l ’ a l c o o l  [ 1 ,  p .  7 0 ] )  e t  

l ’ h y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e  [ 1 ,  p .  7 1 ]  ( e s t é r a s e s )  s o n t  a u s s i  d e s  p r o c e s s u s  s u r v e n a n t  l o r s  d e  c e s  

r é a c t i o n s  d e  p h a s e  I  [ 3 3 ] .   

L e s  r é a c t i o n s  d e  p h a s e  I I ,  q u a n t  à  e l l e s ,  s o n t  p l u t ô t  d e s  r é a c t i o n s  d e  s y n t h è s e  n é c e s s i t a n t  d e  

l ’ é n e r g i e  [ 3 5 ,  3 6 ] .  L a  c o n j u g a i s o n  a v e c  l ’ a c i d e  g l u c u r o n i q u e ,  f r é q u e m m e n t  r e n c o n t r é e ,  s e  f a i t  

a v e c  d e s  g r o u p e m e n t s  a l c o o l s ,  p h é n o l s ,  d e s  a m i n e s  a r o m a t i q u e s  e t  d e s  a c i d e s  c a r b o x y l i q u e s  

[ 3 3 ] .  C e r t a i n e s  s u b s t a n c e s  s u b i s s e n t  d e s  a c é t y l a t i o n s ,  d e s  c o n j u g a i s o n s  à  l a  g l y c i n e  o u  e n c o r e  

d e s  m é t h y l a t i o n s .  G r â c e  à  c e s  n o u v e a u x  g r o u p e s  f o n c t i o n n e l s ,  c e s  c o n j u g u é s  d e v i e n n e n t  

h a u t e m e n t  p o l a i r e s  ;  i l s  s o n t  s o u v e n t  i n a c t i f s  e t  s o n t  r a p i d e m e n t  e x c r é t é s  [ 3 3 ] .  

 

1 . 2 . 2 .  M é t a b o l i s m e  d e  s u b s t a n c e s  t h é r a p e u t i q u e s  c h i r a l e s  

L e s  p r o c e s s u s  d ’ a b s o r p t i o n ,  d e  d i s t r i b u t i o n  e t  d ’ é l i m i n a t i o n ,  a i n s i  q u e  l a  b i o t r a n s f o r m a t i o n  d u  

m é d i c a m e n t ,  j o u e n t  d e s  r ô l e s  p r i m o r d i a u x  d a n s  l ’ é t u d e  p h a r m a c o c i n é t i q u e  d ’ u n e  s u b s t a n c e  

m é d i c a m e n t e u s e  [ 1 ,  p .  4 5 ]  ;  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  p e u t  ê t r e  o b s e r v é e  d a n s  t o u t e s  c e s  é t a p e s .  P o u r  

l e  p h é n o m è n e  d e  l ’ a b s o r p t i o n ,  c e r t a i n s  s u b s t r a t s  r e s s e m b l e n t  à  u n  n u t r i m e n t  p o u r  l e q u e l  u n  

s y s t è m e  d e  t r a n s p o r t  a c t i f  e s t  p r é s e n t  e t  s o n t  p a r  c o n s é q u e n t  a b s o r b é s  p r é f é r e n t i e l l e m e n t ,  

c o m m e  p a r  e x e m p l e  l a  L - d o p a  ( M a d o p a r )  o u  l e  L - m é t h o t r e x a t e  ( M é t h o t r e x a t e  L e d e r l e ) .  L a  

d i s t r i b u t i o n  p e u t  ê t r e  i n f l u e n c é e  p a r  l a  d i f f é r e n c e  d e  l i a i s o n  d e  c h a q u e  é n a n t i o m è r e  a u x  

p r o t é i n e s  p l a s m a t i q u e s  [ 1 ] .  L ’ é n a n t i o m è r e  S  d e  l a  m é t h a d o n e  e s t  p l u s  f o r t e m e n t  l i é  a u x  

p r o t é i n e s  p l a s m a t i q u e s  q u e  l ’ é n a n t i o m è r e  R  [ 3 7 ] .  C e c i  i n f l u e n c e  i n d i r e c t e m e n t  l ’ e x c r é t i o n  d e s  

m o l é c u l e s ,  q u i  e s t  é g a l e m e n t  i n f l u e n c é e  p a r  d e s  p r o c e s s u s  d e  s é c r é t i o n  o u  d e  r é a b s o r p t i o n  

a c t i v e  o b s e r v é s  p a r  e x e m p l e  p o u r  l e  m é t o p r o l o l  [ 1 ,  p .  4 8 ] .  

M a i s  l a  c o n t r i b u t i o n  l a  p l u s  i m p o r t a n t e  p o u r  d e s  d i f f é r e n c e s  p h a r m a c o c i n é t i q u e s  e s t  l e  r é s u l t a t  

d u  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f .  L a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  e s t  d a n s  l e  c a s  d e s  p r o c e s s u s  m é t a b o l i q u e s  

p l u t ô t  l a  r è g l e  q u e  l ’ e x c e p t i o n  [ 1 ] .  C e c i  n ’ e s t  p a s  s u r p r e n a n t  p u i s q u ’ u n  s u b s t r a t  e t  u n e  e n z y m e  

c h i r a l e  s o n t  i m p l i q u é s  d a n s  c e t t e  é t a p e  d e  t r a n s f o r m a t i o n .  C e t t e  i n t e r a c t i o n  f o r m e  u n e  p a i r e  d e  

c o m p l e x e s  f o r m a n t  d e s  d i a s t é r é o i s o m è r e s  d o n t  l e s  é n e r g i e s  s o n t  d i f f é r e n t e s .  D e s  r é s u l t a t s  

v a r i a b l e s  n e  s o n t ,  p a r  c o n s é q u e n t ,  p a s  s u r p r e n a n t s  l o r s  d e  p r o c e s s u s  l i é s  à  d e s  c o m p l e x e s  

e n z y m a t i q u e s  [ 3 6 ] .  C e  n ’ e s t  q u e  r é c e m m e n t  q u e  c e  p r o c e s s u s  b i o m é t a b o l i q u e  a  c o m m e n c é  à  
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s u s c i t e r  l ’ i n t é r ê t  d e s  c h e r c h e u r s ,  e t  c e  p o u r  d e u x  r a i s o n s  p r i n c i p a l e s .  L a  p r e m i è r e  e s t  

l ’ a m é l i o r a t i o n  d u  s e u i l  d e  d é t e c t i o n  d e s  m é t h o d e s  a n a l y t i q u e s  [ 1 ] ,  q u i  a  p e r m i s  d ’ a p p r o f o n d i r  

l e  d o m a i n e  d u  m é t a b o l i s m e  e t  d e  l a  p h a r m a c o c i n é t i q u e  d e  c o m p o s é s  m é d i c a m e n t e u x  

r a c é m i q u e s  p a r  l a  p o s s i b i l i t é  d e  d é t e c t i o n  d e s  d e u x  é n a n t i o m è r e s  d a n s  d i v e r s  f l u i d e s  

c o r p o r e l s .  L a  s e c o n d e  r a i s o n  e s t  l e  f a i t  q u e  l a  c a r a c t é r i s a t i o n ,  l ’ i s o l a t i o n  p u i s  f i n a l e m e n t  l e  

c l o n a g e  d e s  e n z y m e s  h é p a t i q u e s  o n t  p e r m i s  d ’ e f f e c t u e r  d e s  é t u d e s  i n  v i t r o  q u i  é c l a i r e n t  

c e r t a i n s  m é c a n i s m e s  d ’ a c t i o n  [ 1 ] .  

L e  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  c o m p o s é s  m é d i c a m e n t e u x  p e u t  ê t r e  c a t é g o r i s é  s e l o n  l e s  

c o n s é q u e n c e s  s t é r é o c h i m i q u e s  q u e  l a  r é a c t i o n  i m p l i q u e  [ 3 6 ] .  

-  T r a n s f o r m a t i o n  d ’ u n e  m o l é c u l e  p o s s é d a n t  u n  c e n t r e  p r o c h i r a l  e n  u n e  m o l é c u l e  c h i r a l e .  

U n  c o m p o s é  a c h i r a l  p e u t  d e v e n i r  c h i r a l  p a r  l e  m é t a b o l i s m e ,  s o i t  d i r e c t e m e n t  s u r  u n  c e n t r e  

p r o c h i r a l  p a r  o x y d a t i o n  d u  s o u f r e ,  c o m m e  p a r  e x e m p l e  l ’ o x y d a t i o n  d e  l ’ a l b e n d a z o l e  

( A B Z )  e n  A B Z S O ,  s o i t  à  u n  e n d r o i t  p l u s  é l o i g n é ,  c o m m e  p o u r  l ’ o x y d a t i o n  a r o m a t i q u e  d e  

l a  p h é n y t o ï n e .   

-  T r a n s f o r m a t i o n  d ’ u n e  m o l é c u l e  c h i r a l e  e n  u n e  a u t r e  m o l é c u l e  c h i r a l e .  

C e t t e  t r a n s f o r m a t i o n  i m p l i q u e  d e s  r o u t e s  d i f f é r e n t e s  p o u r  l e  m é t a b o l i s m e  d e s  

é n a n t i o m è r e s ,  m a i s  s a n s  a l t é r a t i o n  d e  l a  s t é r é o c h i m i e  d e  l a  m o l é c u l e ,  c o m m e  p a r  e x .  p o u r  

l a  M E T  e t  l a  M Q .  

-  T r a n s f o r m a t i o n  d ’ u n e  m o l é c u l e  c h i r a l e  e n  u n  d i a s t é r é o i s o m è r e .  

U n  d i a s t é r é o i s o m è r e  p e u t  ê t r e  f o r m é  p a r  a d d i t i o n  d ’ u n  n o u v e a u  c e n t r e  c h i r a l  l o r s  d ’ u n e  

r é a c t i o n  d e  p h a s e  I  o u  p a r  g l u c u r o n i d a t i o n  s t é r é o s é l e c t i v e  l o r s  d e  r é a c t i o n  d e  p h a s e  I I .  

-  T r a n s f o r m a t i o n  d ’ u n  c e n t r e  c h i r a l  e n  u n  c e n t r e  a c h i r a l .  

C e t t e  s i t u a t i o n  p e u t  s u r v e n i r  l o r s  d e  l ’ o x y d a t i o n  d ’ u n  a l c o o l  s e c o n d a i r e  e n  c é t o n e s  c o m m e  

d a n s  l e  c a s  d e  l ’ o x y d a t i o n  d e  l ’ A B Z S O  e n  a l b e n d a z o l e  s u l f o n e  ( A B Z S O 2 ) .  

-  I n v e r s i o n  m é t a b o l i q u e  c h i r a l e  

C e t  a s p e c t  a  é t é  o b s e r v é  p o u r  l a  m o l é c u l e  d e  l a  t h a l i d o m i d e ,  p o u r  l a q u e l l e  u n e  

r a c é m i s a t i o n  b i o c h i m i q u e  a  é t é  o b s e r v é e  i n  v i t r o  e t  i n  v i v o .  C e  p h é n o m è n e  e s t   d é p e n d a n t  

d u  p H  e t  p o u r r a i t  s e  p r o d u i r e  p a r  s u b s t i t u t i o n  é l e c t r o p h i l e  d e  p r o t o n s  c o m m e  g r o u p e m e n t s  

e n t r a n t  e t  p a r t a n t  [ 3 7 a ] .  

 

1 . 2 . 3 .  L e s  e n z y m e s  h é p a t i q u e s  

L a  b i o t r a n s f o r m a t i o n  d e s  m é d i c a m e n t s  e s t  u n  p r o c e s s u s  c l é  d a n s  l e  p r o f i l  t h é r a p e u t i q u e  d e s  

s u b s t a n c e s  u t i l i s é e s  [ 3 4 ] .  L e  p r e m i e r  s t a d e  d e  b i o t r a n s f o r m a t i o n  e s t  l e  p r o c e s s u s  d e  
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m é t a b o l i s m e ,  d o n t  l e  s i t e  m a j e u r  s e  t r o u v e  d a n s  l e  f o i e  [ 3 4 ] .  C e  p r o c e s s u s  m é t a b o l i q u e  e s t  

c a t a l y s é  p r i n c i p a l e m e n t  p a r  u n e  s u p e r  f a m i l l e  d ’ h é m o p r o t é i n e s  a p p e l é e s  l e s  c y t o c h r o m e s  P -

4 5 0  ( C Y P 4 5 0 ) ,  d é j à  c i t é e s  a n t é r i e u r e m e n t .  L e  s é q u e n ç a g e  d e  c e s  p r o t é i n e s  c h e z  l e s  

e u c a r y o t e s  a  m o n t r é  u n e  m u l t i t u d e  d ’ i s o f o r m e s  d i f f é r e n t e s ,  d o n t  5 5  s o n t  h u m a i n e s  [ 3 4 ] .   

C e s  C Y P 4 5 0  s o n t  p r é s e n t s  d a n s  d i v e r s  t i s s u s ,  p .  e x .  l ’ i n t e s t i n ,  l e  p o u m o n ,  e t c . ,  m a i s  l a  p l u p a r t  

d e s  m é d i c a m e n t s  m é t a b o l i s é s  d a n s  l e  c o r p s  h u m a i n  s u b i s s e n t  l e u r  b i o t r a n s f o r m a t i o n  d a n s  l e  

r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  h é p a t i q u e  [ 3 4 ] .  C e s  C Y P 4 5 0  s o n t  c l a s s i f i é s  p a r  f a m i l l e s  ( 1 e r  

c h i f f r e ) ,  s o u s - f a m i l l e s  ( 1 è r e  l e t t r e )  e t  i s o f o r m e s  ( 2 è m e  c h i f f r e )  ;  t r o i s  d e  c e s  f a m i l l e s  ( C Y P 1 ,  

C Y P 2  e t  C Y P 3 )  s o n t  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  m a j e u r e  p a r t i e  d u  m é t a b o l i s m e  m é d i c a m e n t e u x  [ 3 4 ] .  

C e r t a i n e s  e n z y m e s  p r é s e n t e n t  d e s  p a r t i c u l a r i t é s :  l e  C Y P 1 A 1  p r é d o m i n e  e n  m i l i e u  e x t r a -

h é p a t i q u e ,  l e  C Y P 1 A 2  e s t  e x p r i m é  u n i v e r s e l l e m e n t  e t  l e  C Y P 3 A 4  e s t  l ’ i s o f o r m e  m a j e u r  c h e z  

l e s  a d u l t e s  [ 3 4 ] .  L e s  C Y P 2 C 9  e t  C Y P 2 C 1 9 ,  h o m o l o g u e s  à  9 1  % ,  o n t  l a  p a r t i c u l a r i t é  d e  f a i r e  

a p p a r a î t r e  l e u r s  p o l y m o r p h i s m e s  g é n é t i q u e s  d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  d e  l a  p l u p a r t  d e s  s u b s t r a t s .  

P o u r  l e  C Y P 2 C 1 9 ,  n o t a m m e n t  r e s p o n s a b l e  d e  l ’ h y d r o x y l a t i o n  e x t r ê m e m e n t  s t é r é o s é l e c t i v e  e n  

p o s i t i o n  4  d e  l a  s u b s t a n c e  a n t i - c o n v u l s a n t e  S - m é p h é n y t o ï n e ,  d u  m é t a b o l i s m e  d u  d i a z é p a m  e t  

d e  l ’ o m é p r a z o l e ,  d i f f é r e n t s  a l l è l e s  s o n t  c o n n u s  [ 3 6 ] .  L e  p h é n o t y p e  d e s  m é t a b o l i s e u r s  l e n t s  

( P M )  e s t  o b s e r v é  d a n s  m o i n s  d e  5  %  d e  l a  p o p u l a t i o n  c a u c a s i e n n e  e t  d a n s  1 0  à  2 0  %  d e s  

p o p u l a t i o n s  a s i a t i q u e s .  L a  n o t i o n  d e  m é t a b o l i s e u r  l e n t  ( P M )  s ’ o p p o s e  à  c e l l e  d e  m é t a b o l i s e u r  

r a p i d e  ( E M ) .  L e  C Y P 2 D 6  e s t  u n e  a u t r e  e n z y m e  c o n n u e  p o u r  s e s  m o d i f i c a t i o n s  g é n é t i q u e s  ;  

e l l e  m é t a b o l i s e  u n e  g r a n d e  v a r i é t é  d e  s u b s t a n c e s  m é d i c a m e n t e u s e s  c o m m e  p a r  e x .  l a  

v e n l a f a x i n e ,  l a  c o d é i n e ,  l e  t r a m a d o l  e t  l e  m é t o p r o l o l .  P o u r  c e t t e  e n z y m e ,  o n  r e n c o n t r e  a u s s i  

b i e n  d e s  m é t a b o l i s e u r s  l e n t s  ( i l s  r e p r é s e n t e n t  p a r  e x e m p l e  e n v i r o n  7  %  d e  l a  p o p u l a t i o n  

c a u c a s i e n n e )  q u e  d e s  m é t a b o l i s e u r s  u l t r a - r a p i d e s  [ 3 4 ] .   

D ’ a u t r e s  e n z y m e s  c o n t r i b u e n t  a u  m é t a b o l i s m e  e t  s o n t  l o c a l i s é e s  d a n s  l e  r é t i c u l u m  

e n d o p l a s m i q u e  d e  p l u s i e u r s  t i s s u s  t e l s  q u e  l e  f o i e ,  l e  p o u m o n ,  l e  r e i n ,  e t  l a  p e a u .  E l l e s  s o n t  

n o m m é e s  f l a v i n e s  m o n o o x y g é n a s e s  ( F M O )  e t  l e u r  d i f f é r e n c e  a v e c  l e  C Y P 4 5 0  e s t  l e u r  

m é c a n i s m e  c a t a l y t i q u e  [ 1 ,  p .  6 1 ] .  

P l u s i e u r s  p r é p a r a t i o n s  h é p a t i q u e s  s o n t  u t i l i s é e s  p o u r  é t u d i e r  l e s  b i o t r a n s f o r m a t i o n s  i n  v i t r o ,  

l e s  p l u s  f r é q u e m m e n t  u t i l i s é e s  s o n t  l e s  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s ,  q u i  s o n t  d e s  v é s i c u l e s  f e r m é e s  

d e  f r a g m e n t s  d e  r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  [ 3 3 ] .  P l u s  r é c e m m e n t ,  l a  t e c h n o l o g i e  g é n é t i q u e  a  

r e n d u  p o s s i b l e  l a  p r o d u c t i o n  d e  c e l l u l e s  d ’ i n s e c t e s  i n f e c t é e s  p a r  d e s  v i r u s  c o n t e n a n t  l e  

g é n o m e  d ’ u n  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  h u m a i n .  C e s  p r é p a r a t i o n s  s o n t  b e a u c o u p  p l u s  a c t i v e s  q u e  d e s  

m i c r o s o m e s  p r é p a r é s  à  p a r t i r  d e  t i s s u s  v i v a n t s  e t  d o n n e n t  l a  p o s s i b i l i t é  d ’ i n c u b e r  u n  p r i n c i p e  

a c t i f  a v e c  u n  s e u l  c y t o c h r o m e .  P o u r  s a  p a r t ,  l e  m é l a n g e  d e  d i f f é r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  
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e n z y m a t i q u e s  p e r m e t t r a i t  d e  m i m e r  l a  c o m b i n a i s o n  d e  l e u r  e f f e t s  s a n s  r e c o u r i r  à  d e s  

m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s .  L ’ i n c u b a t i o n  d ’ u n  p r i n c i p e  a c t i f  p a r  c e s  p r o c e s s u s  e n z y m a t i q u e s  

p r o d u i t  u n  o u  p l u s i e u r s  m é t a b o l i t e s  q u i  v o n t  p o u v o i r  ê t r e  a n a l y s é s  o u  s u b i r  u n e  s e c o n d e  é t a p e  

m é t a b o l i q u e .   

 

1 . 3 .  S é p a r a t i o n  d e  m o l é c u l e s  c h i r a l e s  

 

1 . 3 . 1 .  In t r o d u c t i o n  

H i s t o r i q u e m e n t ,  l a  p r e m i è r e  m o l é c u l e  c h i r a l e  d o n t  l e  m é l a n g e  r a c é m i q u e  a  é t é  d é d o u b l é  e n  

s e s  d e u x  é n a n t i o m è r e s  e s t  l ’ a c i d e  t a r t r i q u e .  E n  1 8 4 8 ,  L o u i s  P a s t e u r  d é c o u v r i t  q u e  l e  s e l  

s o d i c o - a m m o n i q u e  d e  l ’ a c i d e  t a r t r i q u e  c r i s t a l l i s e  e n  d e u x  f o r m e s  h é m i h é d r a l e s  s i m i l a i r e s .  L a  

s é p a r a t i o n  d e s  d e u x  t y p e s  d e  c r i s t a u x ,  p u i s  l e u r  m i s e  e n  s o l u t i o n  m o n t r a  q u e  c e s  d e r n i e r s  

p o s s è d e n t  u n e  a c t i v i t é  o p t i q u e  e n  s e n s  o p p o s é ,  t a n d i s  q u e  l a  s o l u t i o n  d ’ u n  m é l a n g e  é g a l  d e s  

d e u x  s o r t e s  d e  c r i s t a u x  n e  p r é s e n t e n t  p a s  d ’ a c t i v i t é  o p t i q u e .  C e s  o b s e r v a t i o n s  p e r m i r e n t  à  

V a n ’ t  H o f f  e t  L e  B e l  d e  d é f i n i r  q u e l q u e s  a n n é e s  p l u s  t a r d  l a  s t r u c t u r e  t r i d i m e n s i o n n e l l e  d e s  

m o l é c u l e s  [ 4 ] .  A v a n t  q u e  l e s  t e c h n i q u e s  m o d e r n e s  n e  s e  d é v e l o p p e n t ,  l a  r é s o l u t i o n  d e s  

é n a n t i o m è r e s  s e  f o n d a i t  s u r  l a  d i f f é r e n c e  d e s  p r o p r i é t é s  p h y s i q u e s  d e s  d i a s t é r é o i s o m è r e s .  

D a n s  l e  c a s  d ’ u n e  f o r m a t i o n  d e  d i a s t é r é o i s o m è r e s  à  p a r t i r  d u  m é l a n g e  r a c é m i q u e  p a r  

l ’ a c c r o c h a g e  d ’ u n e  e n t i t é  é n a n t i o m é r i q u e m e n t  p u r e  s u r  l e s  é n a n t i o m è r e s ,  l e s  f o r m e s  R  o u  S  

d u  m é l a n g e  i n i t i a l  p e u v e n t  ê t r e  s é p a r é e s  p a r  c r i s t a l l i s a t i o n  f r a c t i o n n é e ,  d i s t i l l a t i o n  o u  

c h r o m a t o g r a p h i e  [ 4 ] .  L ’ u t i l i s a t i o n  d e  c e t t e  m é t h o d e  a  d i m i n u é  d a n s  l a  d e u x i è m e  m o i t i é  d u  

v i n g t i è m e  s i è c l e ,  p é r i o d e  a u  c o u r s  d e  l a q u e l l e  l e  d é v e l o p p e m e n t  c o m m e r c i a l  d e s  p h a s e s  

s t a t i o n n a i r e s  p o u r  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  ( G C )  e t  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  l i q u i d e  à  

h a u t e  p e r f o r m a n c e  ( H P L C )  a  p e r m i s  d ’ a m é l i o r e r  l e s  s é p a r a t i o n s  c h i r a l e s .  L e s  a m é l i o r a t i o n s  

o n t  p a r  l a  s u i t e  p e r m i s  l ’ i n t r o d u c t i o n  d e  c e s  p h a s e s  s t a t i o n n a i r e s  e n  a n a l y s e  d e  r o u t i n e  a i n s i  

q u e  l e  d é v e l o p p e m e n t  d ’ a u t r e s  m é t h o d e s  t e l l e s  q u e  l ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  ( C E )  o u  

l ’ é l e c t r o c h r o m a t o g r a p h i e  c a p i l l a i r e  ( C E C )  [ 3 ] .  L e s  m é t h o d e s  p r é p a r a t i v e s  m o d e r n e s  s e  b a s e n t  

e n  p a r t i e  e n c o r e  s u r  l a  s é p a r a t i o n  d e  d i a s t é r é o i s o m è r e s .  

U n e  é t u d e  d e  B r e s s o l l e  e t  a l .  a  c o m p a r é ,  i l  y  a  q u e l q u e s  a n n é e s ,  l e s  s é p a r a t i o n s  c h i r a l e s  à  

l ’ a i d e  d e  C D  e n  H P L C  e t  e n  C E  [ 3 8 ] .  L ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  p r é s e n t a i t  l e s  a v a n t a g e s  

s u i v a n t s  :  l e s  v o l u m e s  d ’ é c h a n t i l l o n  e t  d e  s o l u t i o n  t a m p o n  n é c e s s a i r e s  s o n t  p l u s  f a i b l e s  q u ’ e n  

H P L C ,  l e  s é l e c t e u r  c h i r a l  e s t  s o u v e n t  d i s s o u s  d a n s  l a  s o l u t i o n  t a m p o n ,  c e  q u i  e s t  m o i n s  c h e r  
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q u e  l e s  c o l o n n e s  H P L C  c h i r a l e s ,  l e s  r é s o l u t i o n s  s o n t  m e i l l e u r e s ,  e t  l e  c a p i l l a i r e  e s t  é q u i l i b r é  

e n  q u e l q u e s  m i n u t e s .  Q u a n t  a u x  i n c o n v é n i e n t s ,  i l s  r é s i d e n t  e n  u n e  l i m i t e  d e  d é t e c t i o n  p l u s  

f a i b l e  e t  e n  u n  n o m b r e  m o i n s  é l e v é  d e  p o s s i b i l i t é s  d e  s é p a r a t i o n s  p r é p a r a t i v e s  [ 3 8 ] .  

E n  2 0 0 1 ,  B l a s c h k e  e t  a l .  d é c r i v a i e n t  l e s  f u t u r e s  t e n d a n c e s  d e  d i f f é r e n t e s  m é t h o d e s  

d ’ é l e c t r o m i g r a t i o n  c a p i l l a i r e  c h i r a l e s  [ 3 9 ] .  D a n s  l a  m ê m e  p é r i o d e ,  l e s  d é v e l o p p e m e n t s  r é c e n t s  

d e s  s é p a r a t i o n s  é n a n t i o m é r i q u e s  e n  é l e c t r o c h r o m a t o g r a p h i e  c a p i l l a i r e  o n t  é t é  d é c r i t s  p a r  

F a n a l i  e t  a l .  [ 4 0 ] .  L e s  a p p l i c a t i o n s  d e  c e s  a n a l y s e s  c h i r a l e s  d e  c o m p o s é s  m é d i c a m e n t e u x  d a n s  

d e s  f l u i d e s  b i o l o g i q u e s ,  d e s  c h e v e u x  o u  d e s  i n c u b a t i o n s  m i c r o s o m a l e s  p e u v e n t ,  q u a n t  à  e l l e s ,  

p e r m e t t r e  l ’ é l u c i d a t i o n  d e  m é t a b o l i s m e s  s t é r é o s é l e c t i f s ,  d e s  é v a l u a t i o n s  p h a r m a c o c i n é t i q u e s ,  

o u  s o n t  s i m p l e m e n t  d ’ i n t é r ê t  t o x i c o l o g i q u e  [ 4 1 - 4 8 ] .  

 

1 . 3 . 2 .  L ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  ( C E)  

 

1.3.2.1. Principes fondamentaux de l’électrophorèse capillaire 

L a  C E  e s t  u n e  m é t h o d e  a n a l y t i q u e  q u i  p e r m e t  d e  s é p a r e r  l e s  m o l é c u l e s  e n  s o l u t i o n  s o u s  

l ’ i n f l u e n c e  d ’ u n  c h a m p  é l e c t r i q u e ,  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r s  d i f f é r e n t e s  m o b i l i t é s .  L a  m o b i l i t é  

e f f e c t i v e  d ’ u n e  s u b s t a n c e  d é p e n d  d e  s a  t a i l l e  e t  d e  s a  c h a r g e .  L e s  s é p a r a t i o n s  s e  f o n t  d a n s  d e s  

c a p i l l a i r e s  d e  s i l i c e  f o n d u e  d o n t  l e  d i a m è t r e  i n t e r n e  ( I . D . )  e s t  c o m p r i s  e n t r e  2 0  e t  1 0 0  µm  e t  l a  

l o n g u e u r ,  e n t r e  1 0  e t  1 0 0  c m .  L ’ é c h a n t i l l o n  e s t  i n t r o d u i t  d a n s  l e  c a p i l l a i r e  d e  f a ç o n  

h y d r o d y n a m i q u e  ( p a r  p r e s s i o n ,  a s p i r a t i o n  o u  e f f e t  s i p h o n )  o u  é l e c t r o c i n é t i q u e  e n  a p p l i q u a n t  

u n e  t e n s i o n .  Q u e l q u e s  d i z a i n e s  d e  m i c r o l i t r e s  d ’ é c h a n t i l l o n  s o n t  n é c e s s a i r e s  p o u r  l ’ i n j e c t i o n  

d e  l ’ é c h a n t i l l o n  e t  s e u l e  u n e  d i z a i n e  d e  n a n o l i t r e s  s e r a  i n j e c t é e  e t  u t i l i s é e  p o u r  l a  m e s u r e .  E n  

m o d e  n o r m a l ,  l ’ a n o d e  s e  t r o u v e  d u  c ô t é  d e  l ’ i n j e c t e u r  e t  l a  c a t h o d e  v e r s  l e  d é t e c t e u r ,  v o i r  f i g .  

7 .  P o u r  f e r m e r  l e  c i r c u i t  é l e c t r i q u e ,  l e  c a p i l l a i r e  a i n s i  q u e  l e s  r é c i p i e n t s  à  l ’ a n o d e  e t  à  l a  

c a t h o d e  s o n t  r e m p l i s  d ’ u n  l i q u i d e  c o n t e n a n t  u n  é l e c t r o l y t e .  L a  s é p a r a t i o n  d e s  c o m p o s é s  

a d v i e n t  l o r s  d e  l a  m i s e  s o u s  t e n s i o n  d u  s y s t è m e .  L a  d é t e c t i o n  e n  C E  s e  f a i t  s o u v e n t  o n -

c o l u m n ,  d i r e c t e m e n t  d a n s  l e  c a p i l l a i r e  d e  s é p a r a t i o n .  L e  c a p i l l a i r e ,  c o n s t i t u é  d e  s i l i c e  f o n d u e  

t r a n s p a r e n t e  a u x  U V / V I S ,  e s t  r e c o u v e r t  p a r  u n  f i l m  d e  p r o t e c t i o n  e n  p o l y i m i d e  q u i  p e u t  ê t r e  

r e t i r é  a f i n  d e  c r é e r  u n e  f e n ê t r e  d e  d é t e c t i o n .  P a r  c o n s é q u e n t ,  l a  d é t e c t i o n  d e s  m o l é c u l e s  s e  f a i t  

l o r s  d e  l e u r  m i g r a t i o n  à  t r a v e r s  c e t t e  f e n ê t r e  [ 4 9 ] .  
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Fig. 7  :  S c h é m a  s im p l e  d e  l ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p il l a ir e . 

 

Q u e l q u e s  c o n s i d é r a t i o n s  c o n c e r n a n t  l a  m i g r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e  p e r m e t t e n t  d e  m i e u x  

c o m p r e n d r e  l e s  p r i n c i p e s  f o n d a m e n t a u x  d e  l a  C E .  C e l l e - c i  s e  b a s e  s u r  l a  v i t e s s e  d e  m i g r a t i o n  

d ’ u n e  p a r t i c u l e  c h a r g é e  s o u m i s e  à  u n  c h a m p  é l e c t r i q u e .  L a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  o u  

m o b i l i t é  a p p a r e n t e  ( µ a p p )  d e  l a  p a r t i c u l e  d é p e n d  d e  l a  f o r c e  d u  c h a m p  é l e c t r i q u e  ( E )  e t  d e  l a  

v i t e s s e  ( v )  à  l ’ i n t é r i e u r  d e  c e  c h a m p :  
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L a  v i t e s s e  d e  l a  p a r t i c u l e  e s t  d é t e r m i n é e  e n  d i v i s a n t  l a  l o n g u e u r  e f f e c t i v e  ( L e f f )  d u  c h e m i n  

p a r c o u r u  j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r  p a r  l e  t e m p s  d e  m i g r a t i o n  d u  p i c  ( t m )  [ 4 9 ] .  C e t t e  m o b i l i t é  

a p p a r e n t e  ( µ a p p )  e s t  l a  s o m m e  d e  l a  m o b i l i t é  e f f e c t i v e  ( µ e f f )  e t  d e  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o - o s m o t i q u e  

( µ E O F )  [ 5 0 ,  p .  6 ] :  
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L a  m o b i l i t é  e f f e c t i v e  d e  l a  p a r t i c u l e  e s t  d é f i n i e  p a r  s a  c h a r g e  e t  s a  t a i l l e .  U n  i o n  p l u s  p e t i t  

m i g r e  p l u s  v i t e  q u ’ u n  i o n  d e  g r a n d e  t a i l l e  p o s s é d a n t  l a  m ê m e  c h a r g e .  A i n s i ,  p a r  l a  d i f f é r e n c e  
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d e  m o b i l i t é  a p p a r e n t e ,  l a  s é p a r a t i o n  d e s  c o m p o s a n t s  d ’ u n  é c h a n t i l l o n  e s t  p o s s i b l e .  L a  m o b i l i t é  

é l e c t r o - o s m o t i q u e ,  q u a n t  à  e l l e ,  d é p e n d  d u  f l u x  é l e c t r o - o s m o t i q u e .  

L e  c a p i l l a i r e  é t a n t  c o n s t i t u é  d e  s i l i c e  f o n d u e ,  s a  s u r f a c e  i n t e r n e  e s t  r e c o u v e r t e  d e  g r o u p e m e n t s  

s i l a n o l s .  E n  p H  b a s i q u e ,  l e s  g r o u p e m e n t s  s i l a n o l s  d é p r o t o n é s  v o n t  a t t i r e r  d e s  c a t i o n s  à  l a  

s u r f a c e  i n t e r n e  d u  c a p i l l a i r e  e t  p a r  c o n s é q u e n t  c r é e r  u n  p o t e n t i e l  d e  s u r f a c e  n o m m é  p o t e n t i e l  

z é t a .  L e s  c a t i o n s  r a s s e m b l é s  à  l a  s u r f a c e  d u  c a p i l l a i r e  l o r s  d e  l ’ a p p l i c a t i o n  d ’ u n  p o t e n t i e l  v o n t  

s e  m e t t r e  à  m i g r e r  v e r s  l a  c a t h o d e  e t  c r é e r  u n  f l u x  q u i  e n t r a î n e  l e  l i q u i d e  à  l ’ i n t é r i e u r  d u  

c a p i l l a i r e .  C e  f l u x  e s t  a p p e l é  f l u x  é l e c t r o - o s m o t i q u e  ( E O F ) .  L a  m o b i l i t é  é l e c t r o - o s m o t i q u e  

d é p e n d  d u  p o t e n t i e l  z é t a ,  d e  l a  c o n s t a n t e  d i é l e c t r i q u e  e t  d e  l a  v i s c o s i t é  d u  s y s t è m e  t a m p o n  

[ 5 0 ,  p .  5 ] .  L e  p r o f i l  d e  l ’ E O F ,  e x t r ê m e m e n t  p l a t ,  e s t  n o m m é  p r o f i l  p l u g  f l o w ,  v o i r  f i g .  8 .  L e  

f a i t  q u ’ i l  s o i t  e x t r ê m e m e n t  p l a t  e n t r a î n e  u n e  d i f f u s i o n  d e  z o n e  m o i n s  i m p o r t a n t e  q u ’ a v e c  u n  

p r o f i l  d e  P o i s e u i l l e ,  c r é é  p a r  u n e  d i f f é r e n c e  d e  p r e s s i o n .  L ’ E O F  v a  p e r m e t t r e  d e  d é t e c t e r  n o n  

s e u l e m e n t  l e s  m o l é c u l e s  c h a r g é e s  p o s i t i v e m e n t  m a i s  é g a l e m e n t  l e s  s u b s t a n c e s  n e u t r e s  e t  

a n i o n i q u e s .  S o n  p r o f i l  p l a t  e s t  d è s  l o r s  u n  a v a n t a g e  e t  p e r m e t  u n e  g r a n d e  e f f i c a c i t é  [ 4 9 ] .  

 

Fig 8  :  R e p r é s e n t a t io n  d ’ u n  p r o f il  gé n é r é  p a r  l a  p r e s s io n  ( A )  e t  d ’ u n  p r o f il  p l a t  id é a l  d a n s  l e  c a s  d e  

l ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p il l a ir e  ( B ) . ∆ p  e s t  l a  d if f é r e n c e  d e  p r e s s io n  e t  ∆ E  e s t  l a  d if f é r e n c e  d e  c h a m p  

é l e c t r iq u e . 

 

L a  p o s s i b i l i t é  d e  s é p a r a t i o n  d e  s u b s t a n c e s  p e u t  e n  p r i n c i p e  ê t r e  é v a l u é e  p a r  l e u r  d i f f é r e n c e  d e  

m o b i l i t é  [ 5 1 ,  p .  5 8 ] .  U n e  e s t i m a t i o n  s i m p l e  p e u t  ê t r e  e f f e c t u é e  e n  s e  f o n d a n t  s u r  l a  d i f f é r e n c e  

r e l a t i v e  d e  m o b i l i t é  e t  s u r  l a  l a r g e u r  d e  l a  z o n e  d e  l ’ é c h a n t i l l o n  i n j e c t é  d a n s  l e  c a p i l l a i r e .  D a n s  

l e  c a s  i d é a l  l a  z o n e  e s t  c o n s i d é r é e  c o m m e  u n e  c o u r b e  g a u s s i e n n e ,  p a r  c o n s é q u e n t  s y m é t r i q u e  

[ 5 1 ] .  L a  r é s o l u t i o n  d e  d e u x  p i c s  v o i s i n s  p e u t  ê t r e  d é f i n i e  c o m m e  l e  r a p p o r t  d e  l a  d i s t a n c e  

m u t u e l l e  s u r  l a  l a r g e u r  m o y e n n e  d e  l a  z o n e .  P r a t i q u e m e n t ,  l a  r é s o l u t i o n  ( R s )  s e  c a l c u l e  p a r  l e  

r a p p o r t  d e  l a  d i f f é r e n c e  d e s  t e m p s  d e  d é t e c t i o n  t i  s u r  l a  s o m m e  d e s  z o n e s  à  l a  b a s e  d u  p i c  

( w i )  :   
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L e s  p i c s  o b t e n u s  s o n t  r a r e m e n t  s y m é t r i q u e s ,  e t  l e u r  r é s o l u t i o n  p e u t  p a r  e x e m p l e  ê t r e  c a l c u l é e  

d ’ a p r è s  l e s  p a r a m è t r e s  d e  l ’ é l e c t r o p h é r o g r a m m e  p r é s e n t é  d a n s  l a  f i g .  9 .  L a  l a r g e u r  d e  l a  b a s e  

d e s  p i c s  e s t  o b t e n u e  p a r  l e u r  m e s u r e  s u r  p a p i e r  e n  c m  o u  d ’ a p r è s  l e s  p a r a m è t r e s  d ’ é v a l u a t i o n  

o b t e n u s  à  l ’ a i d e  d u  p r o g r a m m e  i n f o r m a t i q u e  u t i l i s é  ;  l e s  t i  s o n t  l e s  t e m p s  d e  d é t e c t i o n ,  a u  

m a x i m u m  d u  p i c ,  o b t e n u s  g r â c e  a u  p r o g r a m m e  d ’ é v a l u a t i o n  d e  l ’ a p p a r e i l  d e  m e s u r e .  

 

Fig. 9  :  R e p r é s e n t a t io n  d e s  p a r a m è t r e s  u t il is é s  p o u r  l e  c a l c u l  d u  R s  p a r  l ’ é l e c t r o p h é r o gr a m m e  d ’ u n e  

s o l u t io n  s t a n d a r d  d ’ A B Z S O  ( 5 0  µ g/ m l )  a n a l y s é e  à  l ’ a id e  d ’ u n  s y s t è m e  t a m p o n  T r is  d e  p H  7  c o n t e n a n t  

3  %  d e  s u l f a t e d  β - C D . D a n s  l e  c a s  d e  c e t  é l e c t r o p h é r o gr a m m e ,  o n  o b t ie n t  u n  R s  d e  1.5 2 . 

 

C e t t e  f o r m u l e  p e u t  s ’ a p p l i q u e r  p o u r  l e  c a l c u l  d e  l a  s é p a r a t i o n  d e  d e u x  é n a n t i o m è r e s ,  c o m m e  

p r é s e n t é  c i - d e s s u s ,  a i n s i  q u e  d e  d e u x  c o m p o s é s  d i f f é r e n t s .  L a  s é p a r a t i o n  d e  d e u x  p i c s  e s t  

d é f i n i e  c o m m e  t o t a l e  l o r s q u e  l e  R s  e s t  ≥  1 . 4 .  L ’ e x e m p l e  d e  l a  f i g .  9  p r é s e n t e  d o n c  u n e  

s é p a r a t i o n  t o t a l e ,  m a l g r é  u n  e f f e t  a p p e l é  f r o n t i n g  d û  à  u n e  m o b i l i t é  d u  T r i s  p l u s  f a i b l e  q u e  

c e l l e  d e  l ’ A B Z S O .  L ’ i n v e r s e  d u  f r o n t i n g  e s t  l e  t a i l i n g  ;  s o n  e f f e t  e s t  p r é s e n t  d a n s  l e  c a s  o ù  l a  

m o b i l i t é  d u  i o n  p r é s e n t  d a n s  l e  s y s t è m e  t a m p o n  e s t  p l u s  g r a n d e  q u e  c e l l e  d u  c o m p o s é  à  

a n a l y s e r .  C e s  e f f e t s  d o n n e n t  d e s  f o r m e s  a s y m é t r i q u e s  a u x  p i c s  d é t e c t é s .  
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L ’ a p p l i c a t i o n  d e  l ’ é l e c t r o p h o r è s e  s o u s  s a  f o r m e  l a  p l u s  s i m p l e  e s t  n o m m é e  é l e c t r o p h o r è s e  

c a p i l l a i r e  d e  z o n e  ( C Z E ) .  D a n s  c e  c a s  s e u l  l ’ é c h a n t i l l o n  f o r m e  u n e  z o n e  d e  d i s c o n t i n u i t é  d a n s  

l e  s y s t è m e ,  t a n d i s  q u e  l e  s y s t è m e  t a m p o n ,  l a  v a l e u r  d u  p H  e t  l a  f o r c e  d u  c h a m p  é l e c t r i q u e  s o n t  

c o n s t a n t s  d a n s  l e  r e s t e  d u  c a p i l l a i r e  [ 4 9 ] .  L ’ é c h a n t i l l o n  c o n t e n a n t  l e s  d i f f é r e n t s  a n a l y t e s ,  q u i  

d a n s  l e  c a s  p r é s e n t  e s t  c o n s t i t u é  d e  p r o d u i t s  p h a r m a c e u t i q u e s ,  e s t  i n t r o d u i t  d a n s  u n e  z o n e  

d é f i n i e  à  l ’ e m b o u c h u r e  d u  c a p i l l a i r e .  L e s  a n a l y t e s  e n  t a n t  q u e  c o m p o s é s  p h a r m a c e u t i q u e s  

p o s s è d e n t  p r i n c i p a l e m e n t  d e s  g r o u p e m e n t s  a c i d e s  e t / o u  b a s i q u e s  f a i b l e s .  D a n s  c e  c a s ,  l a  

v a l e u r  d u  p H  e s t  n o n  s e u l e m e n t  i m p o r t a n t e  p o u r  l e  E O F ,  m a i s  é g a l e m e n t  p o u r  l a  c h a r g e  d e  l a  

p a r t i c u l e  à  a n a l y s e r .  L e  p K a  d e  l a  m o l é c u l e  d o n n e r a  l e  d e g r é  d e  d i s s o c i a t i o n  d e  l a  m o l é c u l e  

d a n s  l e  s y s t è m e  t a m p o n  u t i l i s é .  D e  c e  f a i t ,  l a  m o b i l i t é  e f f e c t i v e  d e  l a  p a r t i c u l e  d é p e n d r a  d u  

d e g r é  d e  d i s s o c i a t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  g r o u p e m e n t  c h i m i q u e s  a u  p H  u t i l i s é  [ 5 2 ,  p .  6 8 ] .  A i n s i  l a  

s é p a r a t i o n  d e s  a n a l y t e s ,  d u e  à  l e u r s  m o b i l i t é s  d i f f é r e n t e s  d é p e n d a n t  d e  l e u r  t a i l l e  e t  d e  l e u r  

c h a r g e ,  p a r  c o n s é q u e n t  d u  p H ,  f o r m e r a  d e s  z o n e s  d a n s  l e s q u e l l e s  s e  t r o u v e r o n t  l e s  m o l é c u l e s  

i d e n t i q u e s .  L e u r  m i g r a t i o n  à  t r a v e r s  l e  c a p i l l a i r e  p e r m e t t r a  l e u r  d é t e c t i o n  l o r s  d e  l e u r  p a s s a g e  

d e v a n t  l e  d é t e c t e u r ,  q u i  p e u t  p a r  e x e m p l e  ê t r e  u n  d é t e c t e u r  U V / V I S  o u  d e  f l u o r e s c e n c e  s e l o n  

l e  s c h é m a  p r é s e n t é  p a r  l a  f i g .  7  [ 4 9 ] .  

D ’ a u t r e s  f o r m e s  d ’ é l e c t r o p h o r è s e  p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é e s ,  c o m m e  l ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  

é l e c t r o c i n é t i q u e  m i c e l l a i r e  ( M E C C )  p a r  a d d i t i o n  d ’ u n  d é t e r g e n t ,  l a  p l u p a r t  d u  t e m p s  d u  

s o d i u m  d o d é c y l  s u l f a t e  ( S D S ) ,  d a n s  l e  s y s t è m e  t a m p o n .  E n  M E C C ,  l a  s é p a r a t i o n  d e s  a n a l y t e s  

d é p e n d  d e  l e u r  m o b i l i t é  e f f e c t i v e  e t  d e  l e u r s  i n t e r a c t i o n s  a v e c  l e s  m i c e l l e s .  L ’ é l e c t r o p h o r è s e  

c a p i l l a i r e  s u r  g e l  ( C G E )  e s t  u n e  f o r m e  d e  C E  c o n t e n a n t  u n  p o l y m è r e  d a n s  l e  s y s t è m e  t a m p o n .  

L a  v i s c o s i t é  e t  l ’ e f f e t  d e  f i l t r e  d u  s y s t è m e  t a m p o n  s o n t  i n f l u e n c é s  p a r  l e  p o l y m è r e  u t i l i s é .  L a  

s é p a r a t i o n  d e s  a n a l y t e s  e n  C G E  r é s u l t e  d e s  e f f e t s  d e  l ’ é l e c t r o p h o r è s e  e t  d e  l a  p e r m é a t i o n  s u r  

g e l .  U n e  q u a t r i è m e  s o r t e  d e  C E  e s t  l ’ é l e c t r o p h o r è s e  à  f o c a l i s a t i o n  i s o é l e c t r i q u e  ( C I E F ) ,  

u t i l i s é e  p o u r  l a  s é p a r a t i o n  d e s  c o m p o s é s  a m p h o t è r e s ,  c o m m e  l e s  p r o t é i n e s  o u  l e s  p e p t i d e s .  L a  

c r é a t i o n  d ’ u n  g r a d i e n t  d e  p H  p e r m e t  l a  s é p a r a t i o n  d e s  a m p h o t è r e s  p a r  l e u r  p I ,  p o i n t  a u q u e l  l a  

m i g r a t i o n  d e s  c o m p o s é s  e s t  b l o q u é e  p a r  l a  n e u t r a l i t é  d e  l e u r  c h a r g e .  L ’ i s o t a c h o p h o r è s e  ( I T P ) ,  

q u a n t  à  e l l e ,  e s t  u n  p r o c é d é  q u i  r e p o s e  s u r  l a  d i s c o n t i n u i t é  d e s  s y s t è m e s  t a m p o n s .  C o m m e  

d e r n i e r  e x e m p l e  d e  C E ,  l ’ é l e c t r o c h r o m a t o g r a p h i e  c a p i l l a i r e  ( C E C )  c o m b i n e  l e s  p r i n c i p e s  d e  

s é p a r a t i o n  d e  l ’ H P L C  e t  d e  l a  C E  [ 4 9 ] .  E l l e  s e  f a i t  à  l ’ a i d e  d ’ u n  c a p i l l a i r e  à  t u b e  o u v e r t  g r e f f é  

o u  r e m p l i ,  e t  d e  s o l v a n t s  a q u e u x  o u  o r g a n i q u e s  [ 4 0 ] .   

L e s  d i f f é r e n t e s  t e c h n i q u e s  m e n t i o n n é e s  c i - d e s s u s  n é c e s s i t e n t  u n  v o l u m e  r e l a t i v e m e n t  

i m p o r t a n t  d ’ é c h a n t i l l o n ,  d e  l ’ o r d r e  d e  q u e l q u e s  d i z a i n e s  d e  m i c r o l i t r e s  s e l o n  l ’ i n s t r u m e n t  

u t i l i s é .  L e s  é c h a n t i l l o n s  d ’ o r i g i n e  b i o l o g i q u e  d e  f a i b l e  v o l u m e  o n t  f a v o r i s é  l e  d é v e l o p p e m e n t  
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d e s  m i c r o s y s t è m e s .  L a  C Z E  e t  l a  C G E  s o n t  d e s  m é t h o d e s  q u i  o n t  é t é  a d a p t é e s  à  c e s  

m i c r o s y s t è m e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s .  L ’ a v a n t a g e  d e s  m i c r o é l e c t r o p h o r è s e s ,  a u s s i  a p p e l é e s  c h i p s ,  

e s t  l a  r a p i d i t é  d e  l ’ a n a l y s e  e t  l e s  p e t i t s  v o l u m e s  d ’ é c h a n t i l l o n  n é c e s s a i r e s  [ 5 3 - 5 5 ] .  

 

1.3.2.2. L es sélecteurs chiraux  

L e s  é n a n t i o m è r e s  s o n t  d e s  c o m p o s é s  d o n t  l e s  p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  s o n t  i d e n t i q u e s  e t  

q u e  s e u l  u n  e n v i r o n n e m e n t  c h i r a l  e s t  à  m ê m e  d e  d i s t i n g u e r .  L ’ u t i l i s a t i o n  d ’ u n  s é l e c t e u r  c h i r a l  

o p t i q u e m e n t  a c t i f  d a n s  l e  m i l i e u  p e u t  f o r m e r  u n  c o m p l e x e  d i a s t é r é o i s o m é r i q u e  s t a b l e  a v e c  l e s  

é n a n t i o m è r e s .  C o m m e  l a  c o n s t a n t e  d e  s t a b i l i t é  d i f f è r e  p o u r  l e s  c o m p l e x e s  d e s  d e u x  

d i a s t é r é o i s o m è r e s  e t  q u e  l e u r s  p r o p r i é t é s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  d i f f è r e n t ,  l e s  é n a n t i o m è r e s  

p o u r r o n t  ê t r e  s é p a r é s  [ 4 9 ,  5 6 ] .   

E n  C E ,  l e s  s é p a r a t i o n s  c h i r a l e s  s o n t  p o s s i b l e s  p a r  l ’ u t i l i s a t i o n  d ’ u n  s é l e c t e u r  c h i r a l .  S e l o n  l e s  

m é t h o d e s  d é c r i t e s  c i - d e s s u s ,  l e  s é l e c t e u r  c h i r a l  e s t  s o i t  s o l u b i l i s é  d a n s  l e  s y s t è m e  t a m p o n ,  s o i t  

f i x é  à  l a  p a r o i  d u  c a p i l l a i r e  o u  s u r  u n e  m a t r i c e  [ 3 9 ,  4 0 ,  5 7 ] .  L e s  c y c l o d e x t r i n e s  ( C D ) ,  l e s  s e l s  

b i l i a i r e s ,  l e  S D S  e n  c o m b i n a i s o n  a v e c  d e s  C D ,  l e s  a n t i b i o t i q u e s  m a c r o c y c l i q u e s  [ 5 8 ] ,  a i n s i  

q u e  l e s  é t h e r s  d e  c o u r o n n e  [ 5 9 ] ,  s o n t  q u e l q u e s  c l a s s e s  d e  s é l e c t e u r s  c h i r a u x  u t i l i s é s  e n  C E  

[ 4 9 ] .  L a  r é s o l u t i o n  c h i r a l e  d e s  é n a n t i o m è r e s  v a r i e  a v e c  l a  c o n c e n t r a t i o n  d u  s é l e c t e u r  c h i r a l .  

A v e c  u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  l a  r é s o l u t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  p e u t  a u g m e n t e r ,  

d i m i n u e r  o u  c r o î t r e  v e r s  u n  m a x i m u m  a v a n t  d e  d é c r o î t r e  à  n o u v e a u  [ 5 7 ] .   

L e s  b a s e s  d e  P i r k l e  s o n t  d e s  s é l e c t e u r s  c h i r a u x  f r é q u e m m e n t  u t i l i s é s  e n  H P L C  p o u r  l a  

s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  d ’ u n e  l a r g e  g a m m e  d ’ i s o m è r e s  o p t i q u e s  d o n t  l e s  a l c o o l s  e t  l e s  

s u l f o x y d e s  f o n t  p a r t i e .  L a  r e c o n n a i s s a n c e  c h i r a l e  e s t  b a s é e  e n  p r e m i e r  l i e u  s u r  l e s  i n t e r a c t i o n s  

é l e c t r o s t a t i q u e s  e n t r e  g r o u p e m e n t s  c h a r g é s ,  p u i s  s e c o n d a i r e m e n t  p a r  d e s  i n t e r a c t i o n s  

d ’ é l e c t r o n s  π  o u  d e  p o n t s  h y d r o g è n e s  [ 6 0 ] .  D i f f é r e n t s  d é r i v é s  d e  3 , 5 - d i n i t r o b e n z o y l e -

p h é n y l g l y c i n e  e t  3 , 5 - d i n i t r o b e n z o y l e - l e u c i n e  s o n t  u t i l i s é s .  L a  ( R ) - ( - ) - N - ( 3 , 5 - d i n i t r o b e n z o y l ) -

α - p h é n y l g l y c i n e  ( R - D N B P G ) ,  d o n t  l a  s t r u c t u r e  e s t  p r é s e n t é e  d a n s  l a  f i g .  1 0 ,  s ’ e s t  r é v é l é  u n  

b o n  s é l e c t e u r  c h i r a l  p o u r  l ’ A B Z S O  à  p H  9 .  M a l h e u r e u s e m e n t ,  l a  m é t h o d e  d e  C Z E  u t i l i s e  l a  

R - D N B P G  c o m m e  s é l e c t e u r  c h i r a l  e n  s o l u t i o n  d a n s  l e  s y s t è m e  t a m p o n ,  e t  s a  s t r u c t u r e  

m o l é c u l a i r e  p r é s e n t e  u n  i n c o n v é n i e n t  :  l a  c o l o r a t i o n  j a u n e  d u  s y s t è m e  t a m p o n  l o r s  d e  s a  m i s e  

e n  s o l u t i o n .  C e t t e  c o l o r a t i o n  r é d u i t  l e  s i g n a l  é m i s  p a r  l ’ A B Z S O  e t  r e n d  a i n s i  l e s  l i m i t e s  d e  

d é t e c t i o n  p l u s  d i f f i c i l e s  à  a t t e i n d r e  d a n s  l e  c a s  d ’ a n a l y s e  d e  f l u i d e s  c o r p o r e l s .  D ’ a u t r e s  

m é t h o d e s  c o m m e  l a  C E C  o u  l a  f i x a t i o n  d u  s é l e c t e u r  c h i r a l  à  l a  p a r o i  d u  c a p i l l a i r e  s e r a i e n t  d e s  

s o l u t i o n s  p o u r  r é s o u d r e  l e  p r o b l è m e .  
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Fig. 10  :  N - ( 3 , 5 - d in it r o b e n z o y l ) - α - p h é n y l gl y c in e . 

 

L e s  C D ,  d é j à  m e n t i o n n é e s  p r é c é d e m m e n t ,  c o n s t i t u e n t  u n e  a u t r e  c l a s s e  d e  s é l e c t e u r s  c h i r a u x  ;  

c e s  m o l é c u l e s  c y c l i q u e s  e n  f o r m e  d e  c ô n e  t r o n q u é ,  v o i r  f i g .  1 1 ,  s o n t  f o r m é e s  d e  

g l u c o p y r a n o s e  [ 6 1 ] .  L e s  α - C D ,  β - C D ,  γ - C D  s o n t  f o r m é e s  d e  6 ,  7  e t  8  m o l é c u l e s  d e  

g l u c o p y r a n o s e  r e s p e c t i v e m e n t .  E l l e s  p e u v e n t  é g a l e m e n t  ê t r e  m o d i f i é e s ,  d é r i v a t i s é e s  p o u r  

t r a n s f o r m e r  l e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  [ 4 9 ] .  L e u r  u t i l i s a t i o n  s e  r e t r o u v e  d a n s  d i v e r s e s  t e c h n i q u e s  

c h r o m a t o g r a p h i q u e s  t e l l e s  q u e  l a  G C ,  l ’ H P L C ,  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  à  f l u i d e  s u p e r c r i t i q u e ,  

a i n s i  q u e  d i f f é r e n t e s  m é t h o d e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  [ 6 2 ] .  L e s  C D  s o n t  d e s  o u t i l s  p o l y v a l e n t s  

d a n s  l e s  s é p a r a t i o n s  d ’ é n a n t i o m è r e s  o u  d ’ i s o m è r e s  p o s i t i o n n e l s ,  e t  l e  d é v e l o p p e m e n t  d e s  

t e c h n i q u e s  n e  f a i t  q u ’ a u g m e n t e r  l e u r  c h a m p  d ’ a p p l i c a t i o n .  L e s  d é v e l o p p e m e n t s  r é c e n t s  d a n s  

d i v e r s e s  t e c h n i q u e s  t e l l e s  q u e  l e s  m i n i a t u r i s a t i o n s  o n t  p e r m i s  l a  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  

d ’ a c i d e s  a m i n é s  d a n s  d e s  c h i p s  [ 6 3 ]  ;  e t  l e s  s é p a r a t i o n s  à  g r a n d e  é c h e l l e  s o n t  l a r g e m e n t  

r é p a n d u e s  l o r s  d e  s é p a r a t i o n s  p r é p a r a t i v e s  o u  s e m i - p r é p a r a t i v e s  d ’ é n a n t i o m è r e s  e n  i n d u s t r i e  à  

l ’ a i d e  d e  l ’ é l e c t r o p h o r è s e  à  f l u x  c o n t i n u  [ 6 2 ,  6 4 ,  6 5 ] .  

L e s  C D  s o n t ,  g r â c e  à  l e u r s  p r o p r i é t é s ,  l e s  s é l e c t e u r s  c h i r a u x  l e s  p l u s  f r é q u e m m e n t  u t i l i s é s  e n  

C E  [ 6 6 ] .  M a i s  c o m m e  l a  s é p a r a t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  e s t  d u e  à  t e l l e m e n t  d e  d i f f é r e n t s  

f a c t e u r s ,  a u c u n e  l o i  g é n é r a l e  n ’ a  p u  ê t r e  é t a b l i e  q u a n t  à  l ’ u t i l i s a t i o n  d ’ u n e  C D  p o u r  l a  

s é p a r a t i o n  d e  t e l l e  s u b s t a n c e  c h i r a l e  [ 6 7 ] .  M a i s  u n  f a c t e u r  n o n  n é g l i g e a b l e  e s t  l a  g r a n d e u r  d e  

l a  c a v i t é  e n  f o n c t i o n  d u  v o l u m e  d e  l a  m o l é c u l e .  L a  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  d e  l ’ a n a l y t e  v a  

d é p e n d r e  d e  s o n  i n t e r a c t i o n  a v e c  l a  C D ,  p a r  f o r m a t i o n  d e  c o m p l e x e s  d ’ i n c l u s i o n  [ 6 7 ] .  C e s  

d i f f é r e n t e s  C D  α ,  β  e t  γ  p o s s è d e n t ,  r e s p e c t i v e m e n t ,  1 8 ,  2 1  e t  2 4  g r o u p e m e n t s  a l c o o l i q u e s  q u i  

p e u v e n t  ê t r e  i m p l i q u é s  l o r s  d e  l i a i s o n s  p a r  p o n t s  h y d r o g è n e .  L e s  g r o u p e m e n t s  a l c o o l i q u e s  

p e u v e n t  ê t r e  s u b s t i t u é s  p a r  d e s  g r o u p e m e n t s  h y d r o x y p r o p y l ,  s u l f a t e ,  a c é t y l ,  e t c ,  q u i  c h a n g e n t  

l a  n a t u r e  d e  l a  C D ,  m a i s  a u s s i  l a  g r a n d e u r  d e  s a  c a v i t é .  L e s  f a c t e u r s  i m p o r t a n t s  q u i  i n f l u e n c e n t  

l ’ i n t e r a c t i o n  e n t r e  l a  C D  e t  l e s  é n a n t i o m è r e s  à  s é p a r e r  s o n t  l a  n a t u r e  d e  l a  C D  ( n e u t r e ,  

c h a r g é e ) ,  s o n  d e g r é  d e  s u b s t i t u t i o n ,  e t  s a  c o n c e n t r a t i o n ,  p a r  c o n s é q u e n t  s a  s o l u b i l i t é  d a n s  l e  

s y s t è m e  d e  s é p a r a t i o n  [ 6 7 ,  6 6 ] .  
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Fig. 11 :  L a  f igu r e  d e  ga u c h e  r e p r é s e n t e  u n e  s t r u c t u r e  m o l é c u l a ir e  gé n é r a l e  d ’ u n e  C D  d a n s  l a q u e l l e   

n  =  6 ,  7 ,  8  p o u r  l e s  α ,  β ,  γ - C D  r e s p e c t iv e m e n t ,  t a n d is  q u e  O R
�

,  O R
�

 e t  O R
�

 d é s ign e n t  l e s  e n d r o it s  q u i 

p e u v e n t  ê t r e  s u b s t it u é s  [ 4 9 ] . L a  f igu r e  d e  d r o it e  r e p r é s e n t e  l e  m o d è l e  t r i- d im e n s io n n e l  d e  l a  m o l é c u l e  

a v e c  s e s  d ia m è t r e s  e x t e r n e  ( E .D .)  e t  in t e r n e  ( I .D .)  e t  s a  h a u t e u r  ( H .)  [ 5 2 ,  p . 17 0 ] . 

 

L e s  e x e m p l e s  s u i v a n t s  m o n t r e n t  l a  d i v e r s i t é  d e s  m é t h o d e s  a n a l y t i q u e s  c h i r a l e s  b a s é e s  s u r  l a  

C E  e t  l e s  d i f f é r e n t s  s é l e c t e u r s  c h i r a u x  u t i l i s é s  d a n s  l a  r é s o l u t i o n  d e  c o m p o s é s  t h é r a p e u t i q u e s  

d a n s  l e s  f l u i d e s  c o r p o r e l s .  L e s  C D  s o n t  u t i l i s é e s  e n  C Z E ,  c o m m e  p o u r  l ’ a n a l y s e  d e  l a  

w a r f a r i n e  [ 6 8 ]  e t  d e  l a  M Q  [ 2 2 ,  2 3 ] .  E l l e s  s o n t  é g a l e m e n t  u t i l i s é e s  e n  M E C C  c h i r a l e  ;  e l l e s  

s o n t  a l o r s  a d d i t i o n n é e s  à  d u  S D S  [ 6 9 ,  p r e m i e r  a r t i c l e  d e  C E  c h i r a l e  a n a l y s a n t  u n  m é d i c a m e n t  

d a n s  u n  f l u i d e  b i o l o g i q u e ]  d a n s  l e  c a s  d e  l a  c i c l é t a n i n e  o u  à  u n  s e l  b i l i a i r e  [ 7 0 ]  d a n s  l e  c a s  d e  

l a  m é p h é n y t o ï n e .  L a  v a n c o m y c i n e ,  a n t i b i o t i q u e  m a c r o c y c l i q u e ,  a  é t é  l e  p r e m i e r  s é l e c t e u r  

c h i r a l  u t i l i s é  p o u r  l ’ a n a l y s e  d e  l a  v e n l a f a x i n e  e t  d e  s o n  m é t a b o l i t e  d a n s  l e  p l a s m a  p a r  C E C  

[ 7 1 ] .  

 

1.3.2.3. M éthodes de détection 

P l u s i e u r s  m o d e s  d e  d é t e c t i o n  p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é s  e n  C E  ;  l a  d é t e c t i o n  v a  d é p e n d r e  d e  l a  

s u b s t a n c e  à  a n a l y s e r  e t  d u  b u t  d e  l ’ a n a l y s e .  E n  C E ,  c o m m e  d é j à  m e n t i o n n é  a u p a r a v a n t ,  l a  

d é t e c t i o n  d e s  m o l é c u l e s  s e  f a i t  d i r e c t e m e n t  d a n s  l e  c a p i l l a i r e  d e  s é p a r a t i o n  ( o n - c o l u m n ) ,  s a u f  

d a n s  c e r t a i n s  c a s  c o m m e  p a r  e x .  d a n s  l ’ u t i l i s a t i o n  d ’ u n  s p e c t r o m è t r e  d e  m a s s e .  C e t t e  

p o s s i b i l i t é  d e  d é t e c t i o n  o n - c o l u m n  e s t  d u e  à  l ’ U V  t r a n s p a r e n c e  d e  l a  s i l i c e  f o n d u e  d e s  

c a p i l l a i r e s .  L a  d é t e c t i o n  o p t i q u e  e n  C E  e s t  r e s t r e i n t e  p a r  l a  c o u r t e  b a n d e  d e  d é t e c t i o n  d u e  a u  

p e t i t  d i a m è t r e  d u  c a p i l l a i r e  e t  a u x  f a i b l e s  v o l u m e s  d ’ é c h a n t i l l o n  i n t r o d u i t s  d a n s  l e  c a p i l l a i r e .  
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C e s  d e u x  f a c t e u r s  s o n t  l a  c a u s e  d e s  l i m i t e s  d e  d é t e c t i o n  à  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  s u p é r i e u r e s  e n  

C E  q u ’ e n  H P L C ,  p a r  i n j e c t i o n  h y d r o d y n a m i q u e  [ 4 9 ] .   

D i f f é r e n t s  t y p e s  d e  d é t e c t e u r s  U V  p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é s .  I l s  p e u v e n t  a v o i r  d e s  l o n g u e u r s  

d ’ o n d e  f i x e s  o u  v a r i a b l e s .  P o u r  l e s  d é t e c t e u r s  à  l o n g u e u r  d ’ o n d e  f i x e ,  d e s  s o u r c e s  d e  r a d i a t i o n  

l i n é a i r e s  s o n t  u t i l i s é e s ,  t a n d i s  q u e  d e s  l a m p e s  d e  d e u t é r i u m  s o n t  m i s e s  à  c o n t r i b u t i o n  c o m m e  

s o u r c e s  c o n t i n u e s  s u r  d e s  l o n g u e u r s  d ’ o n d e  e n t r e  1 9 0  e t  e n v i r o n  3 2 0  n m  ;  p o u r  l e s  a n a l y s e s  d e  

s u b s t a n c e s  m é d i c a m e n t e u s e s ,  c e  s p e c t r e  e s t  s u f f i s a n t  p o u r  l a  d é t e c t i o n  d e  l a  p l u p a r t  d e s  

c o m p o s é s .  C e r t a i n s  d é t e c t e u r s  p o s s è d e n t  d e s  s y s t è m e s  d e  s c a n n i n g  r a p i d e ,  q u i  c o l l e c t e n t  l e  

s i g n a l  à  g r a n d e  v i t e s s e  e t  à  i n t e r v a l l e s  r é g u l i e r s  s u r  u n  s p e c t r e  d é t e r m i n é ,  o u  d e s  d é t e c t e u r s  à  

b a r r e t t e  d e  d i o d e s  ( D A D ) .  C o m m e  l e s  c o m p o s é s  m i g r e n t  r a p i d e m e n t  à  t r a v e r s  l ’ e n d r o i t  

a u q u e l  l e  d é t e c t e u r  e s t  p l a c é ,  c e  s c a n n i n g  d o i t  i m p é r a t i v e m e n t  ê t r e  r a p i d e .  C e  s y s t è m e  p e r m e t  

d e  r é c o l t e r  l e s  d o n n é e s  n é c e s s a i r e s  p o u r  u n  s p e c t r e  U V / V I S .  D e s  d o n n é e s  q u a l i t a t i v e s  

s u p p l é m e n t a i r e s  a u  s u j e t  d e s  s u b s t a n c e s  p e u v e n t  a i n s i  ê t r e  o b t e n u e s .  

E n  d e h o r s  d e  l a  d é t e c t i o n  U V / V I S ,  l a  d é t e c t i o n  p a r  l a  f l u o r e s c e n c e  e s t  u n e  b o n n e  a l t e r n a t i v e  

l o r s q u e  l e s  s u b s t a n c e s  à  a n a l y s e r  p o s s è d e n t  c e t t e  p r o p r i é t é  e t  s o n t  p r é s e n t e s  e n  q u a n t i t é  

m i n i m e .  L a  d é t e c t i o n  e n  f l u o r e s c e n c e  e s t  e f f e c t u é e  o n - c o l u m n ,  c o m m e  p o u r  l ’ U V / V I S .  D e s  

l a m p e s  a u  x é n o n - m e r c u r e  p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é e s  c o m m e  s o u r c e  l u m i n e u s e ,  v o i r  a n n e x e  7 . 5 .  

D ’ a u t r e  p a r t  l a  f l u o r e s c e n c e  p a r  i n d u c t i o n  l a s e r  ( L I F )  p e r m e t  d e  d é t e c t e r  c e r t a i n e s  s u b s t a n c e s  

g r â c e  à  l a  h a u t e  é n e r g i e  é m i s e  p a r  d e s  l a s e r s  e t  d ’ ê t r e  e n c o r e  p l u s  s p é c i f i q u e .   

D e r n i è r e  m é t h o d e  d e  d é t e c t i o n  é n u m é r é e  d a n s  l e  c a d r e  d e  c e  t r a v a i l ,  l a  s p e c t r o m é t r i e  d e  

m a s s e  ( M S )  e s t  l e  d é t e c t e u r  d e  c h o i x  d a n s  c e r t a i n s  d o m a i n e s .  L e  M S  s e  t r o u v e  o n - l i n e  e t  p a s  

o n - c o l u m n  c o m m e  l e s  a u t r e s  d é t e c t e u r s  d é c r i t s  ;  l a  d é t e c t i o n  e s t  p a r  c o n s é q u e n t  e f f e c t u é e  à  l a  

s o r t i e  d u  c a p i l l a i r e .  G r â c e  à  d e  n o u v e l l e s  t e c h n i q u e s  d ’ i o n i s a t i o n  e n  M S ,  l e  c o u p l a g e  a v e c  l a  

C E  a  p u  ê t r e  a m é l i o r é .  E t  c o m m e  l e  M S  d o n n e  d ’ i m p o r t a n t e s  i n f o r m a t i o n s  s t r u c t u r a l e s ,  l a  

r e c h e r c h e  d a n s  l e s  d o m a i n e s  d e s  p r o t é i n e s  e t  d e s  p e p t i d e s  a  c o n n u  u n  é l a n  c o n s i d é r a b l e  g r â c e  

à  l a  C E - M S  [ 4 9 ] .  P a r  l e s  i n f o r m a t i o n s  q u ’ i l  f o u r n i t ,  l e  M S  e s t  l e  d é t e c t e u r  d e  c h o i x  e n  

m é d e c i n e  l é g a l e ,  p a r  e x e m p l e .  S e u l s  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  à  l ’ a i d e  d ’ u n  M S  s o n t  p r i s  e n  

c o n s i d é r a t i o n  l o r s  d e  l i t i g e s  a u  t r i b u n a l .  

 

1.3.2.4 . É v aluation des résultats 

L o r s  d e  l ’ o b t e n t i o n  d ’ u n  é l e c t r o p h é r o g r a m m e ,  d i v e r s  p a r a m è t r e s  d o i v e n t  ê t r e  m e s u r é s  o u  

c a l c u l é s  a f i n  d ’ o b t e n i r  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  o u  d e  p e r m e t t r e  l a  q u a n t i f i c a t i o n  d e  

l ’ a n a l y s e .  
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-  L e  t e m p s  d e  m i g r a t i o n  d ’ u n e  s u b s t a n c e  e s t  d é f i n i  a u  t e m p s  t i ,  m e s u r é  a u  m a x i m u m  d u  p i c ,  

v o i r  f i g .  1 2 .   

-  L ’ a i r e  ( a )  e t  l a  h a u t e u r  ( h )  d e s  p i c s  s o n t  c a l c u l é e s  p a r  u n  p r o g r a m m e  i n f o r m a t i q u e  
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� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �

Surface de l’aire du pic (a)

Délimitation de l’aire



      
 

2 5

-  L a  p r é c i s i o n  d e  d i v e r s  p a r a m è t r e s ,  c o m m e  l e  t e m p s  d e  d é t e c t i o n  e t  l e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s ,  e s t  é v a l u é e  à  l ’ a i d e  d e  l a  d é v i a t i o n  s t a n d a r d  r e l a t i v e  ( R S D ) .   

N o n  s e u l e m e n t  l e s  p a r a m è t r e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  p e u v e n t  ê t r e  é v a l u é s  m a i s  é g a l e m e n t  l e s  

p a r a m è t r e s  l i é s  à  l a  m é t h o d e .  

-  L i n é a r i t é  d e  l a  m é t h o d e  :  l a  c a l i b r a t i o n  e s t  é v a l u é e  p a r  u n e  d r o i t e  d e  r é g r e s s i o n  l i n é a i r e  

c o n t e n a n t  e n v i r o n  5  é c h a n t i l l o n s  s t a n d a r d s .  

-  P r é c i s i o n  e t  e x a c t i t u d e  d e  l a  m é t h o d e  :  e l l e s  s o n t  é v a l u é e s  a u  t r a v e r s  d ’ é c h a n t i l l o n s  d e  

c o n t r ô l e ,  t r o i s  a u  m i n i m u m  ( v a l e u r s  i n f é r i e u r e s ,  m o y e n n e s  e t  é l e v é e s ) .  L ’ u t i l i s a t i o n  d u  

s t a n d a r d  i n t e r n e  p o u r  l ’ é t a l o n n a g e  e s t  u n  a v a n t a g e  l o r s  d e s  a n a l y s e s  a p r è s  e x t r a c t i o n .  L e  

s t a n d a r d  i n t e r n e  ( I S )  a d é q u a t  d o i t  d e  p r é f é r e n c e  p o s s é d e r  u n e  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  p r o c h e  

a f i n  d ’ a v o i r  u n  c o m p o r t e m e n t  s i m i l a i r e  l o r s  d e  l ’ e x t r a c t i o n  e t  d e  l ’ a n a l y s e .  L a  p r é c i s i o n  

d o n n e  l a  v a r i a b i l i t é ,  e t  l ’ e x a c t i t u d e  f o u r n i t  l e s  é v e n t u e l l e s  e r r e u r s  s y s t é m a t i q u e s  d e  l a  

m é t h o d e .   

-  L i m i t e  d e  q u a n t i f i c a t i o n  e t  l i m i t e  d e  d é t e c t i o n  :  e l l e s  s o n t  é v a l u é e s  p a r  l e  r a p p o r t  s i g n a l  :  

b r u i t  d ’ u n  c o m p o s é  a p r è s  e x t r a c t i o n  d e  s a  m a t r i c e .   
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2. Buts de la thèse 

L e  b u t  d e  c e  t r a v a i l  d e  r e c h e r c h e  a  é t é  d ’ a n a l y s e r  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  ( C E )  l e  

m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  s u b s t a n c e s  m é d i c a m e n t e u s e s  e t / o u  d e  l e u r s  m é t a b o l i t e s  c h i r a u x ,  

p r i n c i p a l e m e n t  l e s  r o t a m è r e s  e t  l e s  s u l f o x y d e s ,  d a n s  d i v e r s  f l u i d e s  b i o l o g i q u e s  a i n s i  q u e  p a r  

i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o .  P o u r  p e r m e t t r e  u n e  v i s i o n  d ’ e n s e m b l e  d e  c e s  p r o c e s s u s  m é t a b o l i q u e s ,  l e s  

m é t h o d e s  u t i l i s é e s  d o i v e n t  p e r m e t t r e  l ’ e x t r a c t i o n  a i n s i  q u e  l a  s é p a r a t i o n  d e  l a  s u b s t a n c e  m è r e  

e t / o u  d e  s o n / s e s  m é t a b o l i t e s .  

D a n s  l e  c a d r e  d ’ i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  a v e c  d e s  m i c r o s o m e s  d e  c e l l u l e s  d ’ i n s e c t e s  i n f e c t é e s  p a r  

u n  b a c u l o v i r u s  d o n t  l e  g è n e  e x p r i m e  u n  C Y P 4 5 0  h u m a i n  i n d i v i d u e l  ( S U P E R S O M E S  )  o u  

d e s  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  h u m a i n s ,  l e  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  d i v e r s e s  s u b s t a n c e s  a  

é t é  p r i s  e n  c o n s i d é r a t i o n .  C e s  i n c u b a t i o n s  s o n t  d e s t i n é e s  à  c o n f i r m e r  d e s  m é t a b o l i s m e s  

s t é r é o s é l e c t i f s  o b s e r v é s  i n  v i v o ,  à  d é c o u v r i r  d e  n o u v e l l e s  v o i e s  m é t a b o l i q u e s  m a i s  é g a l e m e n t  

à  d é t e r m i n e r  l ’ i n t é r ê t  d e  l ’ u t i l i s a t i o n  d e  l a  C E  p o u r  l ’ a n a l y s e  d e  c e s  é c h a n t i l l o n s .  L ’ i m p a c t  d e s  

d i f f é r e n t s  C Y P 4 5 0  d a n s  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M E T  p e u t  ê t r e  d é t e r m i n é e  

p a r  s o n  i n c u b a t i o n  a v e c  d i f f é r e n t s  S U P E R S O M E S  ,  t e l s  q u e  l e  C Y P 3 A 4 ,  l e  C Y P 2 C 9 ,  l e  

C Y P 2 C 1 9 ,  l e  C Y P 2 D 6  e t  l e  C Y P 1 A 2 ,  a i n s i  q u ’ a v e c  u n  m é l a n g e  d e  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  

h u m a i n s .  L ’ i n c u b a t i o n  d e  l a  M E P H  a v e c  l e  C Y P 2 C 1 9  p e u t  q u a n t  à  e l l e  p e r m e t t r e  d e  

c o n f i r m e r  l e  m é t a b o l i s m e  h a u t e m e n t  s t é r é o s é l e c t i f  o b s e r v é  i n  v i v o .  D e s  i n c u b a t i o n s  u t i l i s a n t  

l e s  S U P E R S O M E S  p o u r  l e  m é t a b o l i s m e  i n  v i t r o  e t  a n a l y s é e s  p a r  C E  n ’ o n t  à  c e  j o u r  p a s  

e n c o r e  é t é  d é c r i t e s  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e .  

D a n s  l e  c a d r e  d e s  m é t a b o l i s m e s  s t é r é o s é l e c t i f s  i n  v i v o ,  d i v e r s  f l u i d e s  c o r p o r e l s  s o n t  u t i l i s é s  ;  

i l  s ’ a g i t  d ’ u r i n e  p o u r  l a  M Q ,  a i n s i  q u e  d e  p l a s m a  e t  d e  s a l i v e  p o u r  l ’ A B Z S O .  E n  c e  q u i  

c o n c e r n e  l a  r e c h e r c h e  d e  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  m é t a b o l i s m e  i n  v i v o ,  l e  c h o i x  s ’ e s t  o r i e n t é  

v e r s  l a  M Q  s u r  l a  b a s e  d e  l a  l i t t é r a t u r e  d é c r i v a n t  l ’ e x c r é t i o n  d e s  c i n q  m é t a b o l i t e s  h y d r o x y l é s  

p r i n c i p a u x  e t  l a  r o t a t i o n  b l o q u é e  d e s  r o t a m è r e s  d e  l a  M Q  [ 7 2 ]  e t  d u  2 ’ O H - M Q  [ 7 3 ] .  C o m m e  

l e s  é n a n t i o m è r e s  d e  l a  m o l é c u l e  m è r e  e t  d e  l ’ u n  d e s  m é t a b o l i t e s  h y d r o x y l é s  o n t  p u  ê t r e  

c a r a c t é r i s é s ,  l e  b u t  d e  c e  t r a v a i l  a  é t é  l ’ o b s e r v a t i o n  d e  l a  c h i r a l i t é  d e s  a u t r e s  m é t a b o l i t e s  

h y d r o x y l é s  a i n s i  q u e  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  d e  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  é v e n t u e l l e  d u  m é t a b o l i s m e .  A  c e t  

e f f e t ,  i l  a  f a l l u  d é v e l o p p e r  u n  s y s t è m e  t a m p o n  p e r m e t t a n t  l a  r é s o l u t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  d e  l a  

M Q  e t  d e  s e s  m é t a b o l i t e s .  L a  p r o c é d u r e  d e  p r é p a r a t i o n  d e  c e s  é c h a n t i l l o n s  c o m p o r t a i t  u n e  

h y d r o l y s e .  C e l l e - c i  p o u v a n t  a v o i r  u n e  c o m p o s a n t e  s t é r é o s é l e c t i v e ,  l a  s u i t e  d u  p r o j e t  s ’ e s t  

f o c a l i s é e  s u r  d i v e r s e s  m é t h o d e s  p e r m e t t a n t  d e  c o n f i r m e r  l ’ o r i g i n e  m é t a b o l i q u e  e t  n o n  p a s  

h y d r o l y t i q u e  d e  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é .  L e s  u r i n e s  r é c o l t é e s  p r o v i e n n e n t  d e  d e u x  v o l o n t a i r e s  E M  
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e t  d ’ u n  v o l o n t a i r e  P M  p o u r  l e s  C Y P 2 D 6  e t  C Y P 2 C 1 9 .  L e s  v a r i a t i o n s  i n t e r i n d i v i d u e l l e s  d u  

m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q  s o n t  d e s  p h é n o m è n e s  d é c r i t s  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e  ;  l ’ u r i n e  d u  v o l o n t a i r e  

P M  a  d o n c  é t é  r é c o l t é e  d a n s  l e  b u t  d ’ o b s e r v e r  s i  l e s  p o l y m o r p h i s m e s  o n t  u n e  i n f l u e n c e  s u r  c e s  

v a r i a t i o n s .  D i v e r s e s  i n c u b a t i o n s  d e  l a  M Q  a v e c  d i f f é r e n t s  C Y P 4 5 0  o n t  é t é  f a i t e s  a f i n  

d ’ e s s a y e r  d e  d é c o u v r i r  l e s  v o i e s  m é t a b o l i q u e s  e t  s u r t o u t  d ’ o b s e r v e r  l e u r  s t é r é o s é l e c t i v i t é .  

L ’ i n t é r ê t  d e  l ’ o b s e r v a t i o n  d u  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  l ’ A B Z  r é s i d e  d a n s  l a  p o s s i b i l i t é  d e  

r e c e v o i r  d u  l a b o r a t o i r e  d e  r o u t i n e  d e  l ’ I n s t i t u t  d e  p h a r m a c o l o g i e  c l i n i q u e  d e s  é c h a n t i l l o n s  

p l a s m a t i q u e s  d e  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  l ’ é c h i n o c o c c o s e  h é p a t i q u e .  C e  p r o j e t  a v a i t  c o m m e  b u t  

d e  d é v e l o p p e r  u n e  m é t h o d e  d e  C E  c h i r a l e  p o u r  l a  q u a n t i f i c a t i o n  d e  l ’ A B Z S O  d a n s  c e s  

é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s .  L e s  b a s e s  d e  P i r k l e  a i n s i  q u e  l e s  c y c l o d e x t r i n e s  p e u v e n t  ê t r e  p r i s e s  

e n  c o n s i d é r a t i o n  c o m m e  s é l e c t e u r s  c h i r a u x .  U n e  s é p a r a t i o n  c h i r a l e  d o n n e  l a  p o s s i b i l i t é  d e  

d é t e r m i n e r  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  e t  d e  q u a n t i f i e r  l e s  t a u x  p l a s m a t i q u e s  p o u r  u n  l o t  d e  

p a t i e n t s .  C e t t e  m é t h o d e  c h i r a l e  d e  C E  p e u t  e n s u i t e  ê t r e  c o m p a r é e  à  l a  m é t h o d e  H P L C  u t i l i s é e  

d a n s  l e  l a b o r a t o i r e  d e  r o u t i n e  d e  l ’ I n s t i t u t  d e  p h a r m a c o l o g i e  c l i n i q u e .  L a  d é t e c t i o n  d e  

l ’ A B Z S O  p a r  l a  f l u o r e s c e n c e  a i n s i  q u e  l ’ a n a l y s e  d e s  e x t r a i t s  s a l i v a i r e s  s o n t  é g a l e m e n t  p r i s e s  

e n  c o n s i d é r a t i o n  d a n s  l e  c a d r e  d e  c e t t e  é t u d e .  D e  p l u s ,  l a  b i o t r a n s f o r m a t i o n  d ’ A B Z  e n  

A B Z S O  p e u t  ê t r e  o b s e r v é e  p a r  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  d ’ A B Z  a v e c  d e s  C Y P 4 5 0 .  
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3 . P ar ti e ex p é r i m en tale 

 

3.1. Produits chimiques et systè mes ta mp on s 

T o u s  l e s  p r o d u i t s  c h i m i q u e s  u t i l i s é s  s o n t  d e  q u a l i t é  a n a l y t i q u e .  L a  p r o v e n a n c e  d e s  d i f f é r e n t s  

p r o d u i t s  e s t  m e n t i o n n é e  d a n s  l e s  a r t i c l e s  e n  a n n e x e .  D i f f é r e n t e s  m é t h o d e s  d e  C E  o n t  é t é  

u t i l i s é e s  d a n s  l e  c a d r e  d e  c e  t r a v a i l .  L e s  s y s t è m e s  t a m p o n s  u t i l i s é s ,  p o u r  l e s  a n a l y s e s  d e  l a  

M E P H ,  d e  l a  M E T  e t  e n  p a r t i e  p o u r  l ’ A B Z S O ,  o n t  é t é  r e p r i s  d e  l a  l i t t é r a t u r e .  T o u s  l e s  

s y s t è m e s  p e r m e t t e n t  l a  d é t e c t i o n  d e  l a  s u b s t a n c e  m è r e  e t / o u  d u  o u  d e s  m é t a b o l i t e s .   

L a  m é p h é n y t o ï n e  e s t  a n a l y s é e  à  l ’ a i d e  d ’ u n  s y s t è m e  t a m p o n  M E C C  c h i r a l  c o n s t i t u é  d e  5 . 6  

m M  d e  t é t r a b o r a t e  d i s o d i q u e  d é c a h y d r a t é ,  d e  8 . 4  m M  d ’ h y d r o g é n o p h o s p h a t e  d i s o d i q u e  

d i h y d r a t é  e t  d e  9 5  m M  d e  s o d i u m  d o d é c y l  s u l f a t e  ( S D S ) .  4 0  m M  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  ( β -

c y c l o d e x t r i n e  [ β - C D ] )  e t  8  %  d ’ i s o p r o p a n o l  s o n t  a j o u t é s  à  c e t t e  s o l u t i o n  [ 1 5 ] .  L a  s é p a r a t i o n  

é n a n t i o m é r i q u e  d e  l a  M E T  e t  d e  s o n  m é t a b o l i t e  2 - e t h y l i d è n e - 1 , 5 - d i m é t h y l - 3 , 3 -

d i p h é n y l p y r r o l i d i n e  ( E D D P )  s e  f a i t  p a r  C Z E  c h i r a l e  e n  m i l i e u  a c i d e .  L e  s y s t è m e  t a m p o n  s e  

c o m p o s e  d ’ u n e  s o l u t i o n  d e  1 0 0  m M  d e  d i h y d r o g é n o p h o s p h a t e  s o d i q u e  h y d r a t é  

( N a H 2 P O 4 · H 2 O )  à  p H  2 . 3  a u q u e l  s o n t  a j o u t é s  2  m M  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  ( h e p t a k i s  ( 2 , 6 - d i - O -

m é t h y l ) - β - c y c l o d e x t r i n e  [ D I M E B ] )  e t  1 0  %  d e  m é t h a n o l  [ 6 ] .  

P o u r  c e r t a i n e s  m e s u r e s  c h i r a l e s  d ’ A B Z S O ,  u n e  s o l u t i o n  d e  3 0  m M  d e  t é t r a b o r a t e  d e  s o d i u m  

d é c a h y d r a t é e  à  p H  9 . 2  e s t  u t i l i s é e  ;  l e  s é l e c t e u r  c h i r a l  ( l a  ( R ) - ( - ) - N - ( 3 , 5 - d i n i t r o b e n z o y l ) - α -

p h é n y l g l y c i n e  [ R - D N B P G ] )  e s t  a j o u t é  à  l a  s o l u t i o n  é l e c t r o l y t i q u e .  L e  s y s t è m e  t a m p o n   à  b a s e  

d e  c y c l o d e x t r i n e  m i s  a u  p o i n t  p a r  P a i a s  e t  a l .  [ 1 7 ]  a  é t é  a d o p t é  l o r s  d e  s a  p u b l i c a t i o n .  U n e  

q u a n t i t é  d e  3  %  ( m / v )  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  ( β - c y c l o d e x t r i n e  s u l f a t é e ,  7 - 1 1  s u l f a t e s / m o l  d e  C D  

[ s u l f a t e d - β - C D ] )  e s t  a j o u t é e  à  u n e  s o l u t i o n  d e  2 0  m M  d e  t r i s ( h y d r o x y m é t h y l ) a m i n o m é t h a n e  

( T r i s )  d o n t  l e  p H  a  é t é  a j u s t é  à  7 . 0  à  l ’ a i d e  d ’ a c i d e  p h o s p h o r i q u e .   

L a  M Q  e t  s e s  m é t a b o l i t e s  s o n t  s é p a r é s  à  l ’ a i d e  d ’ u n  s y s t è m e  t a m p o n  a c h i r a l  c o n s t i t u é  d ’ u n e  

s o l u t i o n  d e  7 5  m M  d ’ h y d r o g é n o p h o s p h a t e  d e  p o t a s s i u m  ( K H 2 P O 4 )  à  p H  2 . 5 .  L e  p H  a  é t é  

a j u s t é  p a r  a d j o n c t i o n  d ’ a c i d e  p h o s p h o r i q u e .  P o u r  l e s  m e s u r e s  c h i r a l e s ,  o n  u t i l i s e  u n  p H  d e  2 . 1  

e t  5 0  m M  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  ( h y d r o x y p r o p y l - β - c y c l o d e x t r i n e ,  d e g r é  d e  s u b s t i t u t i o n  ~  0 . 6  

[ O H P - β - C D ] )  [ 2 3 ] .  
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3.2 . I n strumen ts 

L e s  a n a l y s e s  p a r  C E  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  à  l ’ a i d e  d e  d e u x  a p p a r e i l s  d i f f é r e n t s .  L e  s y s t è m e  

d ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  B i o F o c u s  3 0 0 0  ( B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s ,  H e r c u l e s ,  C A ,  U S A )  a  é t é  

u t i l i s é  p o u r  l e s  d é t e c t i o n s  U V  d e  l a  M Q ,  d e  l ’ A B Z S O  e t  d e s  p r i n c i p e s  a c t i f s  i n c u b é s  i n  v i t r o .  

U n  a v a n t a g e  d e  c e t  i n s t r u m e n t  e s t  l e  d é t e c t e u r  d e  s c a n n i n g  r a p i d e .  L e  m i r o i r  r o t a t i f  r a p i d e  

p e r m e t  l ’ a c q u i s i t i o n  d ’ u n  c e r t a i n s  n o m b r e  d e  p o i n t s  p a r  s e c o n d e ,  e t  p e r m e t  a i n s i  d e  r é c o l t e r  

d e s  s p e c t r e s  U V .  L e  v e n t i l a t e u r  d e s  c a r r o u s e l s  e t  l e  l i q u i d e  r é g u l a n t  l a  t e m p é r a t u r e  d u  

c a p i l l a i r e  o n t  p e r m i s  d e  t h e r m o s t a t e r  l ’ i n s t r u m e n t  e n t r e  1 5  e t  4 0  ° C ,  s e l o n  l e s  m e s u r e s .  L e s  

é c h a n t i l l o n s  s o n t  i n j e c t é s  p a r  a p p l i c a t i o n  d ’ u n e  p r e s s i o n  p o s i t i v e  d e  q u e l q u e s  p s i  × s .  D e s  

c a p i l l a i r e s  e n  s i l i c e  f o n d u e  n o n  t r a i t é e  d ’ u n  I . D .  d e  5 0  µ m  o n t  é t é  u t i l i s é s .  L a  l o n g u e u r  t o t a l e  a  

v a r i é  e n t r e  5 0  e t  1 0 4 . 6  c m  e t  l a  l o n g u e u r  j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r  e n t r e  4 5 . 4  e t  1 0 0  c m .  

L e  s y s t è m e  d ’ é l e c t r o p h o r è s e  S p e c t r a P H O R E S I S  1 0 0  ( T h e r m o  S e p a r a t i o n  P r o d u c t s ,  F r e m o n t ,  

C A ,  U S A )  c o u p l é  à  u n  d é t e c t e u r  A r g o s 2 5 0 B  ( F l u x  I n s t r u m e n t s ,  B â l e ,  S u i s s e )  a  p e r m i s  l a  

d é t e c t i o n  p a r  f l u o r e s c e n c e  d e  c e r t a i n s  é c h a n t i l l o n s  d ’ A B Z S O .  L e  d é t e c t e u r  e s t  c o m p o s é  d ’ u n e  

l a m p e  X e - H g  r e l i é e  p a r  d e s  f i b r e s  o p t i q u e s  v e n a n t  d e  e t  a l l a n t  à  l a  c e l l u l e  d e  d é t e c t i o n ,  e t  

d ’ u n e  c e l l u l e  d e  d é t e c t i o n  d a n s  l a q u e l l e  l a  l u m i è r e  f l u o r e s c e n t e  e s t  t o t a l e m e n t  r é f l é c h i e  à  

l ’ i n t é r i e u r  d u  c a p i l l a i r e .  L a  l u m i è r e  f l u o r e s c e n t e  e s t  c o l l e c t é e  à  l ’ a i d e  d ’ u n  e l l i p s o ï d e  e n  f i n  d e  

c e l l u l e  a v a n t  d ’ ê t r e  g u i d é e  d a n s  l a  f i b r e  o p t i q u e  a m e n a n t  a u  p h o t o m u l t i p l i c a t e u r .  L a  m a j e u r e  

p a r t i e  d e s  m e s u r e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  p a r  e x c i t a t i o n  à  2 8 0  n m  e t  é m i s s i o n  à  l ’ a i d e  d ’ u n  f i l t r e  

c u t - o f f  d e  3 2 0  n m .  L ’ i n j e c t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  s e  f a i t  p a r  a s p i r a t i o n  p e n d a n t  0 . 8  s .  D e s  

c a p i l l a i r e s  d ’ u n  I . D .  d e  5 0  µ m  e n  s i l i c e  f o n d u e  n o n  t r a i t é e  o n t  é t é  u t i l i s é s .  L a  l o n g u e u r  t o t a l e  

é t a i t  d e  7 1  c m  e t  l a  l o n g u e u r  j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r  d e  4 8  c m .  

L e s  c o n d i t i o n s  p a r t i c u l i è r e s  d e s  m e s u r e s  p e u v e n t  ê t r e  t r o u v é e s  d a n s  l e s  a r t i c l e s  e n  a n n e x e .  

 

3.3. Prov en a n ce des f l uides b iol og iques 

P o u r  l e s  i n v e s t i g a t i o n s  a u  s u j e t  d e  l a  M Q ,  t r o i s  v o l o n t a i r e s  o n t  p r i s  p e r  o s  u n e  d o s e  u n i q u e  d e  

T o q u i l o n e  c o m p o s i t u m  ,  c o n t e n a n t  2 5 0  m g  d e  M Q  e t  2 5  m g  d e  c h l o r h y d r a t e  d e  

d i p h é n h y d r a m i n e  ( D H ) .  L e s  u r i n e s  o n t  é t é  r é c o l t é e s  e n t r e  0  e t  4 2  h  a p r è s  l a  p r i s e  d u  

c o m p r i m é  p a r  4  i n t e r v a l l e s  :  0 - 9  h ,  1 3 - 1 7  h ,  2 4 - 3 2  h  e t  3 7 - 4 2  h .  U n  v o l o n t a i r e  e s t  P M  e t  l e s  

d e u x  a u t r e s  s o n t  E M  p o u r  l e s  C Y P 2 C 1 9  e t  C Y P 2 D 6 .  L e s  p h é n o t y p e s  d e s  v o l o n t a i r e s  o n t  é t é  

d é t e r m i n é s  a n t é r i e u r e m e n t  p o u r  l e s  d e u x  c y t o c h r o m e s .  L e s  d é t a i l s  s o n t  d é c r i t s  d a n s  l e s  

a n n e x e s  7 . 2  e t  7 . 3 .  
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L e s  p l a s m a s  d e  p a t i e n t s  t r a i t é s  à  l ’ A B Z  o n t  é t é  o b t e n u s  d u  l a b o r a t o i r e  d e  r o u t i n e  d e  l ’ I n s t i t u t  

d e  p h a r m a c o l o g i e  c l i n i q u e ,  l e q u e l  a  d é t e r m i n é  l e  t a u x  p l a s m a t i q u e  d ’ A B Z S O  d e s  é c h a n t i l l o n s  

p a r  H P L C  [ 7 4 ] .  L e s  é c h a n t i l l o n s  d e  s a l i v e  o n t  é t é  c o l l e c t é s  e n  m ê m e  t e m p s  q u e  l e s  

é c h a n t i l l o n s  d e  p l a s m a  c o r r e s p o n d a n t s  e t  p r o v i e n n e n t  d e  p a t i e n t s  c o n s e n t a n t s .  D ’ a u t r e s  

i n f o r m a t i o n s  s e  t r o u v e n t  d a n s  l e s  a n n e x e s  7 . 4  e t  7 . 5 .  

L e s  u r i n e s  u t i l i s é e s  p o u r  l e s  a n a l y s e s  d u  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M E T  i n  v i v o  p r o v i e n n e n t  d e  

p a t i e n t s  r e c e v a n t  d e  l a  M E T  r a c é m i q u e  e n  S u i s s e  o u  d e  l ’ é n a n t i o m è r e  a c t i f  R  e n  A l l e m a g n e .  

Q u a n t  a u x  u r i n e s  c o n t e n a n t  d e  l a  m é p h é n y t o ï n e ,  e l l e s  p r o v i e n n e n t  d e  p a t i e n t s  p o u r  l e s q u e l s  l e  

p h é n o t y p e  h y d r o x y l a t e u r  a  é t é  d é t e r m i n é  à  l ’ I n s t i t u t  d e  p h a r m a c o l o g i e  c l i n i q u e .  D e  p l u s  

a m p l e s  d é t a i l s  p e u v e n t  ê t r e  t r o u v é s  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 1 .  

 

3.4 . I n cub a tion s in  v itro 

L e s  e n z y m e s  e t  a u t r e s  p r o d u i t s  d e  G e n t e s t  u t i l i s é s  p o u r  l e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o ,  a i n s i  q u e  l e s  

c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s ,  s o n t  d é c r i t s  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 1 .  L e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  o n t  é t é  

e f f e c t u é e s  s e l o n  l e s  r e c o m m a n d a t i o n s  d u  p r o d u c t e u r .  U n e  q u a n t i t é  a p p r o p r i é e  d e  p r i n c i p e  

a c t i f  e s t  a j o u t é e  à  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e  à  1 0 0  m M  d e  p H  7 . 4  c o n t e n a n t  d e s  s o l u t i o n s  A  ( 2 6 . 0  

m M  N A D P + ,  6 6  m M  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  e t  6 6  m M  M g C l 2 )  e t  B  ( 4 0  U / m l  d e  g l u c o s e - 6 -

p h o s p h a t e  d é s h y d r o g é n a s e  d a n s  5  m M  d e  c i t r a t e  d e  s o d i u m )  r é g é n é r a n t  l e  N A D P H .  C e  

m é l a n g e  e s t  t h e r m o s t a t é  à  3 7  ° C  p e n d a n t  1 0  m i n  d a n s  u n  E p p e n d o r f  T h e r m o m i x e r  a v a n t  

d ’ a j o u t e r  l e  C Y P  a d é q u a t  o u  l e s  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  h u m a i n s .  L e s  s o l u t i o n s  s o n t  i n c u b é e s  

e n t r e  1  e t  7 2  h ,  p l a c é e s  d a n s  d e  l a  g l a c e  p o u r  t e r m i n e r  l a  r é a c t i o n ,  e t  f i n a l e m e n t  e x t r a i t e s .  D e s  

s o l u t i o n s  m è r e s  a q u e u s e s  d e  M E T  ( 1  m g / m l )  e t  d e  D H  ( 2  e t  1 0  m g / m l )  o n t  é t é  u t i l i s é e s ,  e t  d e s  

s o l u t i o n s  m è r e s  o n t  é t é  p r é p a r é e s  d a n s  l ’ a c é t o n i t r i l e  p o u r  l a  M E P H  ( 2  m g / m l )  e t  d a n s  l e  

m é t h a n o l  p o u r  l a  M Q  ( 2 ,  1 6  e t  7 0  m g / m l )  e t  l ’ A B Z  ( 1  m g / m l ) .  

 

3.5 . H ydrol yses 

L e s  u r i n e s  c o l l e c t é e s  p o u r  l e s  a n a l y s e s  m é t a b o l i q u e s  d e  l a  M Q  o n t  s u b i  u n e  h y d r o l y s e  

e n z y m a t i q u e  p r é a l a b l e m e n t  à  l e u r  e x t r a c t i o n .  P o u r  c e t t e  é t a p e ,  2 . 5  m l  d ’ u r i n e  s o n t  c o m b i n é s  

a v e c  2 . 5  m l  d ’ u n  t a m p o n  a c é t a t e  à  p H  5 . 4 ,  p u i s  5 0  µl  d ’ u n e  s o l u t i o n  d e  β - g l u c u r o n i d a s e  d e  

E s c h e r i c h i a  C o l i  ( T y p e  V I I - A ,  2 5 ' 0 0 0  u n i t é s / m l )  s o n t  a j o u t é s .  L e s  é c h a n t i l l o n s  o n t  é t é  i n c u b é s  

4  h ,  p u i s  e x t r a i t s  p a r  L L E  o u  S P E ,  v o i r  p a r a g r a p h e  3 . 6  o u  a n n e x e s  7 . 2  e t  7 .  3 .  

 



      
 

3 1

3.6 . M é thodes d’ ex tra ction  

C h a q u e  s u b s t a n c e  é t u d i é e  d a n s  l e  c a d r e  d e  c e  t r a v a i l  a  b e s o i n  d ’ u n e  m é t h o d e  d ’ e x t r a c t i o n  

s p é c i f i q u e .  C e s  m é t h o d e s  s o n t  d é c r i t e s  p r é c i s é m e n t  d a n s  l e s  a r t i c l e s  e n  a n n e x e .  D e u x  m o d e s  

d ’ e x t r a c t i o n  p r i n c i p a u x  o n t  é t é  u t i l i s é s  :  l ’ e x t r a c t i o n  l i q u i d e - l i q u i d e  e t  l ’ e x t r a c t i o n  e n  p h a s e  

s o l i d e .  D a n s  t o u t e s  l e s  e x t r a c t i o n s ,  l a  s u b s t a n c e  m è r e  a i n s i  q u e  l e  o u  l e s  m é t a b o l i t e s  s o n t  

e x t r a i t s  e n  u n e  s e u l e  o p é r a t i o n  p o u r  p e r m e t t r e  l e u r  a n a l y s e  s i m u l t a n é e .  

L e  s y s t è m e  d ’ e x t r a c t i o n  l i q u i d e - l i q u i d e  ( L L E )  e s t  b a s é  s u r  l a  d i f f é r e n c e  d e  p o l a r i t é  e t  d e  

s o l u b i l i t é  d e  l a  m o l é c u l e  e n t r e  l a  p h a s e  a q u e u s e  e t  l a  p h a s e  o r g a n i q u e .  P o u r  l ’ e x t r a c t i o n  d e  l a  

M Q ,  o n  a  u t i l i s é  u n  s y s t è m e  d ’ e x t r a c t i o n  p r é f a b r i q u é ,  l e s  T o x i - T u b e s  A  ( A n a l y t i c a l  S y s t e m s ,  

L a g u n a  H i l l s ,  C A ,  U S A ) .  C e t t e  L L E  c o m m e r c i a l e  c o n t i e n t  e n  t a n t  q u e  s o l v a n t s  o r g a n i q u e s  u n  

m é l a n g e  d e  d i c h l o r o m é t h a n e ,  d e  1 , 2 - d i c h l o r o é t h a n e ,  d ’ h e p t a n e  e t  d ’ i s o p r o p a n o l  d o n t  l e s  

p r o p o r t i o n s  n e  s o n t  p a s  c o n n u e s ,  a i n s i  q u ’ u n  s e l  b a s i q u e  p e r m e t t a n t  d ’ e f f e c t u e r  u n e  e x t r a c t i o n  

à  p H  9 .  L a  M Q  e s t  u n e  b a s e  f a i b l e  d o n t  l e  p K a  e s t  d e  2 . 5 ,  l ’ e x t r a c t i o n  l i q u i d e - l i q u i d e  b a s i q u e  

p e r m e t  à  l a  m o l é c u l e  n o n  c h a r g é e  d e  s ’ a c c u m u l e r  d a n s  l a  p h a s e  o r g a n i q u e .  L ’ e x t r a c t i o n  n e  s e  

l i m i t e  p a s  à  l a  m o l é c u l e  m è r e ,  m a i s  s ’ é t e n d  é g a l e m e n t  a u x  m é t a b o l i t e s  p r i n c i p a u x .  

L ’ e x t r a c t i o n  d e  l ’ A B Z S O  e s t  s i m i l a i r e  à  l ’ e x t r a c t i o n  u t i l i s é e  e n  a n a l y s e  d e  r o u t i n e  [ 7 4 ] .  E l l e  

e s t  b a s é e  s u r  u n e  e x t r a c t i o n  l i q u i d e - l i q u i d e  p a r  d u  d i c h l o r o m é t h a n e  à  p H  1 0 . 3 .  L ’ A B Z S O  e s t  

u n e  m o l é c u l e  l i p o p h i l e ,  d e  c e  f a i t  l a  v a l e u r  d u  p H  n ’ i n t e r f è r e  q u e  p e u  d a n s  l ’ e x t r a c t i o n  e t  

p o s s è d e  d e s  p K a  d o n t  l e s  v a l e u r s  s o n t  0 . 3  e t  9 . 7 ,  c e  q u i  r e n d  l a  m o l é c u l e  a m p h o t è r e .  A u  p H  d e  

1 0 . 3  l a  m o l é c u l e  e s t  c h a r g é e  n é g a t i v e m e n t  m a i s  s o n  a c c u m u l a t i o n  e n  p h a s e  o r g a n i q u e  n e  

s e m b l e  p a s  ê t r e  i n f l u e n c é e .  L e s  m ê m e  c o n d i t i o n s  p e r m e t t e n t  é g a l e m e n t  l ’ e x t r a c t i o n  d e  l ’ A B Z  

e t  d e  l ’ A B Z S O 2 .  L a  L L E  d e  l a  m é p h é n y t o ï n e  a  é t é  e f f e c t u é e  à  l ’ a i d e  d e  d i c h l o r o é t h a n e  

c o m m e  d é c r i t  d a n s  l a  r é f .  [ 1 5 ] .  

C e r t a i n e s  e x t r a c t i o n s  e n  p h a s e  s o l i d e  ( S P E )  o n t  é g a l e m e n t  é t é  e f f e c t u é e s .  L a  M Q  e t  s e s  

m é t a b o l i t e s  p e u v e n t  e n  p l u s  d e  l a  m é t h o d e  d e  l ’ e x t r a c t i o n  l i q u i d e - l i q u i d e  ê t r e  e x t r a i t s  à  l ’ a i d e  

d e  c a r t o u c h e s  d ’ e x t r a c t i o n  e n  p h a s e  s o l i d e  [ 2 3 ] .  D a n s  c e t t e  m é t h o d e ,  d e s  c a r t o u c h e s  d e  m o d e  

m i x t e  s o n t  u t i l i s é e s  c e c i  s i g n i f i e  l a  p r é s e n c e  d ’ u n e  p h a s e  h y d r o p h o b e  e t  d ’ u n  é c h a n g e u r  

d ’ i o n s  ;  l a  n a t u r e  e x a c t e  d e s  p h a s e s  d ’ e x t r a c t i o n  u t i l i s é e s  n ’ e s t  p a s  c o n n u e .  I l  s ’ a g i t  p l u s  

p r é c i s é m e n t  d e  c a r t o u c h e s  B o n d  E l u t  C e r t i f y  N °  1 2 1 1 - 3 0 5 0  ( A n a l y t i c h e m  I n t e r n a t i o n a l ,  

H a r b o r  C i t y ,  C A ,  U S A ) .  C e l l e s - c i  p e r m e t t e n t  d ’ é l u e r  d a n s  u n e  p r e m i è r e  f r a c t i o n  l e s  

s u b s t a n c e s  p l u t ô t  a c i d e s  e t  n e u t r e s ,  e t  d a n s  u n e  d e u x i è m e  f r a c t i o n  l e s  c o m p o s é s  b a s i q u e s .  

E n  l e u r  q u a l i t é  d e  b a s e s  f a i b l e s ,  l a  M Q  e t  c e r t a i n s  d e  s e s  m é t a b o l i t e s  s o n t  é l u é s  d a n s  l a  

p r e m i è r e  f r a c t i o n ,  t a n d i s  q u e  l a  d i p h é n h y d r a m i n e  e t  d ’ a u t r e s  m é t a b o l i t e s  d e  l a  M Q  s e  t r o u v e n t  
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d a n s  l a  s e c o n d e  f r a c t i o n  r é c o l t é e .  P o u r  l a  S P E  d e  l a  m é t h a d o n e  e t  d e  l ’ E D D P ,  l e s  m ê m e s  

c a r t o u c h e s  o n t  é t é  u t i l i s é e s ,  m a i s  l a  p r o c é d u r e  d ’ é l u t i o n  e s t  d i f f é r e n t e .  E n  l e u r  q u a l i t é  d e  

m o l é c u l e s  b a s i q u e s ,  e l l e s  s e  t r o u v e n t  d a n s  l a  s o l u t i o n  d e  l a  d e u x i è m e  é l u t i o n  c o n t e n a n t  5  %  

d ’ a m m o n i a c  c o n c e n t r é  [ 9 ] .   

 

3.7 . É v a l ua tion  des ré sul ta ts 

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  à  l ’ a i d e  d ’ u n  é l e c t r o p h é r o g r a m m e  p e u v e n t  ê t r e  i n t e r p r é t é s  d e  m a n i è r e  

q u a l i t a t i v e  o u  q u a n t i t a t i v e  s e l o n  l e  b u t  d e  l ’ a n a l y s e .  D a n s  l e  c a d r e  d e  c e  t r a v a i l ,  l a  s e u l e  

é v a l u a t i o n  q u a n t i t a t i v e  a  é t é  c e l l e  d e  l ’ A B Z S O  d a n s  l e s  p l a s m a s  d e  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  

l ’ é c h i n o c o c c o s e  h é p a t i q u e .  L a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d e s  m é t a b o l i s m e s  e t  d e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  a  

q u a n t  à  e l l e  é t é  é v a l u é e  d e  f a ç o n  q u a l i t a t i v e .  

P l u s i e u r s  é t a p e s  s o n t  n é c e s s a i r e s  à  l ’ é v a l u a t i o n  d ’ u n e  m é t h o d e .  P o u r  c o m m e n c e r ,  d e s  

v a l i d a t i o n s  p r é l i m i n a i r e s  s o n t  n é c e s s a i r e s  :   

-  L ’ a n a l y s e  d u  f l u i d e  c o r p o r e l  ( m a t r i c e  v i e r g e ) ,  a p p e l é  b l a n c ,  p e r m e t  l a  d é t e c t i o n  

d ’ é v e n t u e l s  c o m p o s é s  e n d o g è n e s  e x t r a i t s .  L a  f i g .  1 3 A  m o n t r e  u n  b l a n c  s a n s  

i n t e r f é r e n c e s .  

-  L ’ a d j o n c t i o n  d e  s o l u t i o n  s t a n d a r d  d a n s  l e  b l a n c  ( f i g .  1 3 B )  r é v è l e  l a  p o s s i b i l i t é ,  a p r è s  

e x t r a c t i o n ,  d ’ a n a l y s e  d u  c o m p o s é  e t  l e s  é v e n t u e l l e s  i n t e r f é r e n c e s  a v e c  l e s  c o m p o s é s  

e n d o g è n e s .  

-  L ’ a n a l y s e  d ’ u n  e x t r a i t  d e  f l u i d e  c o r p o r e l  ( f i g .  1 3 C )  p r o v e n a n t  d ’ u n  p a t i e n t  p e r m e t  d e  

c o m p a r e r  l e s  t e m p s  d e  m i g r a t i o n  a i n s i  q u e  l e s  s p e c t r e s  U V  d u  c o m p o s é  e x t r a i t  p a r  

r a p p o r t  à  c e u x  d e  l a  s o l u t i o n  s t a n d a r d  a j o u t é e  à  l a  m a t r i c e  v i e r g e .  L e s  s p e c t r e s  U V  d e s  

c o m p o s é s  p e u v e n t  ê t r e  c o n s u l t é s  d a n s  l e s  a r t i c l e s  e n  a n n e x e .  L e s  s p e c t r e s  U V  

p e r m e t t e n t  l ’ i d e n t i f i c a t i o n  e t  l ’ e s t i m a t i o n  d e  l a  p u r e t é  d u  c o m p o s é  e x t r a i t  :  s i  l e s  

s p e c t r e s  U V  d u  c o m p o s é  e x t r a i t  e t  d e  l a  s o l u t i o n  s t a n d a r d  s o n t  i d e n t i q u e s ,  l e  p i c  

c o n t i e n t  e n  m a j e u r e  p a r t i e  l e  c o m p o s é  e x t r a i t  ;  d a n s  l e  c a s  c o n t r a i r e ,  u n e  s u b s t a n c e  

e n d o g è n e  i n t e r f è r e  a v e c  l e  c o m p o s é  à  a n a l y s e r .  P o u r  l a  c o n f i r m a t i o n  e t  l ’ i d e n t i f i c a t i o n  

d e s  c o m p o s é s  e x t r a i t s ,  i l  f a u t  n o n  s e u l e m e n t  c o n s t a t e r  d e s  s p e c t r e s  U V  i d e n t i q u e s  e t  

d e s  t e m p s  d e  m i g r a t i o n  c o r r e s p o n d a n t s  e n t r e  l a  s u b s t a n c e  e x t r a i t e  e t  l a  s o l u t i o n  

s t a n d a r d ,  m a i s  é g a l e m e n t  p r o c é d e r  à  l a  r é a n a l y s e  d e  l ’ e x t r a i t  d e  f l u i d e  c o r p o r e l  a p r è s  

a d j o n c t i o n  d e  s o l u t i o n  s t a n d a r d  d u  c o m p o s é  ( f i g .  1 3 D ) .  C e t t e  é t a p e  q u a l i t a t i v e  e s t  

i m p o r t a n t e  t a n t  p o u r  l e s  a n a l y s e s  q u a l i t a t i v e s  q u e  q u a n t i t a t i v e s  ;  e l l e  d é t e r m i n e  l a  

s é l e c t i v i t é  d e  l a  m é t h o d e .   
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Fig. 13  :  E l e c t r o p h é r o gr a m m e s  o b t e n u s  a p r è s  e x t r a c t io n  L L E  ;  il s  r e p r é s e n t e n t  ( A )  u n  p l a s m a  v ie r ge ,  

( B )  u n  p l a s m a  v ie r ge  a u q u e l  d e s  s o l u t io n s  s t a n d a r d  r a c é m iq u e s  d ’ A B Z S O  ( 2 .5  µg/ m l )  e t  d ’ O x B Z  ( 5  

µg/ m l )  o n t  é t é  a j o u t é e s ,  ( C )  u n  p l a s m a  d ’ u n  p a t ie n t  c o n t e n a n t  1.7 7  µg/ m l  d ’ A B Z S O  ( v a l e u r  

d é t e r m in é e  p a r  H P L C )  a u q u e l  3  µg/ m l  d ’ O x B Z  ( I S )  o n t  é t é  a j o u t é e s  e t  ( D )  l e  m é l a n ge  1 :  1 d e s  

é c h a n t il l o n s  ( B )  e t  ( C ) . E O F r e p r é s e n t e  l e  f l u x  é l e c t r o - o s m o t iq u e . S y s t è m e  t a m p o n  :  2 0  m M  T r is  p H  7  

c o n t e n a n t  3  %  ( m / v )  d e  s u l f a t e d  β - C D . C o n d it io n s  é l e c t r o p h o r é t iq u e s  :  18  k V  ( c o u r a n t  e n v . 5 6  µA ) ,  

t h e r m o r é gu l a t io n  d u  c a p il l a ir e  :  2 0  ° C . I n j e c t io n  :  5  p s i × s . C a p il l a ir e  d e  5 0 µm  d e  I .D .,  l o n gu e u r  t o t a l e  

( j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r )  d u  c a p il l a ir e  :  L  =  5 0  c m  ( l  =  4 5 .4  c m ) . L o n gu e u r  d ’ o n d e  d e  d é t e c t io n  :  2 2 5  n m . 

 

S i  l e s  r é s u l t a t s  d e s  v a l i d a t i o n s  p r é l i m i n a i r e s  s o n t  p r o m e t t e u r s ,  l e s  p a r a m è t r e s  s u i v a n t s  p e u v e n t  

ê t r e  é v a l u é s  :  

-  L a  l i n é a r i t é  d e  l a  m é t h o d e  e s t  é v a l u é e  p a r  u n e  d r o i t e  d e  r é g r e s s i o n  l i n é a i r e  c o m p o s é e  

d e  6  é c h a n t i l l o n s  p r o v e n a n t  d ’ e x t r a i t s  p l a s m a t i q u e s  a u x q u e l s  u n e  s o l u t i o n  d ’ A B Z S O  

e t  d e  I S  a  é t é  a j o u t é e .  C e t t e  d r o i t e  d e  r é g r e s s i o n  l i n é a i r e  p e r m e t  e n s u i t e  l ’ é v a l u a t i o n  

q u a n t i t a t i v e  d e  l ’ A B Z S O  a u  t r a v e r s  d e s  a i r e s  r e l a t i v e s  d e s  p i c s .  L a  c o n c e n t r a t i o n  

i n c o n n u e  d ’ A B Z S O  d a n s  l e  p l a s m a  a  p u  ê t r e  c a l c u l é e  à  l ’ a i d e  d e  c e t t e  r é g r e s s i o n  

l i n é a i r e  e t  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  c o n n u e  d e  I S  a j o u t é  à  l ’ é c h a n t i l l o n .  
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-  L a  p r é c i s i o n  e s t  é v a l u é e  à  l ’ a i d e  d e  l a  d é v i a t i o n  s t a n d a r d  r e l a t i v e  ( R S D ) .  L e s  f a c t e u r s  

é v a l u é s  s o n t  l a  v a r i a b i l i t é  d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  a p r è s  e x t r a c t i o n  d a n s  l e  c a s  d e  

l a  M Q  e t  l a  v a r i a b i l i t é  d e  l a  m é t h o d e  d e  q u a n t i f i c a t i o n  d a n s  l e  c a s  d e  l ’ A B Z S O .  

-  L a  r e p r é s e n t a t i o n  d e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  p o u r  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  c a l c u l é s  p a r  

l e s  h a u t e u r s  r e l a t i v e s  d e s  p i c s  d e  ( - ) - A B Z S O / ( + ) - A B Z S O ,  a  é t é  e f f e c t u é e  s o u s  l a  

f o r m e  d ’ u n  d i a g r a m m e  d e  f r é q u e n c e  ;  u n  t e s t  d e  K o l m o g o r o v - S m i r n o v  a  é t é  u t i l i s é  

p o u r  é v a l u e r  l a  d i s t r i b u t i o n  d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s .  

-  L a  c o m p a r a i s o n  e n t r e  d e u x  m é t h o d e s  a n a l y t i q u e s  p e u t  ê t r e  f a i t e  à  l ’ a i d e  d e  d i f f é r e n t s  

t e s t s  s t a t i s t i q u e s  ;  d a n s  l e  c a s  d e  l a  c o m p a r a i s o n  e n t r e  l a  C E  c h i r a l e  e t  l ’ H P L C  p o u r  l a  

q u a n t i f i c a t i o n  d u  t a u x  p l a s m a t i q u e  d e s  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  l ’ é c h i n o c o c c o s e  

h é p a t i q u e ,  o n  a  p r o c é d é  à  u n e  c o r r é l a t i o n  l i n é a i r e ,  à  u n  t e s t  d e  t  e t  à  l ’ a n a l y s e  d e  

l ’ e x a c t i t u d e  p a r  u n e  r e p r é s e n t a t i o n  d e  l a  d i f f é r e n c e  c o m p a r é e  à  l a  m o y e n n e  d e s  p a i r e s  

d e  r é s u l t a t s .  

-  L e s  s p e c t r e s  U V  o b t e n u s  p a r  l e  d é t e c t e u r  à  s c a n n i n g  r a p i d e  s o n t  c o n s u l t é s  a u  

m a x i m u m  d u  p i c .  D a n s  l e  s p e c t r e  U V  d e  l a  s u b s t a n c e ,  l ’ e r r e u r  s y s t é m a t i q u e  d u  

d é t e c t e u r  e s t  n e u t r a l i s é e  p a r  s o u s t r a c t i o n  d ’ u n  s p e c t r e  p r o v e n a n t  d ’ u n  p o i n t  s u r  l a  l i g n e  

d e  b a s e .  L a  s u p e r p o s i t i o n  d u  s p e c t r e  U V  p r o v e n a n t  d u  c o m p o s é  à  a n a l y s e r  e t  d e  c e l u i  

d e  l a  s o l u t i o n  s t a n d a r d  p e r m e t  l ’ i d e n t i f i c a t i o n  d u  c o m p o s é ,  v o i r  a n n e x e  7 . 2  f i g .  1 0 .   
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4 . R é sultats et di sc ussi o n  

 

4 .1. A sp ects du mé ta b ol isme sté ré osé l ectif  de l a  mé p hé n ytoï n e et de l a  

mé tha don e p a r in cub a tion  in  v itro 

L ’ é t u d e  d u  m é t a b o l i s m e  p e u t  s e  f a i r e  p a r  d i v e r s e s  m é t h o d e s ,  d e s  é t u d e s  i n  v i v o  o u  i n  v i t r o .  

L o r s  d ’ e s s a i s  i n  v i t r o ,  d e s  p r i n c i p e s  a c t i f s  s o n t  i n c u b é s  a v e c  d e s  m i c r o s o m e s  d e  c e l l u l e s  

d ’ i n s e c t e s  i n f e c t é e s  p a r  u n  b a c u l o v i r u s  d o n t  l e  g è n e  e x p r i m e  u n  C Y P 4 5 0  h u m a i n  o u  a v e c  d e s  

m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  h u m a i n s  a f i n  d e  p r o d u i r e  e n z y m a t i q u e m e n t  l e  o u  l e s  m é t a b o l i t e s .  L e  

m é t a b o l i s m e  d e  d e u x  s u b s t a n c e s  c h i r a l e s ,  l a  m é p h é n y t o ï n e  e t  l a  m é t h a d o n e ,  a  é t é  e x a m i n é  

d a n s  l e  c a d r e  d e  c e t t e  é t u d e .  

 

L a  m é p h é n y t o ï n e  ( M E P H ) ,  v o i r  f i g .  1 4 ,  e s t  u n e  s u b s t a n c e  a n t i - é p i l e p t i q u e  r a r e m e n t  u t i l i s é e  e n  

c l i n i q u e  e n  r a i s o n  d e  s a  t o x i c i t é  p o t e n t i e l l e  e t  d e s  e f f e t s  s e c o n d a i r e s  d e  l ’ u n  d e  s e s  

m é t a b o l i t e s ,  l e  n i r v a n o l  [ 7 5 ] .  L a  S - M E P H  e s t  c o n n u e  p o u r  ê t r e  m é t a b o l i s é e  d e  m a n i è r e  

h a u t e m e n t  s t é r é o s é l e c t i v e  e n  S - 4 - h y d r o x y - m é p h é n y t o ï n e  ( S - 4 - O H - M E P H )  p a r  l e  C Y P 2 C 1 9 ,  

v o i r  f i g .  1 4  [ 1 6 ] .  L e  p o l y m o r p h i s m e  g é n é t i q u e  d û  à  c e t t e  h y d r o x y l a t i o n  s t é r é o s é l e c t i v e  e t  l e s  

c o n s é q u e n c e s  d a n s  d i f f é r e n t e s  p o p u l a t i o n s  s o n t  d é c r i t s  d e  f a ç o n  p l u s  d é t a i l l é e  d a n s  l ’ a n n e x e  

7 . 1 .  

 

Fig. 14  :  S t r u c t u r e  c h im iq u e  d e  l a  S - M E P H  e t  d e  s o n  m é t a b o l it e  h y d r o x y l é  l e  S - 4 - O H - M E P H  f o r m é  

p a r  l e  C Y P 2 C 19 . L ’ a s t é r is q u e  r e p r é s e n t e  l e  c e n t r e  c h ir a l . 

 

L e s  m é t h o d e s  d e  M E C C  c h i r a l e s  o n t  d é j à  é t é  u t i l i s é e s  a n t é r i e u r e m e n t  l o r s  d ’ a n a l y s e s  d u  

m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  l a  M E P H  d a n s  l ’ u r i n e  [ 1 5 ]  e t  a p r è s  i n c u b a t i o n  a v e c  d e s  

m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  h u m a i n s  [ 7 0 ] .  L ’ i n t é r ê t  d e  l ’ i n c u b a t i o n  d e  l a  M E P H  a v e c  l e  

C Y P 2 C 1 9  S U P E R S O M E S  r é s i d e  d o n c  d a n s  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  s a  c a p a c i t é  

d ’ h y d r o x y l a t i o n  i n  v i t r o ,  e n  t a n t  q u ’ e n z y m e  i s o l é e  p r é s e n t e  d a n s  l a  s o l u t i o n  d ’ i n c u b a t i o n .  
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Fig. 15  :  É l e c t r o p h é r o gr a m m e s  d e  M E C C  c h ir a l e  o b t e n u s  a p r è s  e x t r a c t io n  l iq u id e - l iq u id e  ( A )  d ’ u n e  

in c u b a t io n  in  v it r o  d e  2  h  d e  10 0  µM  d e  s o l u t io n  r a c é m iq u e  d e  M E P H  a v e c  l e  C Y P 2 C 19 ,  ( B )  d u  

m ê m e  é c h a n t il l o n  d il u é  2  f o is  a u q u e l  o n t  é t é  a j o u t é s  12 .5  µg/ m l  d ’ u n e  s o l u t io n  d e  M E P H  r a c é m iq u e  e t  

12 .5  µg/ m l  d ’ u n e  s o l u t io n  d e  4 - O H - M E P H  r a c é m iq u e ,  ( C )  d ’ u n  é c h a n t il l o n  d il u é  d e u x  f o is  d e  5  m l  

d ’ u n e  u r in e  d e  p a t ie n t  E M  p o u r  l e  C Y P 2 C 19  e t  ( D )  d u  m ê m e  é c h a n t il l o n  q u e  ( C )  c o n t e n a n t  l e s  m ê m e s  

q u a n t it é s  d e  l a  s o l u t io n  d e  M E P H  r a c é m iq u e  e t  d e  l a  s o l u t io n  d e  4 - O H - M E P H  r a c é m iq u e  q u ’ e n  ( B ) . 

S y s t è m e  t a m p o n  :  t a m p o n  b o r a t e / p h o s p h a t e  c o n t e n a n t  9 5  m M  d e  S D S ,  4 0  m M  d e  β - C D  e t  8  %  

d ’ is o p r o p a n o l ,  p H  d e  9 .1. C o n d it io n s  é l e c t r o p h o r é t iq u e s  :  2 0  k V  ( c o u r a n t  e n v . 3 5  µA ) ,  t e m p é r a t u r e  d u  

c a p il l a ir e  2 0  ° C . C a p il l a ir e  d e  5 0  µm  I .D .,  l o n gu e u r  t o t a l e  ( j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r )  L  =  5 0  c m  ( l  =  4 5 .4  

c m ) . I n j e c t io n  p a r  p r e s s io n  p o s it iv e  d e  5  p s i × s . L o n gu e u r  d ’ o n d e  d e  d é t e c t io n  :  19 5  n m . 
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U n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  1 0 0  µM  d ’ u n e  s o l u t i o n  r a c é m i q u e  d e  M E P H  a  é t é  i n c u b é e  a v e c  l e  

C Y P 2 C 1 9  p e n d a n t  2  h  à  3 7  ° C ,  a v a n t  d e  f a i r e  l ’ o b j e t  d ’ u n e  e x t r a c t i o n  l i q u i d e - l i q u i d e  e t  d ’ u n e  

a n a l y s e  p a r  M E C C  c h i r a l e  à  1 9 5  n m .  L a  c o m p o s i t i o n  d u  s y s t è m e  t a m p o n  e s t  d é c r i t e  d a n s  l a  

l é g e n d e  d e  l a  f i g .  1 5  o u  s o u s  p a r a g r a p h e  3 . 1 .  L a  c o m p a r a i s o n  d e s  é l e c t r o p h é r o g r a m m e s  

o b t e n u s  r e s p e c t i v e m e n t  p a r  c e t  é c h a n t i l l o n  ( f i g .  1 5 A )  e t  p a r  l e  m ê m e  é c h a n t i l l o n  d i l u é  d e u x  

f o i s ,  a u q u e l  d e s  s o l u t i o n s  r a c é m i q u e s  d e  M E P H  e t  d e  4 - O H - M E P H  o n t  é t é  a j o u t é e s  ( f i g .  

1 5 B ) ,  m o n t r e  l a  f o r m a t i o n  s t é r é o s é l e c t i v e  d e  S - 4 - O H - M E P H  e t  p a r a l l è l e m e n t  l a  d i s p a r i t i o n  d e  

S - M E P H .  L ’ a d j o n c t i o n  d e  s o l u t i o n s  r a c é m i q u e s  p r o u v e  n o n  s e u l e m e n t  l a  h a u t e  

s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  m é t a b o l i s m e  m a i s  é g a l e m e n t  l a  c h i r a l i t é  d e  l ’ e s s a i .  D e  p l u s ,  e n  

c o m b i n a i s o n  a v e c  l e s  s p e c t r e s  U V  r é c o l t é s  ( v o i r  r é f .  [ 1 5 ] ) ,  c e t t e  a d j o n c t i o n  d e  s o l u t i o n s  

s t a n d a r d  p e r m e t  l ’ i d e n t i f i c a t i o n  d e s  c o m p o s é s .  C e t  é l e c t r o p h é r o g r a m m e  o b t e n u  p a r  e x t r a c t i o n  

d e  c e t t e  i n c u b a t i o n  i n  v i t r o  d e  l a  M E P H  a v e c  l e  C Y P 2 C 1 9  a  é t é  c o m p a r é  à  c e l u i  d e  l ’ e x t r a i t  

u r i n a i r e  d ’ u n  m é t a b o l i s e u r  r a p i d e  q u i ,  i n  v i v o ,  p o s s è d e  l a  f a c u l t é  d ’ h y d r o x y l e r  l a  S - M E P H  e n  

S - 4 - O H - M E P H ,  v o i r  f i g .  1 5 C .  O n  p e u t  v o i r  q u e  l a  S - 4 - O H - M E P H  e s t  p r é s e n t e  d a n s  l e s  

e x t r a i t s  u r i n a i r e s  d e  p a t i e n t s  E M .  Q u a n t  à  l a  R - M E P H ,  e l l e  r e s t e  i n t a c t e  a p r è s  i n c u b a t i o n  a v e c  

l e  C Y P 2 C 1 9 ,  q u i  h y d r o x y l e  s t é r é o s é l e c t i v e m e n t  l a  S - M E P H ,  v o i r  f i g .  1 5 A .  C e c i  e s t  e n  a c c o r d  

a v e c  l a  l i t t é r a t u r e  q u i  d é c r i t  l a  d é m é t h y l a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  d e  l a  R - M E P H  e n  n i r v a n o l  [ 1 6 ]  ;  

l ’ e n z y m e  r e s p o n s a b l e  d e  c e t t e  v o i e  m é t a b o l i q u e  n ’ e s t  à  l ’ h e u r e  a c t u e l l e  p a s  e n c o r e  é l u c i d é e  

[ 7 6 ] .  L ’ é v e n t u e l l e  p r é s e n c e  d e  M E P H  d a n s  l a  f i g .  1 5 C  e s t  m a s q u é e  p a r  l ’ i n t e r f é r e n c e  a v e c  d e s  

c o m p o s é s  e n d o g è n e s .  C e s  i n t e r f é r e n c e s  n ’ e m p ê c h e n t  p a s  d e  d é t e r m i n e r  l e  p o l y m o r p h i s m e  

g é n é t i q u e  d ’ u n  i n d i v i d u  [ 1 5 ] .  L ’ i n c u b a t i o n  i n  v i t r o  d e  l a  M E P H  a v e c  l e  C Y P 2 C 1 9  

S U P E R S O M E S  a  p e r m i s  d e  d é m o n t r e r  s o n  a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  i n  v i t r o  e t  l e s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  r e f l è t e n t  l e s  c o n d i t i o n s  i n  v i v o .   

 

L a  m é t h a d o n e  ( M E T )  e s t  l e  s e c o n d  p r i n c i p e  a c t i f  à  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  é t u d i é  d a n s  l e  

c a d r e  d e  c e  p r o j e t .  L a  M E T  e s t  l a  s u b s t a n c e  l a  p l u s  r é p a n d u e  d a n s  l e  t r a i t e m e n t  d e  

m a i n t e n a n c e  d e s  p a t i e n t s  p r é s e n t a n t  u n e  d é p e n d a n c e  a u x  o p i a c é s  ;  e l l e  e s t  é g a l e m e n t  u t i l i s é e  

d a n s  l a  t h é r a p i e  d e  l a  d o u l e u r  c h r o n i q u e .  E n  S u i s s e ,  s e u l  l e  m é l a n g e  r a c é m i q u e  e s t  u t i l i s é  ;  e n  

A l l e m a g n e ,  e n  r e v a n c h e ,  t a n t  l e  m é l a n g e  r a c é m i q u e  q u e  l ’ é n a n t i o m è r e  R  ( a c t i f )  s o n t  a u t o r i s é s  

e n  t h é r a p e u t i q u e  [ 6 ] .  L a  b i o t r a n s f o r m a t i o n  d e  M E T  e n  E D D P  ( d é m é t h y l a t i o n  p u i s  c y c l i s a t i o n  

s p o n t a n é e ,  v o i r  f i g .  1 6 )  e s t  c a t a l y s é e  p r i n c i p a l e m e n t  p a r  l e  C Y P 3 A 4  [ 7 7 ,  7 8 ] .  L a  

s t é r é o s é l e c t i v i t é  m é t a b o l i q u e  d e  l a  M E T  e s t  o b s e r v é e  à  t r a v e r s  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  

o b t e n u s  d a n s  d i f f é r e n t s  f l u i d e s  c o r p o r e l s  c o m m e  l e  p l a s m a  [ 3 7 ] ,  l ’ u r i n e  [ 6 ,  9 ,  1 2 ]  o u  l a  s a l i v e  
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[ 1 3 ] .  L a  M E T  e s t  u n  a g o n i s t e  d e s  r é c e p t e u r s  µ a v e c  d e s  p r o p r i é t é s  p h a r m a c o l o g i q u e s  

q u a l i t a t i v e m e n t  s i m i l a i r e s  à  c e l l e s  d e  l a  m o r p h i n e .  L ’ a c t i v i t é  a n a l g é s i q u e  d e  l a  R ( - ) - M E T  e s t  

8  à  5 0  f o i s  i m p o r t a n t e  q u e  c e l l e  d e  l ’ é n a n t i o m è r e  S ( + )  [ 7 8 a ] .  D e  p l u s  d ’ i m p o r t a n t e s  v a r i a t i o n s  

i n t e r i n d i v i d u e l l e s  s o n t  o b s e r v é e s  d a n s  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  ;  e l l e s  s o n t  d u e s  à  d e s  

i n f l u e n c e s  m é t a b o l i q u e s ,  p h a r m a c o c i n é t i q u e s  [ 3 7 ,  7 9 ] .   

 

Fig. 16  :  B io - t r a n s f o r m a t io n  d e  l a  m é t h a d o n e  e n  2 - e t h y l id è n e - 1, 5 - d im é t h y l - 3 , 3 - d ip h é n y l p y r r o l id in e  

( E D D P ) . L ’ a s t é r is q u e  r e p r é s e n t e  l e  c e n t r e  c h ir a l . 

 

C e s  c o n s i d é r a t i o n s  o n t  s u s c i t é  l ’ i n t é r ê t  p o u r  l ’ o b s e r v a t i o n  d e  l ’ i m p a c t  d e  l ’ i n c u b a t i o n  i n  v i t r o  

d e  l a  M E T  a v e c  d i f f é r e n t s  S U P E R S O M E S  ,  t e l s  q u e  l e  C Y P 3 A 4 ,  C Y P 2 C 9 ,  C Y P 2 C 1 9 ,  

C Y P 2 D 6  e t  l e  C Y P 1 A 2 .  L e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  i n c u b é s  2 4  h ,  e x t r a i t s  à  l ’ a i d e  d ’ u n e  m é t h o d e  

S P E  o p t i m i s é e  p a r  L a n z  e t  T h o r m a n n  [ 9 ] ,  p u i s  a n a l y s é s  p a r  C Z E - U V  d ’ a p r è s  u n e  m é t h o d e  d e  

F r o s t  e t  a l .  [ 6 ]  d o n t  l e  s y s t è m e  t a m p o n  e s t  c o m p o s é  d ’ u n e  s o l u t i o n  d e  1 0 0  m M  d e  p h o s p h a t e  

c o n t e n a n t  2  m M  d e  D I M E B  c o m m e  s é l e c t e u r  c h i r a l  a i n s i  q u e  1 0  %  d e  m é t h a n o l .   

L a  f o r m a t i o n  d ’ E D D P  r é s u l t a n t  d ’ i n c u b a t i o n s  d e  s o l u t i o n s  r a c é m i q u e s  d e  M E T  a v e c  l e s  

C Y P 2 C 9 ,  C Y P 2 C 1 9  e t  C Y P 2 D 6 ,  p e r m e t  l ’ o b s e r v a t i o n  d e  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d e  l a  

b i o t r a n s f o r m a t i o n  d e  l a  M E T ,  v o i r  t a b l e a u  3 .  L e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  d ’ E D D P  ( R / S )  

o b t e n u s  p a r  l e  C Y P 2 C 9  e t  C Y P 2 C 1 9  s o n t  d e  2 . 7 8  e t  3 . 0 3  r e s p e c t i v e m e n t ,  t a n d i s  q u e  c e l u i  d u  

C Y P 2 D 6  s e  m o n t e  à  0 . 3 9 .  L e  C Y P 1 A 2 ,  é g a l e m e n t  m e n t i o n n é  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e  c o m m e  é t a n t  

u n  c y t o c h r o m e  a c t i f  d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M E T ,  n ’ a  p o u r  s a  p a r t  p a s  p r o d u i t  d ’ E D D P  

d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  d ’ i n c u b a t i o n  u t i l i s é e s .  L e  C Y P 3 A 4 ,  d e r n i è r e  e n z y m e  c i t é e  d a n s  l e  t a b l e a u  

3  e t  p r i n c i p a l e  e n z y m e  m é t a b o l i s a n t  l a  M E T  [ 7 7 ] ,  a  r é v é l é  u n  r a p p o r t  é n a n t i o m é r i q u e  ( R / S )  

d e  0 . 9 1 ,  q u i ,  p a r  i n c u b a t i o n  d ’ u n e  s o l u t i o n  d e  M E T  d o n t  l e  r a p p o r t  é n a n t i o m é r i q u e  ( R / S )  e s t  

d e  1 . 0 6 ,  d é n o t e  u n e  f o r m a t i o n  d ’ E D D P  n o n  s t é r é o s é l e c t i v e .  L ’ i n c u b a t i o n  d e  s o l u t i o n s  d e  

M E T  n o n  r a c é m i q u e s  a  p e r m i s  d e  c o n f i r m e r  l e s  r é s u l t a t s  p r é c é d e n t s .  L e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s  o b t e n u s  p a r  c e s  i n c u b a t i o n s  p e u v e n t  ê t r e  c o n s u l t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  3 .  C e s  
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o b s e r v a t i o n s  c o n c e r n a n t  l ’ a b s e n c e  d e  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d a n s  l a  f o r m a t i o n  d ’ E D D P  l o r s  d u  

p r o c e s s u s  m é t a b o l i q u e  p a r  l e  C Y P 3 A 4  s o n t  e n  a c c o r d  a v e c  l a  l i t t é r a t u r e  [ 7 7 ] .  D e u x  

é l e c t r o p h é r o g r a m m e s  d e  l a  f i g .  1 7  m o n t r e n t  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  l e s  e x t r a i t s  d e s  

i n c u b a t i o n s  d ’ u n e  s o l u t i o n  r a c é m i q u e  ( 1 7 A )  e t  d ’ u n e  s o l u t i o n  n o n  r a c é m i q u e  ( 1 7 B )  d e  M E T .  

D ’ a u t r e s  c o n s i d é r a t i o n s  l i é e s  a u x  i n c u b a t i o n s  d e s  s o l u t i o n s  n o n - r a c é m i q u e s  d e  M E T  a i n s i  q u e  

l e s  é l e c t r o p h é r o g r a m m e s  o b t e n u s  p a r  i n c u b a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  r a c é m i q u e  a v e c  l e s  a u t r e s  

c y t o c h r o m e s  i n d i v i d u e l s  p e u v e n t  ê t r e  c o n s u l t é s  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 1 .  

 

T a b l e a u  3  :  R a p p o r t s  é n a n t io m é r iq u e s  d e  d iv e r s  é c h a n t il l o n s  o b t e n u s  a p r è s  in c u b a t io n  in  v it r o  o u  
é c h a n t il l o n s  u r in a ir e s ,  c o n t e n a n t  d e  l a  M E T  e t / o u  d e  l ’ E D D P . 
E c h a n t i l l o n  M a t r i c e  d e  

l ’ é c h a n t i l l o n  o u  
d e  l ’ i n c u b a t i o n  

R a p p o r t  
é n a n t i o m é r i q u e :  
m é t h a d o n e  R / S  a )  

R a p p o r t  
é n a n t i o m é r i q u e :  
E D D P  R / S  a )  

M E T  r a c . ( 2 0 0  µM )  c )  C Y P 3 A 4  1 . 0 6  0 . 9 1  
M E T  r a c .  ( 2 0 0  µM )  c )  C Y P 2 C 9  1 . 0 8  2 . 7 8  
M E T  r a c .  ( 2 0 0  µM )  c )  C Y P 2 C 1 9  1 . 0 5  3 . 0 3  
M E T  r a c .  ( 2 0 0  µM )  c )  C Y P 2 D 6  1 . 0 8  0 . 3 9  
M E T  r a c .  ( 2 0 0  µM )  c )  C Y P 1 A 2  1 . 0 7  -  
M E T  r a c .  ( 2 0 0  µM )  c )  H L M  1 . 1 1  0 . 7 3  
M E T  n o n  r a c .  ( R / S = 0 . 5 6 )  b )  c )  C Y P 3 A 4  0 . 5 5  0 . 3 9  
M E T  n o n  r a c .  ( R / S = 2 . 0 7 )  b )  c )  C Y P 3 A 4  2 . 1 0  2 . 2 2  
U r i n e  d e  p a t i e n t  ( f i g .  1 7 D )  U r i n e  1 . 5 2  0 . 5 9  
a )  R a p p o r t  d e s  h a u t e u r s  r e l a t iv e s  d e s  p ic s . 
b )  E c h a n t il l o n s  d ’ e n v ir o n  2 0 0  µM . 
c )  R a p p o r t s  é n a n t io m é r iq u e s  d ’ E D D P  e t  d e  M E T  o b t e n u s  a p r è s  in c u b a t io n  in  v it r o . 
 

S a c h a n t  q u e ,  i n  v i v o ,  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  m é t a b o l i s m e  d e  M E T  e s t  o b s e r v a b l e  d a n s  d i v e r s  

f l u i d e s  c o r p o r e l s ,  l ’ i n c u b a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  r a c é m i q u e  a v e c  d e s  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  

h u m a i n s  ( H L M )  p r é s e n t e  u n  g r a n d  i n t é r ê t .  O n  c o n s t a t e  n o n  s a n s  é t o n n e m e n t  u n e  f o r m a t i o n  

s t é r é o s é l e c t i v e  d e s  é n a n t i o m è r e s  d ’ E D D P  ( r a p p o r t  é n a n t i o m é r i q u e  ( R / S )  d e  0 . 7 3 ,  v o i r  t a b l e a u  

3 ) ,  t a n d i s  q u e  l a  s u b s t a n c e  m è r e  r e s t e  r a c é m i q u e ,  v o i r  f i g .  1 7 C .  C e t t e  i n c u b a t i o n  e s t  

i n t é r e s s a n t e  e n  c o m p a r a i s o n  a v e c  l ’ e x t r a i t  u r i n a i r e  d ’ u n  p a t i e n t  t r a i t é  a v e c  l e  m é l a n g e  

r a c é m i q u e  d e  M E T ,  v o i r  f i g .  1 7 D  ;  d a n s  c e t  e x t r a i t  u r i n a i r e ,  l a  s u b s t a n c e  m è r e  e t  l ’ E D D P  

m o n t r e n t  u n e  s t é r é o s é l e c t i v i t é .  L e s  p h é n o m è n e s  i n  v i v o  n e  s o n t  p a s  e n c o r e  t o u s  é l u c i d é s  ;  d e  

p l u s ,  i l s  s o n t  m i e u x  c o n n u s  p o u r  l a  M E T  q u e  p o u r  l ’ E D D P .  
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Fig. 17  :  E l e c t r o p h é r o gr a m m e s  r e p r é s e n t a n t  d e s  in c u b a t io n s  a v e c  l e  C Y P 3 A 4  a p r è s  e x t r a c t io n  S P E  ( A )  

d ’ u n e  s o l u t io n  r a c é m iq u e  d e  2 0 0  µ M  d e  M E T  e t  ( B )  d ’ u n e  s o l u t io n  d ’ e n v ir o n  2 0 0  µ M  d e  M E T  d o n t  l e  

r a p p o r t  é n a n t io m é r iq u e  e s t  d e  0 .5 6  ( R / S ) . L ’ é l e c t r o p h é r o gr a m m e  e n  ( C )  r e p r é s e n t e  u n e  in c u b a t io n  

d ’ u n e  s o l u t io n  r a c é m iq u e  d e  2 0 0  µ M  a v e c  l e s  H L M  a p r è s  e x t r a c t io n  S P E  e t  e n  ( D )  u n  e x t r a it  u r in a ir e  

d ’ u n  p a t ie n t  t r a it é  a v e c  u n e  s o l u t io n  r a c é m iq u e  d e  m é t h a d o n e . L ’ é l e c t r o p h é r o gr a m m e  e n  B  p r é s e n t e  

u n  o f f s e t  d e  1 m in  s u r  l ’ a x e  d e s  x . S y s t è m e  t a m p o n  :  t a m p o n  p h o s p h a t e  d e  10 0  m M  p H  2 .3  c o n t e n a n t  

2  m M  d e  D I M E B  c o m m e  s é l e c t e u r  c h ir a l  e t  10  %  d e  m é t h a n o l . C o n d it io n s  é l e c t r o p h o r é t iq u e s  :  2 0  k V  

( c o u r a n t  e n v . 4 6  µA ) ,  in j e c t io n  p a r  p r e s s io n  p o s it iv e  d e  3  p s i × s ,  c a p il l a ir e  t h e r m o s t a t é  à  2 0  ° C . 

C a p il l a ir e  d e  5 0  µm  I .D .,  l o n gu e u r  t o t a l e  ( j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r )  L  =  5 0  c m  ( l  =  4 5 .4  c m ) . L o n gu e u r  

d ’ o n d e  d e  d é t e c t io n  :  2 0 0  n m . 
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4 .2 . A n a l yse p a r C E  chira l e du mé ta b ol isme sté ré osé l ectif  de l a  

mé tha qua l on e da n s l ’ urin e 

L a  m é t h a q u a l o n e  ( M Q ) ,  v o i r  f i g .  1 8 ,  e s t  u n  p r i n c i p e  a c t i f  h y p n o t i q u e  e t  a n t i c o n v u l s i v a n t .  L e s  

p r o b l è m e s  d ’ a c c o u t u m a n c e  e t  d ’ a b u s  e n  f o n t  u n e  s u b s t a n c e  s t r i c t e m e n t  r é g l e m e n t é e  d a n s  

c e r t a i n s  p a y s ,  t a n d i s  q u e  d a n s  d ’ a u t r e s  l a  M Q  e s t  u t i l i s é e  e n  t h é r a p e u t i q u e .  E n  S u i s s e ,  l e  

p r i n c i p e  a c t i f  s e  t r o u v e  s u r  l e  m a r c h é  d a n s  l e  m é d i c a m e n t  T o q u i l o n e  C o m p o s i t u m  e n  

c o m b i n a i s o n  a v e c  l a  d i p h é n h y d r a m i n e  ( D H ) ,  u n  a n t i h i s t a m i n i q u e .  L a  c o m b i n a i s o n  a v e c  l a  

D H  p e r m e t  u n  m e i l l e u r  e f f e t  s é d a t i f ,  s a n s  i n f l u e n c e r  l a  t o x i c i t é  d u  p r o d u i t  [ 8 0 ,  8 1 ] .  

 

Fig. 18  :  S t r u c t u r e  m o l é c u l a ir e  d e  l a  m é t h a q u a l o n e  e t  d e  s e s  m é t a b o l it e s  h y d r o x y l é s  p r in c ip a u x . 

 

L e  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q  s e  f a i t  e n  m a j e u r e  p a r t i e  p a r  h y d r o x y l a t i o n  d e  l a  m o l é c u l e  à  d i v e r s  

e n d r o i t s ,  a i n s i  q u e  p a r  f o r m a t i o n  d e  O - g l u c u r o n i d e s ,  d e  O - m é t h y l  é t h e r  e t  d e  N - o x y d e  [ 8 2 ,  

8 3 ] .  A u c u n e  a c t i v i t é  t h é r a p e u t i q u e  s i g n i f i c a t i v e  n ’ a  p u  ê t r e  é t a b l i e  p o u r  l e s  m é t a b o l i t e s  [ 8 2 ] .  

L a  d i f f é r e n c e  d ’ a c t i v i t é  a n t i c o n v u l s i v e  d e s  r o t a m è r e s  d e  l a  M Q  a  é t é  é v a l u é e  p a r  u n  t e s t  

u t i l i s a n t  d e s  é l e c t r o - c h o c s  c h e z  l e s  s o u r i s .  C e  m o d è l e  a  m o n t r é  d e s  a c t i v i t é s  b i o l o g i q u e s  

s e m b l a b l e s  p o u r  l e s  é n a n t i o m è r e s ,  t o u t  e n  i n d i q u a n t  u n e  a c t i v i t é  a n t i c o n v u l s i v e  u n  p e u  p l u s  

p u i s s a n t e  p o u r  l e  r o t a m è r e  M ( - )  [ 8 ] .  D e  g r a n d e s  v a r i a t i o n s  i n t e r i n d i v i d u e l l e s  o n t  é t é  o b s e r v é e s  

d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q .  C i n q  m é t a b o l i t e s  m o n o - h y d r o x y l é s  p r i n c i p a u x  s o n t  p r i s  e n  
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c o n s i d é r a t i o n  d a n s  l e  c a d r e  d e  c e  t r a v a i l :  l a  2 ’ - h y d r o x y - m é t h a q u a l o n e  ( 2 ’ O H - M Q ) ,  l a  3 ’ -

h y d r o x y - m é t h a q u a l o n e  ( 3 ’ O H - M Q ) ,  l a  4 ’ - h y d r o x y - m é t h a q u a l o n e  ( 4 ’ O H - M Q ) ,  l a  2 - h y d r o x y -

m é t h a q u a l o n e  ( 2 O H - M Q )  e t  l a  6 - h y d r o x y - m é t h a q u a l o n e  ( 6 O H - M Q )  [ 8 2 ] .  L e s  s t r u c t u r e s  d e  

c e s  m é t a b o l i t e s  h y d r o x y l é s  s o n t  p r é s e n t é e s  d a n s  l a  f i g .  1 8 .  

D i v e r s e s  r e c h e r c h e s  c o n c e r n a n t  l e  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  d e  f a ç o n  a c h i r a l e  

p a r  G C  [ 8 4 ]  e t  p a r  G C - M S  [ 8 5 ] .  L e  b u t  d e  c e t t e  é t u d e  é t a i t  l e  d é v e l o p p e m e n t  d ’ u n  s y s t è m e  

a n a l y t i q u e  s u r  l a  b a s e  d e  l a  C E  a f i n  d e  p e r m e t t r e  l a  s é p a r a t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  d e s  c i n q  

m é t a b o l i t e s  h y d r o x y l é s  d e  l a  M Q  e n  u n e  s e u l e  m e s u r e .   

E n  p r e m i e r  l i e u ,  u n  t a m p o n  a d é q u a t  p o u r  l a  s é p a r a t i o n  d e  l a  M Q  e t  d e  s e s  c i n q  m é t a b o l i t e s  e n  

u n e  s e u l e  m e s u r e  e s t  r e q u i s  p o u r  l a  v i s i o n  d ’ e n s e m b l e  d u  m o t i f  d ’ e x c r é t i o n .  L a  M Q ,  b a s e  

f a i b l e ,  p o s s è d e  u n  p K a  d e  2 . 5  [ 8 3 ] .  L ’ a n a l y s e  a c h i r a l e  d e  l a  M Q  e t  d e  s e s  c i n q  m é t a b o l i t e s  

h y d r o x y l é s  e s t  p o s s i b l e  à  l ’ a i d e  d ’ u n  s y s t è m e  t a m p o n  p h o s p h a t e  d e  7 5  m M  à  p H  2 . 5 ,  v o i r  f i g .  

1 9 A .  A u  p H  d u  s y s t è m e  t a m p o n ,  l a  m o l é c u l e  e s t  c h a r g é e  à  5 0  %  ;  c o m m e  l ’ E O F  e s t  p r e s q u e  

n u l ,  c e t t e  c h a r g e  p o s i t i v e  v a  p e r m e t t r e  l a  m i g r a t i o n  d e  l a  m o l é c u l e  à  t r a v e r s  l e  c a p i l l a i r e  v e r s  

l e  d é t e c t e u r .  P o u r  p e r m e t t r e  u n e  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e ,  l ’ a d j o n c t i o n  d ’ u n  s é l e c t e u r  c h i r a l  

e s t  n é c e s s a i r e .  

L e  c h o i x  d u  s é l e c t e u r  c h i r a l  a d é q u a t  e s t  u n e  é t a p e  e s s e n t i e l l e  p o u r  l e s  s é p a r a t i o n s  

é n a n t i o m é r i q u e s .  U n e  é t u d e  p r é l i m i n a i r e  a v a i t  d é c r i t  l a  s é p a r a t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  d e  l a  M Q  

p a r  C Z E ,  d o n t  l e  s y s t è m e  t a m p o n  e s t  c o m p o s é  d e  7 5  m M  d e  p h o s p h a t e  à  p H  2 . 5  c o n t e n a n t  8  

m M  d ’ h y d r o x y p r o p y l - β - c y c l o d e x t r i n e  ( O H P - β - C D )  [ 2 2 ] .  C o m m e  l a  c y c l o d e x t r i n e  u t i l i s é e  e s t  

n e u t r e ,  l a  m i g r a t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  d é p e n d  d e  l e u r  c h a r g e  e t  d e  l e u r  f o r c e  d e  c o m p l e x a t i o n  

a v e c  l e  s é l e c t e u r  c h i r a l .  C e  s y s t è m e  t a m p o n  a  é t é  a p p l i q u é  p o u r  l a  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  

d e s  m é t a b o l i t e s  d e  l a  M Q ,  m a i s  n e  p e r m e t  p a s  d e  s é p a r e r  t o u s  l e s  c o m p o s é s ,  v o i r  f i g .  1 9 B .  

T o u t e f o i s ,  u n  d é b u t  d e  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  e s t  d é t e c t é  p o u r  t o u s  l e s  m é t a b o l i t e s .  D e  c e  

f a i t ,  c e  s y s t è m e  t a m p o n  a  é t é  l e  p o i n t  d e  d é p a r t  p o u r  l e  d é v e l o p p e m e n t  d u  s y s t è m e  o p t i m a l ,  

q u i  p e r m e t  l a  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  d e s  c i n q  m é t a b o l i t e s .  O n  a  j o u é  s u r  d i f f é r e n t s  

p a r a m è t r e s ,  t e l s  q u e  l e  p H ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  l ’ é l e c t r o l y t e  d u  s y s t è m e  t a m p o n  e t  c e l l e  d u  

s é l e c t e u r  c h i r a l .  L a  d i m i n u t i o n  d u  p H  à  2 . 1  a  a m é l i o r é  l a  s é p a r a t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s ,  e t  à  p H  

3  a u c u n  p i c  n ’ a  é t é  d é t e c t é  a p r è s  7 0  m i n .  D e  f a i b l e s  v a r i a t i o n s  d e  p H  a u x  a l e n t o u r s  d u  p K a  

d e s  m o l é c u l e s  c h a n g e n t  l e u r  c h a r g e  e t  d e  c e  f a i t  l e u r  m i g r a t i o n .  L e s  d i v e r s  a u t r e s  e s s a i s  p o u r  

l ’ o b t e n t i o n  d u  s y s t è m e  t a m p o n  o p t i m a l  s o n t  d é c r i t s  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 2 .  F i n a l e m e n t ,  u n e  

c o n c e n t r a t i o n  d e  5 0  m M  d ’ O H P - β - C D  d a n s  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e  d e  7 5  m M  à  p H  2 . 1  p e r m e t  

l a  s é p a r a t i o n  d e s  c i n q  m é t a b o l i t e s ,  v o i r  f i g .  1 9 C .  L o r s  d e  l ’ a n a l y s e  d e  s o l u t i o n  s t a n d a r d  d e s  

c i n q  m é t a b o l i t e s  e t  d e  l a  M Q  a v e c  c e  s y s t è m e  t a m p o n ,  l a  M Q  i n t e r f è r e  a v e c  l e s  m é t a b o l i t e s  
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4 ’ O H - M Q  e t  6 O H - M Q  d u  f a i t  d e  l e u r  d é t e c t i o n  s i m u l t a n é e .  M a i s  e n  r a i s o n  d u  m é t a b o l i s m e  

r a p i d e  d e  l a  M Q  e t  d e  s e s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  d a n s  l ’ u r i n e ,  c e t t e  i n t e r f é r e n c e  n ’ a  p a s  d ’ i n f l u e n c e  

s u r  l e s  r é s u l t a t s  u r i n a i r e s  ( v o i r  c i - a p r è s ) .  

Fig. 19  :  E l e c t r o p h é r o gr a m m e s  r e p r é s e n t a n t  l e s  s o l u t io n s  s t a n d a r d  r a c é m iq u e s  d e s  c in q  m é t a b o l it e s  d e  

l a  M Q  a n a l y s é s  p a r  ( A )  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e  7 5  m M  à  p H  2 .5 ,  ( B )  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e  7 5  m M  à  p H  

2 .5  c o n t e n a n t  8  m M  d ’ O H P - β - C D ,  e t  ( C )  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e  à  p H  2 .1 c o n t e n a n t  5 0  m M  d ’ O H P - β -

C D . C o n d it io n s  é l e c t r o p h o r é t iq u e s  :  p o u r  ( A )  14  k V  ( c o u r a n t  e n v . 4 7  µA ) ,  p o u r  ( B )  e t  ( C )  18  k V  

( c o u r a n t  e n v . 6 0 - 6 5  µA ) ,  in j e c t io n  p a r  p r e s s io n  p o s it iv e  d e  4  p s i × s ,  c a p il l a ir e  t h e r m o s t a t é  à  2 5  ° C . 

C a p il l a ir e  d e  5 0  µm  I .D .,  l o n gu e u r  t o t a l e  ( j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r )  L  =  5 0  c m  ( l  =  4 5 .4  c m ) . L o n gu e u r  

d ’ o n d e  d e  d é t e c t io n  :  2 0 0  n m . 
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L e s  l o n g s  t e m p s  d e  m i g r a t i o n  d e s  a n a l y s e s  o n t  p o u s s é  à  l a  r e c h e r c h e  d ’ a u t r e s  c y c l o d e x t r i n e s  

n e u t r e s ,  d o n t  l ’ a v a n t a g e  s e r a i t  l a  d i m i n u t i o n  d u  t e m p s  d e  m i g r a t i o n .  L a  β - c y c l o d e x t r i n e  ( β -

C D ) ,  l a  D I M E B ,  l a  ( 2 , 3 , 6 - t r i m é t h y l ) - β - c y c l o d e x t r i n e  ( T R I M E B )  o u  l ’ h y d r o x y p r o p y l - γ -

c y c l o d e x t r i n e  ( O H P - γ - C D ) ,  a i n s i  q u e  l e u r s  m é l a n g e s ,  o n t  é t é  t e s t é s  ;  i l s  n ’ o n t  t o u t e f o i s  p a s  e u  

l a  f a c u l t é  d e  f o u r n i r  s i m u l t a n é m e n t  u n e  s é p a r a t i o n  o p t i m a l e  d e  t o u s  l e s  é n a n t i o m è r e s  d e s  c i n q  

m é t a b o l i t e s  d e  l a  M Q  e t  u n e  a m é l i o r a t i o n  d u  t e m p s  d ’ a n a l y s e .  L e  t a b l e a u  4  r é c a p i t u l e  l e s  

r é s u l t a t s  i m p o r t a n t s  o b t e n u s  p a r  l ’ u t i l i s a t i o n  d e  l ’ O H P - β - C D  e t  l ’ O H P - γ - C D ,  t a n d i s  q u e  l e s  

a u t r e s  s é l e c t e u r s  c h i r a u x  e t  c e r t a i n s  é l e c t r o p h é r o g r a m m e s  s o n t  d é c r i t s  e t  r e p r é s e n t é s  p l u s  e n  

d é t a i l  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 2 .  A u  t e r m e  d e  c e t t e  r e c h e r c h e  d u  s é l e c t e u r  c h i r a l  p e r m e t t a n t  l a  

s é p a r a t i o n  d e s  c i n q  m é t a b o l i t e s  h y d r o x y l é s ,  l e  s y s t è m e  t a m p o n  c o m p o s é  d e  7 5  m M  d e  

p h o s p h a t e  à  p H  2 . 1  a v e c  a d d i t i o n  d e  5 0  m M  d ’ O H P - β - C D  v a  ê t r e  u t i l i s é  p o u r  l a  s u i t e  d e s  

e x p é r i e n c e s ,  v o i r  f i g .  1 9 C .   

 

T a b l e a u  4  :  T a b l e a u  r é c a p it u l a t if  d e s  c o n c e n t r a t io n s  d’OHP- β- C D  e t  d’OHP- γ- C D  u t il is é e s  p o u r  l a  
r é s o l u t io n  d e s  é n a n t io m è r e s  d e s  m é t a b o l it e s  d e  l a  M Q . 

C D  u t i l i s é e s  
[ c o n c e n t r a t i o n ]  

P H  d u  
t a m p o n  

p h o s p h a t e  a )  

L a  r é s o l u t i o n  
é n a n t i o m é r i q u e  o b s e r v é e  
e s t  p a r t i e l l e  o u  t o t a l e  

A u c u n e  r é s o l u t i o n  
é n a n t i o m é r i q u e  n ’ e s t  

o b s e r v é e  
O H P - β - C D  [ 8  m M ]  2 . 5  2 ’ O H - M Q ,  6 O H - M Q ,  

4 ’ O H - M Q ,  2 O H - M Q  
3 ’ O H - M Q  

O H P - β - C D  [ 5 0  m M ]  2 . 1  2 ’ O H - M Q ,  6 O H - M Q ,  
4 ’ O H - M Q ,  3 ’ O H - M Q ,  

2 O H - M Q  

-  

O H P - γ - C D  [ 1 6  m M ]  2 . 1  2 ’ O H - M Q ,  6 O H - M Q ,  
3 ’ O H - M Q ,  2 O H - M Q  

4 ’ O H - M Q  

O H P - γ - C D  [ 5 0  m M ]  2 . 1  2 ’ O H - M Q ,  6 O H - M Q ,  
3 ’ O H - M Q ,  2 O H - M Q  

4 ’ O H - M Q  

O H P - γ - C D  [ 1 6  m M ]  +  
O H P - β - C D  [ 8  m M ]  

2 . 1  2 ’ O H - M Q ,  6 O H - M Q ,  
3 ’ O H - M Q ,  2 O H - M Q  

4 ’ O H - M Q  

O H P - γ - C D  [ 1 6  m M ]  +  
O H P - β - C D  [ 5 0  m M ]  

2 . 1  2 ’ O H - M Q ,  4 ’ O H - M Q ,  
6 O H - M Q ,  2 O H - M Q  

3 ’ O H - M Q  

a )  L a  c o n c e n t r a t io n  d u  t a m p o n  p h o s p h a t e  u t il is é  e s t  d e  7 5  m M  p o u r  t o u s  l e s  e s s a is . C o n d it io n s  
é l e c t r o p h o r é t iq u e s  :  18  k V  ( c o u r a n t  v a r ia b l e  d ’ u n e  m e s u r e  à  l ’ a u t r e  e n t r e  5 5  e t  7 0  µA ) . 

 

L a  s é p a r a t i o n  a c h i r a l e  e t  c h i r a l e  d e s  s o l u t i o n s  s t a n d a r d  d e s  m é t a b o l i t e s  p e r m e t  d e  p a s s e r  à  

l ’ é t u d e  d e s  f l u i d e s  c o r p o r e l s .  L e s  u r i n e s  r é c o l t é e s  p a r  l e s  t r o i s  v o l o n t a i r e s  s o n t  h y d r o l y s é e s  

p u i s  e x t r a i t e s  p a r  L L E  o u  S P E ,  s e l o n  l e s  m é t h o d e s  b r i è v e m e n t  e x p l i q u é e s  d a n s  l e  p a r a g r a p h e  

3 . 6  o u  e n  d é t a i l  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 2 .  L ’ h y d r o l y s e  d e s  é c h a n t i l l o n s  u r i n a i r e s  e s t  n é c e s s a i r e  p o u r  

s é p a r e r  l ’ a c i d e  g l u c u r o n i q u e  d u  m é t a b o l i t e  a f i n  d e  p o u v o i r  e x t r a i r e  c e  d e r n i e r  p a r  l e s  
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m é t h o d e s  c i t é e s  p r é c é d e m m e n t .  L ’ h y d r o l y s e  d e s  g l u c u r o n i d e s  s e  f a i t  p a r  i n c u b a t i o n  d e  l ’ u r i n e  

à  p H  5 . 4  e n  p r é s e n c e  d e  β - g l u c u r o n i d a s e  p e n d a n t  4  h  à  u n e  t e m p é r a t u r e  d e  3 7  ° C .   

L ’ e x t r a c t i o n  a  é t é  e f f e c t u é e  d e  d e u x  f a ç o n s  d i f f é r e n t e s .  L a  p r e m i è r e  m é t h o d e ,  l ’ u t i l i s a t i o n  d e  

T o x i - T u b e s  A  p o u r  l a  L L E ,  a  l ’ a v a n t a g e  d ’ ê t r e  r a p i d e .  C e s  t u b e s  p r é s e n t e n t  t o u t e f o i s  

l ’ i n c o n v é n i e n t  s u i v a n t  :  l a  s a t u r a t i o n  d e  l e u r  p h a s e  o r g a n i q u e  n e  p e r m e t  d ’ e x t r a i r e  q u ’ u n e  

f r a c t i o n  d e s  c o m p o s é s .  C e c i  e s t  d é m o n t r é  p a r  l e  f a i t  q u e  l ’ e x t r a c t i o n  a v e c  5  f o i s  l e  v o l u m e  d e  

l a  p h a s e  o r g a n i q u e  a  p e r m i s  d ’ e x t r a i r e  u n e  q u a n t i t é  s e m b l a b l e  à  l a  S P E .  C e s  c o n s i d é r a t i o n s  

s o n t  e x p o s é e s  e n  d é t a i l  d a n s  l ’ a r t i c l e  d e  l ’ a n n e x e  7 . 2 .  P o u r  s a  p a r t ,  l a  S P E  a  l ’ a v a n t a g e  d e  

s é p a r e r  l a  M Q  d e s  m é t a b o l i t e s  a v e c  l e s q u e l s  e l l e  i n t e r f è r e  l o r s  d e  l a  s é p a r a t i o n  

é l e c t r o p h o r é t i q u e .  S o n  i n c o n v é n i e n t  r é s i d e  e n  l ’ o b t e n t i o n  d e  d e u x  f r a c t i o n s ,  c e  q u i  p e u t  r e n d r e  

l ’ é v a l u a t i o n  d e s  r é s u l t a t s  p l u s  d i f f i c i l e .  L e s  p r o c é d u r e s  d ’ e x t r a c t i o n  n e  p r é s e n t e n t  p a s  d e  

s t é r é o s é l e c t i v i t é  ;  c e  f a i t  e s t  d é v e l o p p é  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 2 ,  d e  m ê m e  q u e  d ’ a u t r e s  d é t a i l s  

c o n c e r n a n t  l e s  m é t h o d e s  d ’ e x t r a c t i o n .   

L ’ é v a l u a t i o n  q u a l i t a t i v e  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  l e s  d e u x  m é t h o d e s  s ’ e s t  b a s é e  s u r  l e s  

r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  d e s  m é t a b o l i t e s  d e  l a  M Q  o b t e n u s  a p r è s  h y d r o l y s e ,  e x t r a c t i o n  e t  

a n a l y s e  C Z E  d e  l ’ u r i n e  W T 8  à  t r o i s  j o u r s  d i f f é r e n t s .  L e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  d e s  

m é t a b o l i t e s  ( p r e m i e r  é n a n t i o m è r e  d é t e c t é / d e u x i è m e  é n a n t i o m è r e  d é t e c t é )  o n t  é t é  c a l c u l é s  à  

p a r t i r  d e s  h a u t e u r s  r e l a t i v e s  d e s  p i c s .  L e s  m o y e n n e s  ( n = 3 )  e t  l e s  d é v i a t i o n s  s t a n d a r d  r e l a t i v e s  

( R S D )  d e  s e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  s o n t  p r é s e n t é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  5 .  L a  d é t e r m i n a t i o n  

d e s  c o m p o s é s  a  é t é  r é a l i s é e  p a r  l ’ a d j o n c t i o n  d e s  s o l u t i o n s  s t a n d a r d  d e s  m é t a b o l i t e s  d a n s  

l ’ é c h a n t i l l o n  e x t r a i t ,  s u i v i e  d ’ u n e  r é a n a l y s e  d e  l ’ é c h a n t i l l o n ,  a i n s i  q u e  p a r  l e s  s p e c t r e s  U V  d e s  

c o m p o s é s  p r é s e n t é s  d a n s  l a  f i g u r e  1 0  d e  l ’ a r t i c l e  e n  a n n e x e  7 . 2 .  L e  t a b l e a u  c i - d e s s o u s  m o n t r e  

q u e  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  e n t r e  l e s  d e u x  m é t h o d e s  d ’ e x t r a c t i o n  n e  p r é s e n t e n t  p a s  d e  

f o r t e s  v a r i a t i o n s  ;  d e  c e  f a i t ,  l ’ u n e  o u  l ’ a u t r e  d e s  d e u x  m é t h o d e s  p e u t  ê t r e  u t i l i s é e  p o u r  

l ’ é v a l u a t i o n  d e  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q .  

 

T a b l e a u  5  :  R a p p o r t s  é n a n t io m é r iq u e s  ( p r e m ie r  p ic  d é t e c t é / d e u x iè m e  p ic  d é t e c t é )  d e s  h a u t e u r s  
r e l a t iv e s  d e s  p ic s  o b t e n u s  p o u r  l ’ u r in e  W T 8  ( n = 3 ) . E x t r a c t io n  e t  a n a l y s e  à  t r o is  j o u r s  d if f é r e n t s . 

P r o c é d u r e  d ’ e x t r a c t i o n  
S P E  L L E  
1 r e  f r a c t i o n  2 e  f r a c t i o n  

M é t a b o l i t e  

M o y e n n e  R S D  ( % )  M o y e n n e  R S D  ( % )  M o y e n n e  R S D  ( % )  
2 ’ O H - M Q  2 . 6 2  1 0 . 8 7  2 . 7 3  5 . 4 2  2 . 6 0  4 . 4 6  
4 ’ O H - M Q  0 . 0 2 6  3 . 2 8  0 . 1 0 1  7 . 0 5  0 . 0 2 3  1 3 . 0 4  
6 O H - M Q  0 . 7 7  6 . 0 2  -  -  0 . 9 9  1 1 . 7 5  
3 ’ O H - M Q  5 . 7 7  1 . 2 5  5 . 7 8  0 . 7 9  5 . 6 7  3 . 1 2  
2 O H - M Q  0 . 2 1  2 . 7 9  0 . 2 2  2 . 6 6  -  -  
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P o u r  l ’ é l u c i d a t i o n  d u  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f ,  d e s  e x t r a i t s  u r i n a i r e s  d e  t r o i s  v o l o n t a i r e s  

( W T ,  S Z  e t  U M )  s o n t  a n a l y s é s .  L e s  v o l o n t a i r e s  W T  e t  S Z  o n t  é t é  d é t e r m i n é s  ê t r e  d e s  E M ,  

t a n d i s  q u e  l e  v o l o n t a i r e  U M  e s t  u n  P M  p o u r  l e s  C Y P 2 D 6  e t  C Y P 2 C 1 9 .  L e s  u r i n e s  d e s  

v o l o n t a i r e s  s o n t  r é c o l t é e s  p e n d a n t  d e s  p é r i o d e s  d e  2  à  9  h  s u r  u n e  d u r é e  d ’ e n v i r o n  4 2  h  à  

p a r t i r  d e  l ’ i n g e s t i o n  d ’ u n e  d o s e  u n i q u e  d e  T o q u i l o n e  C o m p .  ;  l e s  d é t a i l s  d e  l ’ é c h a n t i l l o n n a g e  

s o n t  d é c r i t s  d a n s  l ’ a r t i c l e  e n  a n n e x e  7 . 3 .  L e s  u r i n e s  s o n t  h y d r o l y s é e s ,  p u i s  e x t r a i t e s  p a r  L L E  e t  

S P E  a v a n t  d ’ ê t r e  a n a l y s é e s  p a r  C Z E  c h i r a l e .  L e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  o b t e n u s  p a r  l e s  

a n a l y s e s  d e s  e x t r a i t s  u r i n a i r e s  ( S P E )  r é c o l t é s  p a r  l e s  t r o i s  v o l o n t a i r e s  a u  c o u r s  d e s  8  h  s u i v a n t  

l ’ i n g e s t i o n  d u  c o m p r i m é  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  6 .  L e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  

o b t e n u s  d a n s  l e s  e x t r a i t s  d e s  u r i n e s  r é c o l t é e s  e n t r e  1 2  e t  4 2  h  p e u v e n t  ê t r e  c o n s u l t é s  d a n s  l e  

t a b l e a u  2  d e  l ’ a n n e x e  7 . 3 .  L e s  t a b l e a u x  5  e t  6  m o n t r e n t  t o u s  l e s  d e u x  p a r  l e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q .  D e  p l u s ,  l e  t a b l e a u  6  p r é s e n t e  

l a  s i m i l a r i t é  d e s  m o t i f s  m é t a b o l i q u e s  d e s  t r o i s  v o l o n t a i r e s .  

 

T a b l e a u  6  :  R a p p o r t s  é n a n t io m é r iq u e s  d e s  m é t a b o l it e s  u r in a ir e s  d e  l a  M Q  o b t e n u s  a p r è s  h y d r o l y s e  e t  
a n a l y s e  S P E  d e s  u r in e s  c o l l e c t é e s  e n t r e  0  e t  8  h  p a r  l e s  t r o is  v o l o n t a ir e s . 
 U r i n e s  d e  v o l o n t a i r e s  r é c o l t é e s  e n t r e  t 0  e t  8 h  ( ± 1 h )  
 W T  S Z  U M  
M é t a b o l i t e  P r o c é d u r e  

d ’ e x t r a c t i o n  
R a p p o r t  
é n a n t i o m é r i q u e a )  

R a p p o r t  
é n a n t i o m é r i q u e a )  

R a p p o r t  
é n a n t i o m é r i q u e a )  

2 ’ O H - M Q  S P E  I  2 . 2 9  4 . 5 6  3 . 7 8  
 S P E  I I  2 . 0 0  4 . 0 4  3 . 2 3  
4 ’ O H  – M Q  S P E  I  0 . 1 1  0 . 1 6  0 . 0 7  
 S P E  I I  0 . 0 3  0 . 0 5  0 . 0 3  
6 O H - M Q  S P E  I  -  -  -  
 S P E  I I  1 . 0 4  1 . 1 4  0 . 6 4  
3 ’ O H - M Q  S P E  I  5 . 5 7  1 3 . 6 7  1 2 . 5 8  
 S P E  I I  5 . 4 9  1 0 . 6 9  1 0 . 4 4  
2 O H - M Q  S P E  I  0 . 2 3  0 . 2 3  0 . 3 0  
 S P E  I I  -  -  -  
a )  R a p p o r t  é n a n t io m é r iq u e  c a l c u l é  à  p a r t ir  d e s  h a u t e u r s  r e l a t iv e s  d e s  p ic s  ( p r e m ie r  é n a n t io m è r e  

d é t e c t é / d e u x iè m e  é n a n t io m è r e  d é t e c t é ) ,  n = 1. 
 

U n e  e x t r a c t i o n  L L E  d e  l ’ é c h a n t i l l o n  u r i n a i r e  p r o v e n a n t  d u  v o l o n t a i r e  S Z ,  c o l l e c t é  e n t r e  0  e t  9  

h ,  e s t  r e p r é s e n t é e  e n  f i g u r e  2 0 .  L e  m o t i f  m é t a b o l i q u e  p e r m e t  d ’ o b s e r v e r  u n  m é t a b o l i t e  

p r i n c i p a l ,  l a  4 ’ O H - M Q ,  d o n t  l e  d e u x i è m e  é n a n t i o m è r e  d é t e c t é  e s t  v i s i b l e  e n  q u a n t i t é  

s u p é r i e u r e  a u  p r e m i e r  m é t a b o l i t e .  C e t t e  o b s e r v a t i o n  i n d i q u e  u n e  f o r t e  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  

m é t a b o l i s m e .  L a  2 ’ O H - M Q ,  l a  3 ’ O H - M Q ,  l a  2 O H - M Q  e t  l a  6 O H - M Q  s o n t  p r é s e n t e s  e n  

q u a n t i t é  p l u s  f a i b l e  ;  l e u r s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s ,  m e n t i o n n é s  d a n s  l e  t a b l e a u  6 ,  m o n t r e n t  
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é g a l e m e n t  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  m é t a b o l i q u e  d e  l a  M Q .  L ’ a c c o m p l i s s e m e n t  d e  c e  p r o j e t  a  

p e r m i s  d e  d é c r i r e  p o u r  l a  p r e m i è r e  f o i s  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q .  D ’ a u t r e s  

d é t a i l s  s o n t  r e l e v é s  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 2 .  

 

Fig. 2 0  :  E l e c t r o p h é r o gr a m m e  o b t e n u  à  p a r t ir  d ’ u n  é c h a n t il l o n  d ’ u r in e  r é c o l t é  p a r  l e  v o l o n t a ir e  S Z ,  a u  

c o u r s  d e s  9  h  s u iv a n t  l ’ in ge s t io n  d u  T o q u il o n e  c o m p o s it u m
�

. L ’ é c h a n t il l o n  d ’ u r in e  a  é t é  h y d r o l y s é ,  

e x t r a it  p a r  L L E  e t  f in a l e m e n t  a n a l y s é  p a r  C Z E  c h ir a l e . L e s  p ic s  d é t e c t é s  j u s t e  a p r è s  l a  

d ip h é n h y d r a m in e  ( D H )  s o n t  d é t e r m in é s  ê t r e  d e u x  d e  s e s  m é t a b o l it e s . S y s t è m e  t a m p o n  :  7 5  m M  

p h o s p h a t e  p H  2 .1 c o n t e n a n t  5 0  m M  O H P - β - C D . C o n d it io n s  é l e c t r o p h o r é t iq u e s  :  18  k V  ( c o u r a n t  e n v . 

6 0 - 7 0  µA ) ,  in j e c t io n  4  p is  × s ,  t e m p é r a t u r e  d u  c a p il l a ir e  :  2 5  ° C . C a p il l a ir e  d e  5 0  µm  I .D .,  l o n gu e u r  

t o t a l e  ( j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r )  L  =  5 0  c m  ( l  =  4 5 .4  c m ) . L o n gu e u r  d ’ o n d e  d e  d é t e c t io n  :  2 0 0  n m . D H  :  

d ip h é n h y d r a m in e . 

 

L ’ i n f l u e n c e  d e s  p o l y m o r p h i s m e s  g é n é t i q u e s  p o u r  l e s  C Y P 2 C 1 9  e t  C Y P 2 D 6  d a n s  l e  c a s  d u  

m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  l a  M Q  p o u r r a i t  ê t r e  r é v é l é e  p a r  d e s  d i f f é r e n c e s  d a n s  l e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s  d e s  p r i n c i p a u x  m é t a b o l i t e s  o b t e n u s  p o u r  l e  P M  U M  e t  l e s  E M  W T  e t  S Z .  L a  

p l u p a r t  d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  d e s  m é t a b o l i t e s  s o n t  s e m b l a b l e s  p o u r  l e s  t r o i s  

v o l o n t a i r e s  ( v o i r  t a b l e a u  6 ) ,  s a u f  d a n s  l e  c a s  d u  6 O H - M Q  d o n t  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  
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s o n t  d e  > 1  p o u r  l e s  v o l o n t a i r e s  W T  e t  S Z  ( E M )  e t  d e  0 . 6 4  p o u r  l e  v o l o n t a i r e  U M  ( P M )  ;  c e s  

r é s u l t a t s  d e v r a i e n t  ê t r e  c o n f i r m é s  p a r  l ’ a n a l y s e  d ’ a u t r e s  é c h a n t i l l o n s  c a r  d ’ u n e  p a r t  l e  

m é t a b o l i t e  c o n c e r n é  e s t  p r é s e n t  e n  f a i b l e  q u a n t i t é  e t  d ’ a u t r e  p a r t  l e  n o m b r e  d e  v o l o n t a i r e s  

n ’ e s t  p a s  s u f f i s a n t .  L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  n e  s e m b l e n t  p a s  m o n t r e r  l ’ i n f l u e n c e  d e s  

p o l y m o r p h i s m e s  g é n é t i q u e s  d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  d e  l a  m é t h a q u a l o n e .  D e  p l u s ,  l a  v a r i a t i o n  

d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  d u  2 ’ O H - M Q  d a n s  l e s  é c h a n t i l l o n s  d ’ u r i n e  r é c o l t é s  p a r  l e s  

v o l o n t a i r e s  W T  e t  S Z  s u r  u n e  p é r i o d e  p r o l o n g é e  r é v è l e  d e s  d i f f é r e n c e s  m é t a b o l i q u e s  

i n t e r i n d i v i d u e l l e s .  C e t t e  v a r i a t i o n  d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  e s t  e x p o s é e  e n  d é t a i l  d a n s  

l ’ a n n e x e  7 . 3 .   

P o u r  l e s  r é s u l t a t s  p r é s e n t é s  c i - d e s s u s ,  t o u t e s  l e s  i n t e r p r é t a t i o n s  o n t  é t é  f o r m u l é e s  e n  p a r t a n t  d e  

l ’ i d é e  q u e  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  n e  p o u v a i t  v e n i r  q u e  d e  l a  b i o t r a n s f o r m a t i o n  d e  l a  M Q .  O r ,  l e s  

é c h a n t i l l o n s  u r i n a i r e s  a n a l y s é s  s o n t  h y d r o l y s é s  e n z y m a t i q u e m e n t  ;  d u  f a i t  d e  l ’ u t i l i s a t i o n  

d ’ e n z y m e s ,  p a r  d é f i n i t i o n  c h i r a l e s ,  c e t t e  f o r m e  d ’ h y d r o l y s e  p r é s e n t e  d o n c  u n  é l é m e n t  

s t é r é o s é l e c t i f .  D a n s  l ’ a n n e x e  7 . 3 ,  d i f f é r e n t e s  m é t h o d e s  s o n t  d é c r i t e s  p a r  l e s q u e l l e s  i l  a  é t é  

p o s s i b l e  n o n  p a s  d ’ e x c l u r e  u n e  s t é r é o s é l e c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  m a i s  d e  d o n n e r  d e s  p r e u v e s  

q u a n t  à  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  m é t a b o l i q u e .  

L e s  m é t a b o l i s m e s  s t é r é o s é l e c t i f s  p e u v e n t  ê t r e  é l u c i d é s  i n  v i v o ,  m a i s  l e  m é t a b o l i s m e  i n  v i t r o  

p e u t  r é v é l e r  d e s  a s p e c t s  s u p p l é m e n t a i r e s .  L a  m é t h a q u a l o n e  a  d e  c e  f a i t  é t é  i n c u b é e  a v e c  

d i f f é r e n t s  e n z y m e s  h é p a t i q u e s  C Y P 1 A 2 ,  C Y P 3 A 4 ,  C Y P 2 C 9 ,  C Y P 2 C 1 9  e t  C Y P 2 D 6  

S U P E R S O M E S  e t  e x t r a - h é p a t i q u e s  C Y P 1 A 1  a i n s i  q u ’ a v e c  d e s  H L M .  D i f f é r e n t e s  

c o n c e n t r a t i o n s  e t  d e s  t e m p s  d ’ i n c u b a t i o n  v a r i a b l e s  o n t  é t é  p r i s  e n  c o n s i d é r a t i o n .  C e s  d e r n i è r e s  

o n t  é t é  e x t r a i t e s  p a r  L L E  a v a n t  d ’ ê t r e  m e s u r é e s  d e  m a n i è r e  a c h i r a l e ,  p u i s  c h i r a l e .  C o m m e  l a  

M Q  i n t e r f è r e  a v e c  d e u x  m é t a b o l i t e s  d a n s  l e s  L L E ,  v o i r  p .  5 4  e t  a n n e x e  7 . 2 ,  l ’ a n a l y s e  a c h i r a l e  

p e r m e t  d ’ i d e n t i f i e r  l e s  é v e n t u e l s  m é t a b o l i t e s  f o r m é s .  P u i s ,  s u i t e  à  l e u r  d é t e c t i o n ,  l ’ a n a l y s e  

c h i r a l e  p e r m e t  d ’ o b s e r v e r  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  m é t a b o l i s m e .  S e u l e s  l a  2 ’ O H - M Q  e t  l a  2 O H -

M Q  o n t  p u  ê t r e  f o r m é e s  e n  q u a n t i t é s  i m p o r t a n t e s  g r â c e  a u  p r o c e s s u s  m é t a b o l i q u e  s e  

p r o d u i s a n t  i n  v i t r o  a u x  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s .  L e u r  f o r m a t i o n  a  é t é  p o s s i b l e  p a r  i n c u b a t i o n  a v e c  

l e  C Y P 3 A 4  e t  l e s  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  h u m a i n s ,  e n  u t i l i s a n t  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  M Q  

e n t r e  0 . 2  e t  0 . 8  m M  e t  d e s  t e m p s  d ’ i n c u b a t i o n  d e  2 4  à  7 2  h ,  v o i r  t a b l e a u  7 .  L e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s  ( p r e m i e r  m é t a b o l i t e  d é t e c t é / s e c o n d  m é t a b o l i t e  d é t e c t é )  o b t e n u s  p o u r  l a  

2 ’ O H - M Q  e t  l a  2 O H - M Q  s o n t  d e  0 . 7 3  e t  0 . 1 8 ,  r e s p e c t i v e m e n t  p o u r  l ’ i n c u b a t i o n  d e  0 . 2  m M  

d e  M Q  a v e c  l e  C Y P 3 A 4  ( 2 4  h ) ,  e t  d e  0 . 8 6  e t  0 . 2 3 ,  r e s p e c t i v e m e n t  p o u r  l ’ i n c u b a t i o n  d e  

0 . 8  m M  d e  M Q  a v e c  l e s  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  ( 2 4  h ) .  L e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  o b t e n u s  

p o u r  l a  M Q  m o n t r e n t  d e s  v a l e u r s  e n t r e  1 . 2 8  e t  1 . 4 6  ;  c e u x - c i  r é v è l e n t  u n e  d i m i n u t i o n  d e  l a  
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q u a n t i t é  d u  d e u x i è m e  m é t a b o l i t e  d e  l a  M Q  d a n s  l e s  é c h a n t i l l o n s ,  c e  q u i  s i g n i f i e  s o n  u t i l i s a t i o n  

d u r a n t  l e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o .  L e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  o b t e n u s  p o u r  l a  2 ’ O H - M Q ,  l a  

2 O H - M Q  e t  l a  M Q  s o n t  r e p o r t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  7 ,  c i - a p r è s .  

 

T a b l e a u  7  :  C o n d it io n s  d ’ in c u b a t io n  in  v it r o  d e  l a  M Q  e t  r a p p o r t s  é n a n t io m é r iq u e s  o b t e n u s  a p r è s  
e x t r a c t io n  L L E  ( n = 1) . 
M i l i e u  
d ’ i n c u b a t i o n  
o u  é c h a n t i l l o n  

T e m p s  
d ’ i n c u b a t i o n  

( h )  

C o n c e n t r a t i o n  
d e  l a  M Q  
( m M )  

R a p p o r t  
é n a n t i o m é r i q u e  
2 ’ O H - M Q   

R a p p o r t  
é n a n t i o m é r i q u e  

2 O H - M Q   

R a p p o r t  
é n a n t i o m é r i q u e  

M Q   
H L M  2 4  0 . 8  0 . 8 6  0 . 2 3  1 . 4 0  
H L M  7 2  2  0 . 9 6  0 . 3 4  1 . 4 6  
H L M  2 4  0 . 8  0 . 8 3  0 . 2 4  1 . 3 5  
C Y P 3 A 4  2 4  0 . 2  0 . 7 3  0 . 1 8  1 . 3 1  
C Y P 3 A 4  7 2  0 . 2  0 . 7 4  0 . 2 1  1 . 3 3  
C Y P 2 D 6  7 2  2  0 . 2 0  -  1 . 2 8  
u r i n e  W T 8  -  -  2 . 6 2  0 . 2 1  -  
 

L e s  d e u x  m é t a b o l i t e s  f o r m é s  p a r  c e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  d é m o n t r e n t  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d e  c e  

m é t a b o l i s m e .  D e  p l u s ,  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  o b t e n u s  a v e c  l e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  p o u r  

l e  2 O H - M Q  s o n t  s i m i l a i r e s  à  c e u x  o b s e r v é s  i n  v i v o .  L e s  a u t r e s  m é t a b o l i t e s  n ’ o n t  p u  ê t r e  

f o r m é s  q u ’ e n  q u a n t i t é s  i n f i m e s .  C e t t e  f o r m a t i o n  s t é r é o s é l e c t i v e  d e s  m é t a b o l i t e s  p a r  l e  

C Y P 3 A 4  e t  l e s  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  d o n n e  u n e  c o n f i r m a t i o n  s u p p l é m e n t a i r e  d u  f a i t  q u e  l a  

s t é r é o s é l e c t i v i t é  e s t  d u e  a u  m é t a b o l i s m e  e t  n o n  à  l ’ h y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e .  D ’ a u t r e s  

c o n s i d é r a t i o n s  r e l a t i v e s  a u  m é t a b o l i s m e  i n  v i t r o  f i g u r e n t  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 3 .  C e s  

c o n s i d é r a t i o n s  i n  v i t r o  c o n c e r n a n t  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  p r é s e n t e n t  u n  c e r t a i n s  i n t é r ê t ,  m a i s  l e s  

c o n d i t i o n s  e t / o u  l e s  c y t o c h r o m e s  u t i l i s é s  n o n  p a s  p e r m i s  d ’ é l u c i d e r  l a  v o i e  m é t a b o l i q u e  d u  

m é t a b o l i t e  p r i n c i p a l ,  l a  4 ’ O H - M Q .  
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4 .3. A n a l yse p a r C E  chira l e du mé ta b ol isme sté ré osé l ectif  de l ’ a l b en da z ol e 

da n s l e p l a sma  

L e  b u t  d e  c e t t e  é t u d e  é t a i t  d e  t r o u v e r  u n e  m é t h o d e  d e  s é p a r a t i o n  c h i r a l e  u t i l i s a n t  

l ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  a f i n  d e  q u a n t i f i e r  l e  t a u x  d ’ A B Z S O  d a n s  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  

p l a s m a  d e  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  l ’ é c h i n o c o c c o s e  h é p a t i q u e .  L a  r e c h e r c h e  d u  s é l e c t e u r  c h i r a l  

a d é q u a t ,  l a  d é t e c t i o n  p a r  U V  e t  f l u o r e s c e n c e ,  l a  c o m p a r a i s o n  e n t r e  d i f f é r e n t s  f l u i d e s  c o r p o r e l s  

e t  l a  q u a n t i f i c a t i o n  d u  t a u x  p l a s m a t i q u e  d ’ A B Z S O  s o n t  l e s  p o i n t s  i m p o r t a n t s  d e  c e  s o u s -

c h a p i t r e .  

L ’ a l b e n d a z o l e  ( A B Z )  e s t  u n e  b e n z i m i d a z o l e  a n t i - h e l m i n t h i q u e  à  l a r g e  s p e c t r e  u t i l i s é e  d a n s  l e  

t r a i t e m e n t  d e s  p a r a s i t e s  d u  t r a c t u s  g a s t r o - i n t e s t i n a l  e t  d e s  p a r a s i t e s  t i s s u l a i r e s  [ 3 3 ,  p .  7 4 8 ] .  

L ’ A B Z  e s t  u n  c o m p o s é  p r o c h i r a l  d o n t  l ’ o x y d a t i o n  p a r  l e s  C Y P 4 5 0  e t  l e s  F M O  f o r m e  c o m m e  

p r e m i e r  m é t a b o l i t e  l ’ A B Z S O  c h i r a l  ;  l a  s e c o n d e  o x y d a t i o n  p a r  l e s  C Y P 4 5 0  f o r m e  e n s u i t e  

l ’ a l b e n d a z o l e  s u l f o n e ,  c o m p o s é  a c h i r a l ,  v o i r  f i g .  2 1  [ 1 7 ,  8 6 ] .  L e  p r e m i e r  m é t a b o l i t e  o x y d é  d e  

l ’ A B Z ,  l ’ A B Z S O ,  e s t  u n e  m o l é c u l e  a m p h o t è r e  d o n t  l e s  p K a  s o n t  d e  0 . 3  e t  9 . 7  ;  i l  e s t  p a r  

c o n s é q u e n t  n e u t r e  e n t r e  p H  2  e t  8  [ 8 7 ] .  

 

Fig. 2 1 :  S t r u c t u r e  c h im iq u e  d e  l ’ a l b e n d a z o l e ,  d u  f e n b e n d a z o l e  e t  d e  l e u r s  m é t a b o l it e s . L ’ a s t é r is q u e  

m o n t r e  l e  c e n t r e  d e  c h ir a l it é  d e s  m o l é c u l e s . 
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L e s  p r e m i e r s  e s s a i s  c o n c e r n a n t  l a  s é p a r a t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  d ’ A B Z S O  p a r  C E  c h i r a l e  

f u r e n t  e n t r e p r i s  e n  u t i l i s a n t  d i f f é r e n t e s  c y c l o d e x t r i n e s  ( α- C D ,  β - C D ,  O H P - β - C D ,  O H P - γ - C D ,  

D I M E B  e t  T R I M E B )  d a n s  u n  t a m p o n  b o r a t e  a q u e u x  d e  p H  9 . 3 .  A u c u n  d e  c e s  s é l e c t e u r s  

c h i r a u x  n ’ a  p e r m i s  l a  r é s o l u t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  d e  l ’ A B Z S O .  C o m m e  l a  l i t t é r a t u r e  d é c r i t  

l ’ u t i l i s a t i o n  d e  b a s e s  d e  P i r k l e  p o u r  l a  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  d e  s u l f o x y d e s  p a r  H P L C  

[ 8 8 ] ,  p l u s i e u r s  b a s e s  d e  P i r k l e  o n t  é t é  m i s e s  à  c o n t r i b u t i o n  p o u r  l a  r é s o l u t i o n  d e s  

é n a n t i o m è r e s  d ’ A B Z S O  e n  C E  ;  d e u x  d e  c e s  b a s e s  s o n t  c i t é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  8 .  U n e  

c o n c e n t r a t i o n  d e  5 0  m M  d e  ( R ) - D N B P G  ( p o u r  l a  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  v o i r  f i g .  1 0 )  d a n s  u n  

t a m p o n  b o r a t e  d e  3 0  m M  à  p H  9  a  f i n a l e m e n t  p e r m i s  l a  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  d ’ A B Z S O  

p a r t i e l l e  [ 8 9 ] .  D i f f é r e n t s  p h é n o m è n e s  d é c r i t s  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 4 ,  c o m m e  l ’ i n f l u e n c e  d e  l a  

t e m p é r a t u r e  i n t r a c a p i l l a i r e  s u r  l a  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e ,  o n t  p u  ê t r e  o b s e r v é s  p a r  l e s  

m e s u r e s  e f f e c t u é e s  a v e c  c e  s y s t è m e  t a m p o n  [ 8 9 ] .  L a  ( R ) - D N B P G  p r é s e n t e  u n  i n c o n v é n i e n t  

m a j e u r  :  i l  n ’ a  p a s  é t é  p o s s i b l e  d ’ a t t e i n d r e  u n e  l i m i t e  d e  d é t e c t i o n  s u f f i s a m m e n t  b a s s e  p o u r  

r e n d r e  p o s s i b l e  l a  q u a n t i f i c a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s  ;  d e  c e  f a i t ,  l ’ u t i l i s a t i o n  d e  c e  

s é l e c t e u r  c h i r a l  a  d û  ê t r e  a b a n d o n n é e .  L e s  r é s o l u t i o n s  e t  a u t r e s  o b s e r v a t i o n s  o b t e n u e s  p a r  

l ’ u t i l i s a t i o n  d e s  a u t r e s  b a s e s  d e  P i r k l e  s o n t  d é c r i t e s  d a n s  l ’ a r t i c l e  d e  l ’ a n n e x e  7 . 4 .  

 

T a b l e a u  8  :  R é s o l u t io n  d e  l ’ A B Z S O  a v e c  d if f é r e n t s  s é l e c t e u r s  c h ir a u x  d a n s  u n  c a p il l a ir e  d e  5 0  c m  d e  
l o n gu e u r . 
S é l e c t e u r  c h i r a l  C o n c e n t r a t i o n  R é s o l u t i o n  A B Z S O  R é s o l u t i o n  O x B Z  
( R ) - D N B P G a )  5 0  m M  C o m p l è t e c )  P a r t i e l l e  
N - ( 3 , 5 - d i n i t r o b e n z o y l ) - l e u c i n e a )  2 0 - 5 0  m M  P a r t i e l l e  P a r t i e l l e  
S u l f a t e d - β - C D b )  3 %  ( m / v )  C o m p l è t e  C o m p l è t e  
H e p t a k i s ( 2 , 3 - d i m é t h y l - 6 - s u l f a t o ) -
β - C D b )  

3 %  ( m / v )  A u c u n e  -  

H e p t a k i s ( 2 , 3 - d i a c é t y l - 6 - s u l f a t o ) -
β - C D b )  

3 %  ( m / v )  A u c u n e  -  

a )  t a m p o n  b o r a t e  3 0  m M  p H  9  
b )  t a m p o n  T r is  2 0  m M  p H  7 . 
c )  u n iq u e m e n t  l o r s  d e  l ’ u t il is a t io n  d ’ u n  s y s t è m e  t a m p o n  d is c o n t in u ,  v o ir  c i- a p r è s . 
 

S u i t e  a u x  p r o b l è m e s  c o n c e r n a n t  l e s  l i m i t e s  d e  d é t e c t i o n ,  u n e  a u t r e  a p p r o c h e  a  é t é  a d o p t é e  :  

e l l e  c o n s i s t e  à  é v i t e r  l a  p r é s e n c e  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  l o r s  d e  l a  d é t e c t i o n  d e  l ’ a n a l y t e .  D e u x  

m é t h o d e s  u t i l i s a n t  d e s  s y s t è m e s  d i s c o n t i n u s  ( c a p i l l a i r e  r e m p l i  d e  b a c k g r o u n d  e l e c t r o l y t e ,  p u i s  

i n j e c t i o n  d e  l ’ é c h a n t i l l o n  s u i v i  d ’ u n  p l u g  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l )  o n t  é t é  e n v i s a g é e s  :  d ’ u n e  p a r t  l e  

p a s s a g e  d ’ u n e  z o n e  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  à  t r a v e r s  l ’ a n a l y t e ,  v o i r  f i g .  2 2 B ,  C  e t  D ,  d ’ a u t r e  p a r t  

l ’ u t i l i s a t i o n  d ’ u n e  z o n e  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  n e  p r é s e n t a n t  p a s  d ’ i n t e r r u p t i o n ,  v o i r  f i g .  2 2 A .   
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Fig. 2 2  :  E l e c t r o p h é r o gr a m m e s  o b t e n u s  à  l ’ a id e  d ’ u n e  z o n e  d e  ( R ) - D N B P G  t r a v e r s a n t  l a  z o n e  

c o n t e n a n t  l ’ a n a l y t e  e n  p o l a r it é  in v e r s e  a p r è s  é l im in a t io n  d u  E O F. L a  f igu r e  A  r e p r é s e n t e  l a  s é p a r a t io n  

o b t e n u e  p a r  u n e  z o n e  c o n t in u e  t a n d is  q u e  ( B )  à  ( D )  m o n t r e n t  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  d e s  s y s t è m e s  

d is c o n t in u s  d o n t  l ’ a p p o r t  d e  s é l e c t e u r  c h ir a l  a  é t é  a r r ê t é  a p r è s  ( B )  6 .0  m in ,  ( C )  5 .5  m in ,  ( D )  4 .0  m in  

d ’ é l e c t r o p h o r è s e . C o n d it io n s  é l e c t r o p h o r é t iq u e s  :  - 2 0  k V  ( c o u r a n t  e n v . ( A )  3 0 ,  ( B )  16 ,  ( C )  15 ,  ( D )   

15  µA ) ,  c a p il l a ir e  t h e r m o s t a t é  à  2 0  ° C . C a p il l a ir e  d e  5 0  µm  I .D .,  l o n gu e u r  t o t a l e  ( j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r )   

L  =  5 0  c m  ( l  =  4 5 .4  c m ) . I n j e c t io n  d ’ u n  é c h a n t il l o n  d e  2 0 0  µg/ m l  d is s o u t  d a n s  d e  l ’ a c é t o n it r il e  p a r  

a p p l ic a t io n  d ’ u n e  p r e s s io n  p o s it iv e  d e  5  p s i × s . L o n gu e u r  d ’ o n d e  d e  d é t e c t io n  :  2 8 0  n m . L e  s y s t è m e  

t a m p o n  é t a it  c o m p o s é  d e  3 0  m M  N a 2 B 4 O 7  e t  3  m M  d e  s p e r m in e  ( p H  9 .2 ) ,  e t  l a  z o n e  t a m p o n  

c o n t e n a n t  l e  s é l e c t e u r  c h ir a l  d e  3 0  m M  N a 2 B 4 O 7 ,  5 0  m M  ( R ) - D N B P G  e t  3  m M  d e  s p e r m in e  ( p H  9 .0 ) . 

L a  f igu r e  in s é r é e  e n  ( A )  e s t  u n e  r e p r é s e n t a t io n  d e  l a  m ê m e  m e s u r e  a v e c  l e s  a x e s  x  e t  y  é l a r gis . 

 

C o m m e  à  p H  9  l ’ A B Z S O  e t  l e  s é l e c t e u r  c h i r a l  s o n t  c h a r g é s  n é g a t i v e m e n t ,  l e s  m e s u r e s  n e  s o n t  

p a s  p o s s i b l e s  e n  m o d e  n o r m a l .  D e  c e  f a i t ,  u n  a d d i t i f ,  l a  s p e r m i n e ,  q u i  s e r t  d e  r e v ê t e m e n t  

d y n a m i q u e  [ 9 0 ] ,  e s t  a j o u t é  à  l a  s o l u t i o n  t a m p o n  à  u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  3  m M .  C e t t e  s u b s t a n c e  

a  p e r m i s  d e  r é d u i r e  s u f f i s a m m e n t  l e  E O F  a f i n  d e  p e r m e t t r e  l a  d é t e c t i o n  d ’ A B Z S O  p a r  

p o l a r i s a t i o n  i n v e r s é e  ( c a t h o d e  d u  c ô t é  d e  l ’ i n j e c t e u r ) .  E n  m o d e  i n v e r s e ,  a i n s i  q u ’ a v e c  l a  

s u p p r e s s i o n  d u  E O F ,  l ’ a n a l y t e  e t  l e  s é l e c t e u r  c h i r a l  m i g r e n t  d u  c ô t é  d u  d é t e c t e u r .  L a  

s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  e s t  p o s s i b l e  g r â c e  à  u n e  m o b i l i t é  e f f e c t i v e  d e  l ’ A B Z S O  p l u s  p e t i t e  
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q u e  c e l l e  d e  l a  ( R ) - D N B P G .  A i n s i  l a  z o n e  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  p e u t  m i g r e r  à  t r a v e r s  l a  z o n e  d e  

l ’ a n a l y t e  e t  p e r m e t t r e  u n e  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  d e  l a  s u b s t a n c e .  M a l h e u r e u s e m e n t ,  l a  

m o b i l i t é  e f f e c t i v e  d e  l a  ( R ) - D N B P G  e s t  p l u s  f a i b l e  q u e  c e l l e  d u  b o r a t e  u t i l i s é  c o m m e  

é l e c t r o l y t e  ;  d e  c e  f a i t ,  l a  f i n  d e  l a  z o n e  c o n t e n a n t  l e  s é l e c t e u r  c h i r a l  p r é s e n t e  u n  t a i l i n g .  C e c i  

s i g n i f i e  q u e  l a  z o n e  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  n e  f i n i t  p a s  a b r u p t e m e n t  m a i s  q u ’ u n  c e r t a i n  t e m p s  e s t  

n é c e s s a i r e  a f i n  d e  r e t r o u v e r  l ’ a b s o r b a n c e  d e  l a  l i g n e  d e  b a s e .  C e t t e  l i m i t e  d e  z o n e ,  d a n s  

l a q u e l l e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  n ’ e s t  p a s  c o n s t a n t e ,  a m è n e  u n  é l a r g i s s e m e n t  d e s  

p i c s  d ’ A B Z S O .  L e  r é s u l t a t  o b t e n u  p a r  l a  z o n e  d e  s é l e c t e u r  c h i r a l  n e  p r é s e n t a n t  p a s  

d ’ i n t e r r u p t i o n  a  p e r m i s  d ’ o b t e n i r  u n e  s é p a r a t i o n  c o m p l è t e  d e s  é n a n t i o m è r e s  d ’ A B Z S O  p a r  l e  

( R ) - D N B P G .  C e t t e  a p p r o c h e  d e  l a  d é t e c t i o n  c o n s i s t a n t  à  é v i t e r  l a  p r é s e n c e  d u  s é l e c t e u r  c h i r a l  

n ’ a  p a r  c o n s é q u e n t  p a s  a m é l i o r é  l a  l i m i t e  d e  d é t e c t i o n  d e  n o t r e  c o m p o s é  p o u r  r e n d r e  p o s s i b l e  

l a  q u a n t i f i c a t i o n  d a n s  d e s  é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s .  

L ’ u t i l i s a t i o n  d ’ u n  s y s t è m e  t a m p o n  c o n t e n a n t  3  %  ( m / v )  d e  s u l f a t e d  β - C D  d a n s  u n  t a m p o n  T r i s  

à  p H  7  a  p e r m i s  d e  r é s o u d r e  l e  p r o b l è m e  d e  l a  l i m i t e  d e  d é t e c t i o n .  E n  t a n t  q u e  d é r i v é  d u  s u c r e ,  

l e  s é l e c t e u r  c h i r a l  n ’ i n f l u e n c e  p a s  l a  d é t e c t i o n  d e s  m o l é c u l e s  d a n s  l e  d o m a i n e  U V  u t i l i s é .  L a  

s u l f a t e d  β - C D  e s t  u n e  c y c l o d e x t r i n e  c h a r g é e  n é g a t i v e m e n t  ;  l e s  g l u c o p y r a n o s e s  s o n t  

s u b s t i t u é s  p a r  7  à  1 1  s u l f a t e s / m o l  d e  C D .  C e  p o i n t  e s t  l e  s e u l  i n c o n v é n i e n t  d e  c e  s é l e c t e u r  

c h i r a l .  S a  s u b s t i t u t i o n  a l é a t o i r e  n e  p e r m e t  p a s  u n e  s y n t h è s e  t o u j o u r s  i d e n t i q u e .  C e r t a i n e s  

p r o p r i é t é s  v a r i a b l e s  o n t  p a r  c o n s é q u e n t  p u  ê t r e  o b s e r v é e s  e n t r e  d i f f é r e n t s  l o t s ,  h e u r e u s e m e n t  

p a s  d a n s  l e  c a d r e  d e  c e  t r a v a i l .  D e u x  a u t r e s  c y c l o d e x t r i n e s  c h a r g é e s  n é g a t i v e m e n t ,  d o n t  l a  

s t r u c t u r e  e s t  b i e n  d é f i n i e ,  o n t  é t é  m i s e s  à  c o n t r i b u t i o n  m a i s  a u c u n e  d ’ e l l e s  n ’ a  p e r m i s  l a  

r é s o l u t i o n  d e  l ’ A B Z S O ,  v o i r  t a b l e a u  8 .  

L a  s é p a r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  é n a n t i o m è r e s  d ’ A B Z S O  a v e c  l a  s u l f a t e d  β - C D  s ’ e f f e c t u e  

e n  m o d e  n o r m a l .  A  p H  7 ,  l ’ a l b e n d a z o l e  s u l f o x y d e  e s t  n e u t r e  e t  p a r  c o n s é q u e n t  e n t r a î n é  à  

t r a v e r s  l e  c a p i l l a i r e  p a r  l ’ E O F ,  t a n d i s  q u e  l a  s u l f a t e d  β - C D ,  e n  t a n t  q u e  m o l é c u l e  c h a r g é e  

n é g a t i v e m e n t ,  v a  m i g r e r  d u  c ô t é  d e  l ’ i n j e c t e u r .  D e  c e  f a i t ,  l e  c o m p l e x e  d ’ A B Z S O - s u l f a t e d  β -

C D  c h a r g é  n é g a t i v e m e n t  e s t  d é t e c t é  j u s t e  a p r è s  l ’ E O F ,  v o i r  f i g .  2 2 .  

P o u r  u n e  a n a l y s e  q u a n t i t a t i v e ,  l e  c h o i x  d ’ u n  s t a n d a r d  i n t e r n e  ( I S )  a d é q u a t  e s t  i m p o r t a n t .  L e  

c h o i x  s ’ e s t  t o u r n é  v e r s  l ’ o x f e n b e n d a z o l e  ( O x B Z ) ,  m é t a b o l i t e  o x y d é  d u  f e n b e n d a z o l e  u t i l i s é  

c o m m e  a n t i - h e l m i n t h i q u e  e n  m é d e c i n e  v é t é r i n a i r e .  L ’ O x B Z  p r é s e n t e  l a  m ê m e  s t r u c t u r e  

c h i r a l e  q u e  l ’ A B Z S O ,  v o i r  f i g .  2 1 ,  e t  s a  r é s o l u t i o n  é n a n t i o m é r i q u e  e s t  p o s s i b l e  p a r  l e  s y s t è m e  

t a m p o n  c i t é  c i - d e s s u s .  L ’ i n t e r a c t i o n  d e  l ’ O x B Z  a v e c  l e  s é l e c t e u r  c h i r a l  s e m b l e  ê t r e  p l u s  

i m p o r t a n t e  q u e  c e l l e  d e  l ’ A B Z S O  ;  s a  d é t e c t i o n  i n t e r v i e n t  p a r  c o n s é q u e n t  a p r è s  c e l l e  d e  
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l ’ A B Z S O ,  v o i r  f i g .  2 2 .  C o m m e  l e  c h o i x  d u  I S  s ’ e s t  f i x é  s u r  u n e  m o l é c u l e  c h i r a l e ,  s e u l  l e  

p r e m i e r  é n a n t i o m è r e  d é t e c t é  a  é t é  c o n s i d é r é  c o m m e  t e l .  

 

Fig. 2 3  :  E l e c t r o p h é r o gr a m m e  o b t e n u  a p r è s  e x t r a c t io n  L L E  d ’ u n  é c h a n t il l o n  p l a s m a t iq u e  d ’ u n  p a t ie n t  

t r a it é  a v e c  l ’ A B Z ,  c o n t e n a n t  s e l o n  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  H P L C  2 .2 8  µg/ m l  d ’ A B Z S O . L a  q u a n t it é  

a j o u t é e  d ’ O x B Z  ( I S )  e s t  d e  5  µg/ m l . L ’ a s t é r is q u e  m a r q u e  l a  c a f é in e  e t  d ’ a u t r e s  c o m p o s é s  n e u t r e s . 

S y s t è m e  t a m p o n  :  2 0  m M  T r is  à  p H  7  c o n t e n a n t  3  %  ( m / v )  d e  s u l f a t e d  β - C D . C o n d it io n s  

é l e c t r o p h o r é t iq u e s  :  18  k V  ( c o u r a n t  e n v . 5 6  µA ) ,  c a p il l a ir e  t h e r m o s t a t is é  à  2 0  ° C . C a p il l a ir e  d e  5 0  µm  

I .D .,  l o n gu e u r  t o t a l e  ( j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r )  L  =  5 0  c m  ( l  =  4 5 .4  c m ) . I n j e c t io n  p a r  a p p l ic a t io n  d ’ u n e  

p r e s s io n  p o s it iv e  d e  5  p s i × s . L o n gu e u r  d ’ o n d e  d e  d é t e c t io n  :  2 2 5  n m . L ’ A B Z S O �  r e p r é s e n t e  l e  

d e u x iè m e  m é t a b o l it e  d e  l ’ A B Z .  

 

L a  v a l i d a t i o n  d e  l a  m é t h o d e  a  é t é  e f f e c t u é e  à  l ’ a i d e  d e  c i n q  e x t r a i t s  p o u r  l e s q u e l s  l ’ A B Z S O  e t  

l e  I S  o n t  é t é  a j o u t é s  d a n s  d u  p l a s m a  v i e r g e  e t  d e  c i n q  e x t r a i t s  p r o v e n a n t  d ’ u n  p a t i e n t  t r a i t é  à  

l ’ A B Z ,  d a n s  l e s q u e l s  s e u l  l e  I S  a  é t é  a j o u t é  ;  u n  é l e c t r o p h é r o g r a m m e  t y p e  e s t  m o n t r é  d a n s  l a  

f i g .  2 3 .  L a  m é t h o d e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  p r é s e n t e  p o u r  l e s  d e u x  t y p e s  d ’ é c h a n t i l l o n s  d e s  R S D  ≤  

3  %  p o u r  l e s  t e m p s  d e  m i g r a t i o n .  P a r  l a  m é t h o d e  d ’ e x t r a c t i o n ,  l e s  a i r e s  e t  l e s  h a u t e u r s  d e s  p i c s  

v a r i e n t  c o n s i d é r a b l e m e n t ,  m a i s  l e s  R S D  d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  o n t  d e s  v a l e u r s  ≤  7  % .  
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L a  l i m i t e  d e  d é t e c t i o n ,  é v a l u é e  p a r  a d j o n c t i o n  d ’ A B Z S O  d a n s  u n  é c h a n t i l l o n  d e  p l a s m a  v i e r g e  

a v a n t  e x t r a c t i o n ,  a  é t é  d é t e r m i n é e  à  0 . 1 0  µg / m l  p a r  é n a n t i o m è r e .  P o u r  l a  q u a n t i f i c a t i o n  d e s  

é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s ,  u n e  d r o i t e  d e  c a l i b r a t i o n  a  é t é  u t i l i s é e  p o u r  c h a q u e  é n a n t i o m è r e  

d ’ A B Z S O  ;  c e t t e  d r o i t e  e s t  c o n s t i t u é e  d e  6  c a l i b r a t e u r s .  P a r  l ’ u t i l i s a t i o n  d e  c e t t e  d r o i t e  d e  

r é g r e s s i o n  l i n é a i r e ,  l e s  v a l e u r s  d ’ A B Z S O  d e s  d e u x  s o r t e s  d ’ é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s  o n t  p u  

ê t r e  d é t e r m i n é e s  ;  l e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  p a r  c e t t e  q u a n t i f i c a t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  d ’ A B Z S O  

d o n n e  d e s  R S D  ≤  7  % .  L e s  t a b l e a u x  d e  r é s u l t a t s  a i n s i  q u e  l e s  d r o i t e s  d e  r é g r e s s i o n  l i n é a i r e s  

o b t e n u e s  n e  s o n t  p a s  m e n t i o n n é e s  p l u s  e n  d é t a i l  i c i  m a i s  s e  t r o u v e n t  d a n s  l ’ a r t i c l e  d e  l ’ a n n e x e  

7 . 5 .  

C e t t e  m é t h o d e  p e r m e t  d ’ é v a l u e r  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  e t  d e  q u a n t i f i e r  l ’ A B Z S O  d a n s  

d e s  é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s  d ’ u n  l o t  d e  3 1  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  l ’ é c h i n o c o c c o s e  h é p a t i q u e .  

L e s  d é t a i l s  q u a n t  à  l a  t h é r a p i e  d e  l ’ A B Z S O  –  d o s a g e ,  a m é l i o r a t i o n  d e  l a  r é s o r p t i o n  –  s o n t  

d é c r i t s  d a n s  l ’ a r t i c l e  d e  l ’ a n n e x e  7 . 5 .  L e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  d e  c e  l o t  d e  p a t i e n t s  o n t  

é t é  c a l c u l é s  à  l ’ a i d e  d e  l a  h a u t e u r  r e l a t i v e  d e s  p i c s  d e  ( - ) - A B Z S O / ( + ) - A B Z S O .  L a  m o y e n n e  e t  

l a  m é d i a n e  d e  c e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  d o n n e n t  d e s  v a l e u r s  d e  0 . 3 1  e t  0 . 2 9 ,  

r e s p e c t i v e m e n t  ;  l e  R S D  d e  l a  m o y e n n e  e s t  d e  5 0 . 5 6  %  a v e c  l e s  v a l e u r s  d e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s  l e  p l u s  b a s  e t  l e  p l u s  é l e v é  à  0 . 0 7  e t  0 . 6 2 ,  r e s p e c t i v e m e n t .  A  l ’ a i d e  d ’ u n e  

é v a l u a t i o n  s t a t i s t i q u e  u t i l i s a n t  l e  t e s t  d e  K o l o m o g o r o v - S m i r n o v ,  l a  d i s t r i b u t i o n  n o r m a l e  d e s  

r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  a  p u  ê t r e  c a l c u l é e .  U n  d i a g r a m m e  d e  f r é q u e n c e ,  v o i r  f i g .  2 4 ,  m o n t r e  

c e t t e  d i s t r i b u t i o n  d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s .  C e s  r é s u l t a t s  s o n t  e n  a c c o r d  a v e c  l a  l i t t é r a t u r e  

[ 1 7 ]  ;  l e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  o b t e n u s  s o n t  <  1  e t  p r o b a b l e m e n t  d u s  à  l ’ i n f l u e n c e  d e  

p l u s i e u r s  C Y P 4 5 0  e t  d e  F M O  d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  d e  l ’ A B Z S O .  C e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s  m o n t r e n t  l a  v a r i a t i o n  i n t e r i n d i v i d u e l l e  d u  m é t a b o l i s m e  d e  c e  l o t  d e  p a t i e n t s .  

E n  c o m p a r a i s o n  a v e c  l e s  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  l a  n e u r o c y s t e r c o s e  [ 1 7 ] ,  l a  v a l e u r  m o y e n n e  d e s  

r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  p o u r  l e  l o t  d e  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  l ’ é c h i n o c o c c o s e  h é p a t i q u e  e s t  

p l u s  é l e v é e  e t  l a  d i s t r i b u t i o n  p l u s  l a r g e .  D ’ a u t r e s  c o n s i d é r a t i o n s  l i é e s  à  l ’ i n f l u e n c e  d e  

d i f f é r e n t s  l o t s  d e  p a t i e n t s  a i n s i  q u e  l ’ i n f l u e n c e  d u  m o m e n t  d e  l ’ é c h a n t i l l o n n a g e  p l a s m a t i q u e  

s o n t  e x p o s é e s  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 5 .   
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Fig. 2 4  :  D ia gr a m m e  d e  f r é q u e n c e  d e s  r a p p o r t s  é n a n t io m é r iq u e s  o b t e n u s  p a r  l a  h a u t e u r  r e l a t iv e  d e s  

p ic s  ( n = 3 1) . L ’ in t e r v a l l e  d e s  r a p p o r t s  é n a n t io m é r iq u e s  e s t  d é f in i à  0 .0 7 . 

 

L a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  d e u x  é n a n t i o m è r e s  a  é t é  d é t e r m i n é e  à  l ’ a i d e  d e  l ’ a i r e  r e l a t i v e  d e s  p i c s .  

L e s  c o n c e n t r a t i o n s  p l a s m a t i q u e s  m o y e n n e s  o b t e n u e s  p o u r  l e  l o t  d e  3 1  p a t i e n t s  p a r  l a  m é t h o d e  

d e  C Z E  c h i r a l e  p o u r  l e  ( - ) - A B Z S O  e t  l e  ( + ) - A B Z S O  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e  0 . 4 8  µ g / m l  e t  d e  

1 . 5 2  µ g / m l .  L e s  c o n c e n t r a t i o n s  p l a s m a t i q u e s  t o t a l e s  d ’ A B Z S O  o b t e n u e s  s o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s  

d ’ u n  p a t i e n t  à  l ’ a u t r e .  P a r  c o m p a r a i s o n ,  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  d ’ A B Z S O  o b t e n u e s  d a n s  l e  f l u i d e  

c é r é b r o s p i n a l  d e  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  l e s  n e u r o c y s t e r c o s e s  [ 1 7 ]  s o n t  m o i n s  é l e v é e s  q u e  l e s  

c o n c e n t r a t i o n s  p l a s m a t i q u e s  d e  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  l ’ é c h i n o c o c c o s e  h é p a t i q u e .  L e s  

c o n c e n t r a t i o n s  p l a s m a t i q u e s  t o t a l e s  o b t e n u e s  p a r  C E  o n t  é t é  u t i l i s é e s  p o u r  l a  c o m p a r a i s o n  

a v e c  l a  m é t h o d e  H P L C  a c h i r a l e  u t i l i s é e  p a r  l e  l a b o r a t o i r e  d ’ a n a l y s e  d e  r o u t i n e  d e  l ’ I n s t i t u t  d e  

p h a r m a c o l o g i e  c l i n i q u e .  L a  r é g r e s s i o n  l i n é a i r e  o b t e n u e  à  p a r t i r  d e s  v a l e u r s  d ’ H P L C  ( e n  y )  e t  

d e  C E  ( e n  x )  p r é s e n t e  u n e  b o n n e  c o r r é l a t i o n  d e s  r é s u l t a t s .  L a  d r o i t e  d e  r é g r e s s i o n  e s t  l i n é a i r e  

( r = 0 . 9 5 6 )  a v e c  u n e  p e n t e  d e  0 . 9 0 9  e t  c o u p e  l ’ a x e  d e s  y  à  0 . 4 0  µg / m l .  L e  t e s t  d e  t ,  a v e c  u n  

i n t e r v a l l e  d e  c o n f i a n c e  d e  9 5  % ,  r é v è l e  q u e  l a  d i f f é r e n c e  s t a t i s t i q u e  e n t r e  l e s  d e u x  m é t h o d e s  

n ’ e s t  p a s  s i g n i f i c a t i v e .  L ’ a n a l y s e  d e  l ’ e r r e u r  s y s t é m a t i q u e  e n t r e  l a  C E  e t  l ’ H P L C  m o n t r e  d e s  

v a l e u r s  p l u s  f a i b l e s  p o u r  l ’ H P L C .  L a  d r o i t e  d e  r é g r e s s i o n ,  l a  r e p r é s e n t a t i o n  d e  l ’ e r r e u r  
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s y s t é m a t i q u e  a i n s i  q u e  d ’ a u t r e s  d é t a i l s  c o n c e r n a n t  l a  c o m p a r a i s o n  d e s  d e u x  m é t h o d e s  s o n t  

d é c r i t s  d a n s  l ’ a r t i c l e  e n  a n n e x e  7 . 5 .  

Fig. 2 5  :  E l e c t r o p h é r o gr a m m e s  o b t e n u s  a p r è s  L L E  d ’ é c h a n t il l o n s  ( A )  d e  p l a s m a  ( r a p p o r t  

é n a n t io m é r iq u e  d e s  h a u t e u r s  r e l a t iv e s  d e  ( - ) - A B Z S O / - ( + ) A B Z S O  =  1.0 1) ,  e t  ( B )  d e  s a l iv e  ( r a p p o r t  

é n a n t io m é r iq u e  ( - ) - A B Z S O / ( + ) - A B Z S O  =  0 .8 1) ,  p r é l e v é s  d ’ u n  p a t ie n t  t r a it é  c o n t r e  l ’ é c h in o c o c c o s e  

h é p a t iq u e ,  e t  a u x q u e l s  u n e  s o l u t io n  r a c é m iq u e  d ’ O x B Z  e s t  a j o u t é e  c o m m e  I S . L e s  a n a l y s e s  o n t  é t é  

e f f e c t u é e s  à  l ’ a id e  d ’ u n  s y s t è m e  t a m p o n  d e  T r is  2 0  m M  p H  7  c o n t e n a n t  3  %  ( m / v )  d e  s u l f a t e d  β - C D . 

C o n d it io n s  é l e c t r o p h o r é t iq u e s  :  18  k V  ( c o u r a n t  e n v . 5 6  µA ) ,  c a p il l a ir e  t h e r m o s t a t é  à  2 0  ° C . C a p il l a ir e  

d e  5 0  µm  I .D .,  l o n gu e u r  t o t a l e  ( j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r )  L  =  5 0  c m  ( l  =  4 5 .4  c m ) . I n j e c t io n  p a r  a p p l ic a t io n  

d ’ u n e  p r e s s io n  p o s it iv e  d e  5  p s i × s . L o n gu e u r  d ’ o n d e  d e  d é t e c t io n  :  2 2 5  n m . C e s  

é l e c t r o p h é r o gr a m m e s  p r é s e n t e n t  u n e  p a r t ic u l a r it é  p a s  o b s e r v é e  d a n s  l e  l o t  d e  p a t ie n t s  t r a it é s  c o n t r e  

l ’ é c h in o c o c c o s e  h é p a t iq u e  :  l e  r a p p o r t  é n a n t io m é r iq u e  e s t  p r o c h e  d e  1 t o u t  e n  m o n t r a n t  u n e  q u a n t it é  

p l u s  f a ib l e  d e  ( - ) - A B Z S O  d a n s  l a  s a l iv e . L ’ A B Z S O �  r e p r é s e n t e  l e  d e u x iè m e  m é t a b o l it e  d e  l ’ A B Z . 

 

L e s  a n a l y s e s  n e  s e  s o n t  p a s  l i m i t é e s  à  d e s  é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s  ;  e l l e s  o n t  é g a l e m e n t  

p o r t é  s u r  d e s  é c h a n t i l l o n s  s a l i v a i r e s .  C e r t a i n s  p a t i e n t s  c o n s e n t a n t s  o n t  a c c e p t é  l e  p r é l è v e m e n t  

n o n  s e u l e m e n t  d e  s a n g ,  m a i s  é g a l e m e n t  d e  s a l i v e .  L e s  é c h a n t i l l o n s  d e  s a l i v e  n ’ o n t  p a s  d o n n é  

l i e u  à  u n e  q u a n t i f i c a t i o n  m a i s  u n i q u e m e n t  à  u n e  c o m p a r a i s o n  q u a l i t a t i v e  d e s  r a p p o r t s  
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é n a n t i o m é r i q u e s  p a r  r a p p o r t  à  c e u x  o b t e n u s  d a n s  l e s  é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s .  L e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s  d e  l ’ A B Z S O  d a n s  l a  s a l i v e  m o n t r e n t  e n  t e n d a n c e  u n e  v a l e u r  i n f é r i e u r e  d e  2 0  

%  à  c e u x  c o n s t a t é s  d a n s  l e  p l a s m a .  L a  f i g .  2 5  p r é s e n t e  l e s  e x t r a i t s  p l a s m a t i q u e  e t  s a l i v a i r e  d e  

l ’ u n i q u e  p a t i e n t  d o n t  l e  r a p p o r t  é n a n t i o m é r i q u e  p l a s m a t i q u e  p r é s e n t e  u n e  v a l e u r  d e  1 . 0 1 .  C e  

m o t i f  m é t a b o l i q u e  n ’ e n t r e  p a s  d a n s  l ’ é v a l u a t i o n  p r é s e n t é e  c i - d e s s u s .  I l  n ’ a  c e p e n d a n t  p a s  é t é  

p o s s i b l e  d ’ é l u c i d e r  l ’ o r i g i n e  d e  c e  r a p p o r t  é n a n t i o m é r i q u e  p a r t i c u l i e r  a v e c  l e s  i n f o r m a t i o n s  

c o n n u e s  a u  s u j e t  d e  c e t  é c h a n t i l l o n .  L a  v a l e u r  d u  r a p p o r t  é n a n t i o m é r i q u e  t r o u v é e  d a n s  l a  

s a l i v e  e s t  d e  0 . 8 1 ,  c e c i  m o n t r e  c o m m e  d a n s  l e s  a u t r e s  c a s  q u e  l a  v a l e u r  d u  r a p p o r t  

é n a n t i o m é r i q u e  s a l i v a i r e  e s t  i n f é r i e u r e  à  l a  v a l e u r  p l a s m a t i q u e .  L e s  c o m p o s é s  d é t e c t é s  d a n s  l a  

s a l i v e  p r o v i e n n e n t  d e  l a  f r a c t i o n  p l a s m a t i q u e  l i b r e  e t  i n f l u e n c e n t  e n  c o n s é q u e n c e  l e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s .  

L ’ A B Z S O ,  e n  p l u s  d e  s o n  a b s o r b a n c e  U V ,  e s t  u n e  m o l é c u l e  f l u o r e s c e n t e .  L a  f l u o r e s c e n c e  e s t  

u n e  m é t h o d e  d e  d é t e c t i o n  s é l e c t i v e  q u i  d a n s  c e r t a i n s  c a s  p e r m e t  d ’ a b a i s s e r  l e s  l i m i t e s  d e  

d é t e c t i o n  p a r  r a p p o r t  à  l ’ U V .  L e s  e s s a i s  a v e c  l a  f l u o r e s c e n c e  o n t  é t é  f a i t s  d a n s  l ’ i d é e  d ’ a r r i v e r  

à  d e s  l i m i t e s  d e  d é t e c t i o n  a u s s i  b a s s e s  q u ’ a v e c  l ’ H P L C .  L a  c o m p a r a i s o n  d e s  

é l e c t r o p h é r o g r a m m e s  a v e c  d é t e c t i o n  U V  e t  f l u o r e s c e n c e  c o n t e n a n t  l ’ A B Z S O ,  l ’ A B Z S O 2 e t  

l ’ O x B Z  m o n t r e  u n e  l i m i t e  d e  d é t e c t i o n  s i m i l a i r e  p o u r  l ’ A B Z S O ,  a b a i s s é e  p o u r  l ’ A B Z S O 2 e t  

a u g m e n t é e  p o u r  l ’ O x B Z .  D e  c e  f a i t ,  l ’ O x B Z  n e  p o u r r a i t  p a s  ê t r e  u t i l i s é  c o m m e  I S  a u x  

c o n d i t i o n s  d e  f l u o r e s c e n c e  r e t e n u e s  d a n s  c e t t e  a p p l i c a t i o n .  T a n d i s  q u e  l e  s y s t è m e  p o u r r a i t  ê t r e  

u t i l i s e r  p o u r  l a  q u a n t i f i c a t i o n  d e  l ’ A B Z S O 2 .  A u x  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s ,  l a  f l u o r e s c e n c e  

n ’ a m é l i o r e  p a s  l e  s y s t è m e  d ’ a n a l y s e  ;  o n  a  d o n c  r e n o n c é  à  s o n  u t i l i s a t i o n .  D ’ a u t r e s  d é t a i l s  

c o n c e r n a n t  c e s  e s s a i s  s e  t r o u v e n t  d a n s  l ’ a n n e x e  7 . 5 .  

A p r è s  l ’ o b s e r v a t i o n  d u  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  l ’ A B Z  i n  v i v o  d a n s  l e  p l a s m a  e t  l a  

s a l i v e ,  l e  b u t  a  é t é  l a  f o r m a t i o n  d e s  m é t a b o l i t e s  i n  v i t r o  à  l ’ a i d e  d e  C Y P 4 5 0 .  L e  m é t a b o l i s m e  

d e  l ’ A B Z  n ’ a  é t é  é l u c i d é  q u e  p a r t i e l l e m e n t .  L a  b i o t r a n s f o r m a t i o n  d ’ A B Z  e n  A B Z S O  e s t  

v r a i s e m b l a b l e m e n t  d u e  à  d e u x  o u  p l u s i e u r s  e n z y m e s ,  t e l s  q u ’ u n e  F M O  e t  u n  o u  p l u s i e u r s  

C Y P 4 5 0 ,  d o n t  p r o b a b l e m e n t  l e  C Y P 3 A 4  [ 8 6 ]  ;  p o u r  l ’ o x y d a t i o n  d ’ A B Z S O  e n  A B Z S O 2 ,  l e  

C Y P 1 A 2  p o u r r a i t  j o u e r  u n  r ô l e  [ 9 1 ] .  C o m m e  l a  f o r m a t i o n  s t é r é o s é l e c t i v e  d ’ A B Z S O  p r é s e n t e  

u n  g r a n d  i n t é r ê t  d a n s  l e  c a d r e  d e  c e  t r a v a i l ,  d e s  i n c u b a t i o n s  p r é l i m i n a i r e s  s o n t  e n t r e p r i s e s  a f i n  

d ’ o b s e r v e r  l a  f o r m a t i o n  d ’ A B Z S O .  C e s  i n c u b a t i o n s  p r é l i m i n a i r e s  d ’ A B Z  a v e c  l e s  C Y P 2 D 6 ,  

C Y P 2 C 1 9  e t  C Y P 3 A 4  n e  m o n t r e n t  p a s  d e  f o r m a t i o n  d ’ A B Z S O .  C e t  e f f e t  p o u r r a i t  ê t r e  d û  à  l a  

q u a n t i t é  d e  s o l v a n t  o r g a n i q u e ,  q u i  s e  s i t u e  e n t r e  2 . 5  e t  5 . 5  %  p o u r  c e s  i n c u b a t i o n s .  E n  1 9 9 9 ,  

B u s b y  e t  a l .  d é c r i v e n t  l ’ i n f l u e n c e  d e  l a  q u a n t i t é  d e  s o l v a n t  d a n s  l e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  e t  

m e t t e n t  p a r  c o n s é q u e n t  e n  é v i d e n c e  l e s  p r é c a u t i o n s  n é c e s s a i r e s  l o r s  d e  l e u r  u t i l i s a t i o n  [ 9 2 ] .  
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C e t  a s p e c t  r e v ê t  u n e  i m p o r t a n c e  p a r t i c u l i è r e  l o r s  d e  l ’ i n c u b a t i o n  d ’ u n e  s u b s t a n c e  a u s s i  p e u  

s o l u b l e  q u e  l ’ A B Z .  L a  s u i t e  d e s  i n v e s t i g a t i o n s  s ’ e s t  l i m i t é e  a u x  i n c u b a t i o n s  d e  l ’ A B Z  a v e c  l e  

C Y P 3 A 4  e t  l e s  H L M ,  e n  p r e n a n t  g a r d e  à  l a  q u a n t i t é  d e  s o l v a n t  o r g a n i q u e  u t i l i s é e  ;  l e s  

i n c u b a t i o n s  s o n t  r é p e r t o r i é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  9 .  

 
T a b l e a u  9  :  R a p p o r t s  é n a n t io m é r iq u e s ,  c a l c u l é s  à  l ’ a id e  d e s  h a u t e u r s  r e l a t iv e s  d ’ A B Z S O ,  o b t e n u s  p a r  
l e s  in c u b a t io n s  in  v it r o  d ’ A B Z  a v e c  l e  C Y P 3 A 4  ( 2 5  p m o l )  e t  l e s  m ic r o s o m e s  h é p a t iq u e s  h u m a in s   
( 0 .5  µg/ m l ) . 

E c h a n t i l l o n  T e m p s  
d ’ i n c u b a t i o n  

[ h ]  

M a t r i c e  d e  
l ’ é c h a n t i l l o n  o u  
d e  l ’ i n c u b a t i o n  

P o u r c e n t a g e  d e  
m é t h a n o l  [ % ]  

R a p p o r t  é n a n t i o m é r i q u e  
 ( - ) - A B Z S O / ( + ) - A B Z S O  

A B Z  [ 1 0 0  µM ]  2 4  C Y P 3 A 4  e n v .  2 . 5  %  -  
A B Z  [ 5 0  µM ]  2 4  C Y P 3 A 4  e n v .  1 . 2 5  %  -  
A B Z  [ 1 0 0  µM ]  2 4  H L M  e n v .  2 . 5  %  0 . 9 7  
A B Z  [ 5 0  µM ]  2 4  H L M  e n v .  1 . 2 5  %  0 . 9 2  
A B Z  [ 2 5  µM ]  2 4  H L M  e n v .  0 . 6 2 5  %  0 . 8 9  
A B Z  [ 5 0  µM ]  7 2  H L M  e n v .  1 . 3 5  %  0 . 8 8  

P l a s m a  d e  p a t i e n t s  
( n = 3 1 )   

-  P l a s m a  -  0 . 3 1  

 

L e s  i n c u b a t i o n s  a v e c  l e  C Y P 3 A 4  n e  m o n t r e n t  p a s  d e  f o r m a t i o n  d ’ A B Z S O  a u x  c o n d i t i o n s  

d ’ i n c u b a t i o n  u t i l i s é e s .  C e  r é s u l t a t  n e  p e u t  d o n c  p a s  c o n f i r m e r  l ’ a c t i v i t é  d u  C Y P 3 A 4  t e l l e  

q u ’ e l l e  e s t  m e n t i o n n é e  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e  [ 8 6 ] .  L e s  i n c u b a t i o n s  d ’ A B Z  a v e c  l e s  H L M  

m o n t r e n t  q u a n t  à  e l l e s  u n  m é t a b o l i s m e  q u e l q u e  p e u  s t é r é o s é l e c t i f .  L e s  r a p p o r t s  

é n a n t i o m é r i q u e s  o b t e n u s  d o n n e n t  d e s  v a l e u r s  e n t r e  0 . 8 8  e t  0 . 9 7  e t  n e  p r é s e n t e n t  p a s  d e  

d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  a p r è s  u n e  i n c u b a t i o n  d e  2 4  o u  d e  7 2  h .  L a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  o b s e r v é e  

a p r è s  e x t r a c t i o n  d e  c e s  i n c u b a t i o n s  e s t  m o i n s  m a r q u é e  q u e  d a n s  l e s  e x t r a i t s  p l a s m a t i q u e s  d e  

p a t i e n t s ,  v o i r  t a b l e a u  9  e t  f i g .  2 3 .  L e s  q u a n t i t é s  d ’ A B Z S O  f o r m é e s  p a r  c e s  i n c u b a t i o n s  n ’ o n t  

p a s  é t é  q u a n t i f i é e s ,  m a i s  l e u r  m o n t a n t  e s t  m i n i m e .  L ’ e x t r a i t  d e  l ’ i n c u b a t i o n  q u i  m o n t r e  l a  

q u a n t i t é  d ’ A B Z S O  f o r m é e  l a  p l u s  i m p o r t a n t e  e s t  c e l u i  p r o v e n a n t  d e  l ’ i n c u b a t i o n  d e  5 0  µM  

d ’ A B Z  p e n d a n t  2 4  h  ;  c e l u i - c i  e s t  r e p r é s e n t é  d a n s  l a  f i g .  2 6 .   
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Fig. 2 6  :  E l e c t r o p h é r o gr a m m e  o b t e n u s  a p r è s  L L E  d e  l ’ in c u b a t io n  d e  5 0  µM  d ’ A B Z  a v e c  0 .5  µg/ m l  d e  

H L M  p e n d a n t  2 4  h . L e  r a p p o r t  é n a n t io m é r iq u e  d ’ A B Z S O  o b t e n u  à  l ’ a id e  d e s  h a u t e u r s  r e l a t iv e s  d e s  

p ic s  e s t  d e  0 .9 2 . S y s t è m e  t a m p o n  :  2 0  m M  T r is  p H  7  c o n t e n a n t  3  %  ( m / v )  s u l f a t e d  β - C D . C o n d it io n s  

é l e c t r o p h o r é t iq u e s  :  18  k V  ( c o u r a n t  e n v . 5 6  µA ) ,  t h e r m o r é gu l a t io n  d u  c a p il l a ir e  :  2 0  ° C . C a p il l a ir e  d e  

5 0  µm  I .D .,  l o n gu e u r  t o t a l e  ( j u s q u ’ a u  d é t e c t e u r )  L  =  5 0  c m  ( l  =  4 5 .4  c m ) .,  I n j e c t io n  p a r  a p p l ic a t io n  d e  

p r e s s io n  p o s it iv e  :  5  p s i × s .  
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5. Conclusions 

D i v e r s e s  f a c e t t e s  d u  m é t a b o l i s m e  d e  s u b s t a n c e s  m é d i c a m e n t e u s e s  c h i r a l e s  o n t  é t é  t r a i t é e s  

d a n s  l e  c a d r e  d e  c e  t r a v a i l  ;  l ’ é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e  s ’ e s t  r é v é l é e  u n e  m é t h o d e  p o l y v a l e n t e  

p o u r  l ’ a n a l y s e  d e  d i f f é r e n t s  a s p e c t s  t e l s  q u e  l e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  d e  c o m p o s é s  c h i r a u x  a v e c  

d e s  e n z y m e s  h é p a t i q u e s ,  l ’ é v a l u a t i o n  d u  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  l a  M Q  d a n s  l ’ u r i n e ,  e t  

l a  q u a n t i f i c a t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s  d ’ A B Z S O  d a n s  l e  p l a s m a .  

L e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  o n t  p e r m i s  d e  m o n t r e r  q u e  l a  C E  c o n v i e n t  à  l ’ a n a l y s e  d ’ é c h a n t i l l o n s  

a p r è s  i n c u b a t i o n  a v e c  d e s  C Y P 4 5 0  S U P E R S O M E S  e t  l e s  m i c r o s o m e s  h é p a t i q u e s  h u m a i n s .  

I l  a  é t é  p o s s i b l e  d e  c o n f i r m e r  l e  m é t a b o l i s m e  h a u t e m e n t  s t é r é o s é l e c t i f  d e  l a  M E P H  e t  

d ’ o b s e r v e r  l ’ i m p a c t  d e  C Y P 4 5 0  i n d i v i d u e l  s u r  l a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d e  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M E T .  

Q u a n t  a u  m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q ,  s a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  a  p u  ê t r e  m i s e  e n  é v i d e n c e  p o u r  l a  

p r e m i è r e  f o i s  p a r  l ’ a n a l y s e  d ’ e x t r a i t s  u r i n a i r e s  a i n s i  q u ’ i n  v i t r o .  L a  s t é r é o s é l e c t i v i t é  d u  

m é t a b o l i s m e  d e  l a  M Q  a  é t é  é v a l u é e  à  l ’ a i d e  d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  d e s  h a u t e u r s  

r e l a t i v e s  d e s  p i c s  o b s e r v é s  p o u r  l e s  5  m é t a b o l i t e s  h y d r o x y l é s  p r i n c i p a u x ,  q u i  a p r è s  L L E  s o n t  

e n  m o y e n n e  d e  :  2 . 6 2  p o u r  l a  2 ’ O H - M Q  ;  0 . 0 2 6  p o u r  l a  4 ’ O H - M Q  ;  0 . 7 7  p o u r  l a  6 O H - M Q ;  

5 . 7 7  p o u r  l a  3 ’ O H - M Q  ;  e t  0 . 2 1  p o u r  l a  2 O H - M Q .  L e s  u r i n e s ,  r é c o l t é e s  p a r  3  v o l o n t a i r e s  d o n t  

d e u x  s o n t  E M  e t  l e  t r o i s i è m e  e s t  P M  p o u r  l e s  C Y P 2 D 6  e t  C Y P 2 C 1 9 ,  m o n t r e n t  q u e  l e  

m é t a b o l i s m e  n e  s e m b l e  p a s  ê t r e  i n f l u e n c é  p a r  l e s  p o l y m o r p h i s m e s  g é n é t i q u e s  d e  c e s  d e u x  

e n z y m e s .  D i f f é r e n t e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  a v a i e n t  p o u r  b u t  d ’ é l u c i d e r  l a  o u  l e s  v o i e s  

m é t a b o l i q u e s  d e  l a  M Q .  L e s  i n c u b a t i o n s  p a r  l e  C Y P 3 A 4  e t  l e s  H L M  p e r m e t t e n t  d e  f o r m e r  l a  

2 ’ O H - M Q  e t  l a  2 O H - M Q  d e  f a ç o n  s t é r é o s é l e c t i v e .  L e s  a u t r e s  v o i e s  m é t a b o l i q u e s  n ’ o n t  p a s  

p u  ê t r e  é l u c i d é e s  a u x  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s .  P o u r  l ’ A B Z S O ,  l e  b u t  é t a i t  d e  t r o u v e r  u n e  m é t h o d e  

c h i r a l e  q u i  p e r m e t t e  d e  q u a n t i f i e r  l a  s u b s t a n c e  d a n s  d e s  é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s  p r o v e n a n t  

d e  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  l ’ é c h i n o c o c c o s e  h é p a t i q u e .  A p r è s  u n  e s s a i  e f f e c t u é  a v e c  d e s  b a s e s  d e  

P i r k l e ,  q u i  s e  s o n t  r é v é l é e s  i n a d é q u a t e s  e n  t a n t  q u e  s é l e c t e u r s  c h i r a u x  p o u r  l a  s é p a r a t i o n  d e s  

é n a n t i o m è r e s  d ’ A B Z S O  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s ,  l a  s u l f a t e d  β - C D  a  f i n a l e m e n t  p e r m i s  

u n e  m e i l l e u r e  r é s o l u t i o n  d e s  é n a n t i o m è r e s .  L ’ u t i l i s a t i o n  d e  s u l f a t e d  β - C D  a  p e r m i s  l ’ a n a l y s e  

d ’ é c h a n t i l l o n s  p l a s m a t i q u e s  p r o v e n a n t  d ’ u n  l o t  d e  3 1  p a t i e n t s  t r a i t é s  c o n t r e  l ’ é c h i n o c o c c o s e  

h é p a t i q u e .  L a  m o y e n n e  d e s  r a p p o r t s  é n a n t i o m é r i q u e s  d e  ( - ) - A B Z S O / ( + ) - A B Z S O  o b t e n u s  

p o u r  c e  l o t  d e  p a t i e n t s  d o n n e  u n e  v a l e u r  m o y e n n e  d e  0 . 3 1  a v e c  u n  R S D  d e  5 0 . 5 6  %  ;  l e s  

v a l e u r s  e x t r ê m e s  s ’ é t a b l i s s e n t  à  0 . 0 7  p o u r  l a  p l u s  b a s s e  e t  à  0 . 6 2  p o u r  l a  p l u s  é l e v é e .  L a  

c o r r é l a t i o n  e n t r e  l a  m é t h o d e  d e  C Z E  c h i r a l e  e t  l a  m é t h o d e  d e  H P L C  a c h i r a l e  e s t  l i n é a i r e  e t  

p r é s e n t e  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d ’ A B Z S O  l é g è r e m e n t  i n f é r i e u r e s  p a r  l a  q u a n t i f i c a t i o n  p a r  C E .  
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A u x  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s ,  l ’ u t i l i s a t i o n  d e  l a  f l u o r e s c e n c e  n ’ a  p a s  m o n t r é  d ’ a v a n t a g e s  q u a n t  à  l a  

q u a n t i f i c a t i o n  d e  l ’ A B Z S O ,  e t  l e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  d e  l ’ A B Z  n ’ o n t  p a s  p e r m i s  l ’ é l u c i d a t i o n  

d e s  v o i e s  m é t a b o l i q u e s .  S e u l e s  l e s  i n c u b a t i o n s  a v e c  d e s  H L M  o n t  p e r m i s  l a  f o r m a t i o n  

d ’ A B Z S O .  

P a r  c o n s é q u e n t ,  l a  C E  e s t  u n e  m é t h o d e  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t é r e s s a n t e  p o u r  l e s  s é p a r a t i o n s  

é n a n t i o m é r i q u e s ,  c e l a  n o n  s e u l e m e n t  p o u r  d e s  m o l é c u l e s  c o m m e  l a  M E T  p o s s é d a n t  u n  

c a r b o n e  a s y m é t r i q u e ,  m a i s  é g a l e m e n t  p o u r  d e s  m o l é c u l e s  c o m m e  l a  M Q  o u  l ’ A B Z S O ,  q u i  

p r é s e n t e n t  u n e  f o r m e  d e  c h i r a l i t é  d i f f é r e n t e .  U n  g r a n d  n o m b r e  d e  f a c t e u r s  i n t e r v i e n n e n t  l o r s  

d ’ u n e  s é p a r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i q u e .  L e s  é v e n t u e l l e s  v a r i a t i o n s  d e s  c o n d i t i o n s  

é l e c t r o p h o r é t i q u e s  p e r m e t t e n t  d e  f a i r e  d e s  s é p a r a t i o n s  é n a n t i o m é r i q u e s  s e l o n  d i f f é r e n t e s  

m é t h o d e s .  L e s  e f f e t s  l e s  p l u s  i m p o r t a n t s  s o n t  d u s  a u  c h o i x  d u  s é l e c t e u r  c h i r a l .  L a  n a t u r e  d u  

s é l e c t e u r  c h i r a l  a  u n e  i n f l u e n c e  p a r t i c u l i è r e  s u r  l a  s é p a r a t i o n  é n a n t i o m é r i q u e .  L ’ u t i l i s a t i o n  

d ’ u n e  c y c l o d e x t r i n e  n e u t r e  o u  c h a r g é e ,  l a  n a t u r e  d e  s e s  s u b s t i t u a n t s ,  o u  l ’ u t i l i s a t i o n  d ’ u n e  

a u t r e  m o l é c u l e  c o m m e  u n  é t h e r  d e  c o u r o n n e  o u  u n e  b a s e  d e  P i r k l e  e n t r a î n e n t  d e s  c o n d i t i o n s  

d e  d é p a r t  t r è s  d i f f é r e n t e s .  C h a q u e  s é l e c t e u r  c h i r a l  p o s s è d e  u n e  i n t e r a c t i o n  c h i m i q u e  s p é c i f i q u e  

a v e c  l a  m o l é c u l e  d o n t  l e s  é n a n t i o m è r e s  d o i v e n t  ê t r e  s é p a r é s  p a r  f o r m a t i o n  d e  l i a i s o n s  

h y d r o g è n e s  o u  d e  c o m p l e x e s  d ’ i n c l u s i o n  a v e c  l e s  m o l é c u l e s .  L a  c o n c e n t r a t i o n  d u  s é l e c t e u r  

c h i r a l  e s t  u n  a u t r e  f a c t e u r  à  c o n s i d é r e r  l o r s  d e  l a  f o r m a t i o n  d e  c o m p l e x e s .  C e s  s y s t è m e s  s o n t  

b a s é s  s u r  d e s  é q u i l i b r e s  e t  d é p e n d e n t  d o n c  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d ’ u n e  s u b s t a n c e  p a r  r a p p o r t  à  

l ’ a u t r e .  L a  p o s s i b i l i t é  d e  c o m b i n a i s o n  d e s  s é l e c t e u r s  c h i r a u x  o u  l e u r  a d d i t i o n  d a n s  d i v e r s  

s y s t è m e s  c o m m e  l a  C Z E  o u  l a  M E C C  r e n d e n t  l e s  p o s s i b i l i t é s  d e  v a r i a t i o n  d u  s y s t è m e  

d ’ a u t a n t  p l u s  i m p o r t a n t e s .  P a r  a i l l e u r s ,  d ’ a u t r e s  p h é n o m è n e s  c h i m i q u e s ,  a i n s i  q u e  d e s  

p h é n o m è n e s  p h y s i q u e s  e t  d ’ a u t r e s  f a c t e u r s  d o i v e n t  ê t r e  p r i s  e n  c o n s i d é r a t i o n  l o r s  d e  l a  m i s e  

a u  p o i n t  d ’ u n  s y s t è m e  d e  s é p a r a t i o n  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  c a p i l l a i r e .  L a  t e n s i o n ,  l a  t e m p é r a t u r e ,  

l a  l o n g u e u r  e t  l a  n a t u r e  d u  c a p i l l a i r e ,  l e  c h o i x  d e  l ’ é l e c t r o l y t e  d a n s  l a  s o l u t i o n  t a m p o n ,  s a  

c o n c e n t r a t i o n  e t  s o n  p H ,  s o n t  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  d o n t  l e s  v a r i a t i o n s  o n t  p l u s  o u  m o i n s  

d ’ i m p a c t  s u r  l e s  s é p a r a t i o n s  d e  c o m p o s é s  d e  n a t u r e s  d i f f é r e n t e s  a i n s i  q u e  d a n s  l a  r é s o l u t i o n  

d ’ é n a n t i o m è r e s .  L ’ i n t é r ê t  d e  l a  C E  p r o v i e n t  n o n  s e u l e m e n t  d e s  p o s s i b l e s  v a r i a t i o n s  d e  c e s  

d i v e r s  p a r a m è t r e s ,  m a i s  é g a l e m e n t  d e s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  d e  m a t é r i e l  e t  d e  s o l v a n t s  o r g a n i q u e s  

n é c e s s a i r e s  a u x  a n a l y s e s .  D e  p l u s ,  p a r  l a  s o l u b i l i t é  d u  s é l e c t e u r  c h i r a l  d a n s  l e  s y s t è m e  t a m p o n ,  

l e s  c o û t s  e n  C E  c h i r a l e  s o n t  i n f é r i e u r s  à  c e u x  d e  l ’ H P L C  e t  d e  l a  G C ,  d o n t  l e s  c o l o n n e s  

c h i r a l e s  s o n t  c h è r e s .  

D a n s  l e  c a d r e  d e  c e t t e  é t u d e ,  l e s  s u b s t a n c e s  c h i r a l e s  a n a l y s é e s  s e  t r o u v e n t  d a n s  d e s  m a t r i c e s  

b i o l o g i q u e s .  C e c i  i m p l i q u e  l e u r  e x t r a c t i o n  a f i n  d e  l e s  s é p a r e r  d e  l e u r  m a t r i c e ,  q u i  d a n s  
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c e r t a i n s  c a s  p e u t  c a u s e r  d e s  i n t e r f é r e n c e s  l o r s  d e  l a  d é t e c t i o n .  D e s  m é t h o d e s  c o m m e  l a  L L E  

o u  l a  S P E  p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é e s .  M a i s  s e l o n  l a  n a t u r e  d e  l a  s u b s t a n c e  à  d é t e c t e r  e t  s a  

c o n c e n t r a t i o n  d a n s  l e  f l u i d e  c o r p o r e l  a n a l y s é ,  l a  p r é p a r a t i o n  d e  l ’ é c h a n t i l l o n  p e u t  s e  r é d u i r e  à  

u n e  c e n t r i f u g a t i o n  o u  u n e  p r é c i p i t a t i o n  d e s  p r o t é i n e s .  D a n s  c e r t a i n s  c a s ,  c o m m e  p o u r  l ’ u r i n e  

h y d r o l y s é e  e n z y m a t i q u e m e n t ,  l ’ é c h a n t i l l o n  p e u t  ê t r e  i n j e c t é  d i r e c t e m e n t  s a n s  e x t r a c t i o n  

p r é a l a b l e  [ 1 5 ] .  

C e s  a n a l y s e s  c h i r a l e s ,  e f f e c t u é e s  d e  s u r c r o î t  d a n s  l e s  f l u i d e s  c o r p o r e l s ,  a m è n e n t  à  d e s  

c o n s i d é r a t i o n s  p h a r m a c o l o g i q u e s .  L e  m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  s u b s t a n c e s  t h é r a p e u t i q u e s  

a  é t é  p r i s  e n  c o n s i d é r a t i o n  d a n s  l e s  d i f f é r e n t e s  é t u d e s  d é c r i t e s  d a n s  l e  c a d r e  d e  c e t t e  t h è s e .  L e s  

m é t a b o l i s m e s  s t é r é o s é l e c t i f s  i n  v i v o  e t  i n  v i t r o  o n t  é t é  a b o r d é s .  C e s  d e u x  a p p r o c h e s  

m é t a b o l i q u e s  p e r m e t t e n t  p a r  l ’ é t u d e  i n  v i v o  d ’ a v o i r  l e  m o t i f  m é t a b o l i q u e  d a n s  u n  f l u i d e  

b i o l o g i q u e  d o n n é  à  u n  m o m e n t  p r é c i s  e t  p a r  l e s  i n c u b a t i o n s  i n  v i t r o  d e  r e p r o d u i r e  c e r t a i n s  

p r o c e s s u s  m é t a b o l i q u e s  h é p a t i q u e s .  L e s  a s p e c t s  q u a l i t a t i f s  e t  q u a n t i t a t i f s  p e r m e t t e n t  d e s  

é v a l u a t i o n s  m é t a b o l i q u e s  d o n t  l e s  a p p r o c h e s  s o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s .  L ’ a s p e c t  q u a l i t a t i f ,  c o m m e  

d a n s  l e  c a s  d e  l a  M Q ,  a  p e r m i s  p a r  c o m b i n a i s o n  d e  d i f f é r e n t e s  i n v e s t i g a t i o n s  l ’ é v a l u a t i o n  d u  

m é t a b o l i s m e  s t é r é o s é l e c t i f  d e  c e  p r i n c i p e  a c t i f .  L ’ a s p e c t  q u a n t i t a t i f  a  é t é  u t i l i s é  p o u r  

l ’ é v a l u a t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  p l a s m a t i q u e  d ’ u n  l o t  d e  p a t i e n t s ,  c o m m e  d a n s  l e  c a s  d e  

l ’ A B Z S O .  

L a  C E  e s t  u n e  m é t h o d e  a n a l y t i q u e  v a r i é e ,  l e  m é t a b o l i s m e ,  u n  s u j e t  v a s t e ,  e t  l a  c h i r a l i t é  d e s  

p r i n c i p e s  a c t i f s ,  u n  p h é n o m è n e  r é p a n d u ,  d e  t e l l e  s o r t e  q u e  l e  s u j e t  e s t  i n t a r i s s a b l e .  L e s  

m é t h o d e s  p r o p o s é e s  e t  l e s  a s p e c t s  é t u d i é s  p o u r r a i e n t  ê t r e  a m é l i o r é s  o u  t r a n s f o r m é s  d e  

d i v e r s e s  m a n i è r e s .  L a  s é p a r a t i o n  d a n s  u n  m i c r o c h i p  p e r m e t t r a i t  p a r  e x e m p l e  d e  d i m i n u e r  l e  

t e m p s  d ’ a n a l y s e  p o u r  l e s  é n a n t i o m è r e s  d e  l a  M Q .  U n e  m é t h o d e  d e  C E C  p o u r r a i t  ê t r e  u n  

m o y e n  d ’ é v i t e r  l ’ i n t e r f é r e n c e  d e  l a  R - D N B P G  a v e c  l e  c o m p o s é  à  a n a l y s e r  l o r s  d e  s o n  

u t i l i s a t i o n  c o m m e  s é l e c t e u r  c h i r a l  p o u r  l a  s é p a r a t i o n  d e  l ’ A B Z S O .  D e s  é t u d e s  c l i n i q u e s  

p o u r r a i e n t  ê t r e  e n t r e p r i s e s  p o u r  m i e u x  é v a l u e r  c e r t a i n s  p r o c e s s u s  m é t a b o l i q u e s  i n  v i v o .  G r â c e  

a u  d é v e l o p p e m e n t  d u  g é n i e  g é n é t i q u e ,  d e s  i n c u b a t i o n s  a v e c  d e s  e n z y m e s  P 4 5 0  p e r m e t t e n t  

d ’ é l u c i d e r  c e r t a i n e s  r é a c t i o n s  h é p a t i q u e s .  C e  d é v e l o p p e m e n t  d o i t  c o n t i n u e r  a f i n  d e  p e r m e t t r e  

à  l a  r e c h e r c h e  d e  p r o g r e s s e r  e t  à  l ’ i n d u s t r i e  d ’ a c q u é r i r  a s s e z  d e  c o n n a i s s a n c e s  p o u r  l a  m i s e  s u r  

l e  m a r c h é  d e s  n o u v e a u x  p r o d u i t s  t h é r a p e u t i q u e s .  

U n  n o m b r e  c o n s i d é r a b l e  d e  m é t h o d e s  C E  p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é e s  a v e c  l e s  t e c h n i q u e s  a c t u e l l e s  ;  

à  c e t  é g a r d ,  l e  d é v e l o p p e m e n t  e s t  c o n t i n u e l .  C e l a  n ’ e s t  p a s  s e u l e m e n t  l e  c a s  p o u r  l a  C E ,  m a i s  

é g a l e m e n t  p o u r  l e s  a u t r e s  t e c h n i q u e s  a n a l y t i q u e s  e t  l a  s c i e n c e  e n  g é n é r a l .  A  l ’ a v e n i r ,  d e  

n o u v e l l e s  m é t h o d e s  a n a l y t i q u e s  p e r m e t t r o n t  d e  f a i r e  c e r t a i n e s  a n a l y s e s  d e  r o u t i n e  p l u s  
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e f f i c a c e m e n t ,  d e  f a i r e  d e s  é t u d e s  c l i n i q u e s  a v e c  p l u s  d e  s û r e t é ,  e t  l e s  p e r s o n n e s  c o n t r i b u a n t  à  

l ’ é v a l u a t i o n  m a i s  s u r t o u t  à  l ’ u t i l i s a t i o n  q u o t i d i e n n e  d e s  m é t h o d e s  a n a l y t i q u e s  d i s p o s e r o n t  

d ’ u n e  q u a n t i t é  t o u j o u r s  p l u s  g r a n d e  d ’ i n f o r m a t i o n s .  L e s  q u e s t i o n s  d e  m é t a b o l i s m e  s o n t  d o n c  

d e s  s u j e t s  a c t u e l s ,  e t  l e u r  a n a l y s e  e s t  i m p o r t a n t e  p o u r  l a  c o m p r é h e n s i o n  d e s  m é c a n i s m e s  

d ’ a c t i o n  b i o l o g i q u e s .  L ’ a n a l y s e  q u a l i t a t i v e  d e s  s u b s t a n c e s  c h i r a l e s  r e s t e r a  a u s s i  t o u j o u r s  

d ’ i m p o r t a n c e ,  c o m m e  p a r  e x e m p l e  p o u r  l e  c o n t r ô l e  d e  l a  q u a l i t é  d e  l a  c o c a ï n e ,  q u i  e n  t a n t  q u e  

s u b s t a n c e  n a t u r e l l e  n e  c o n t i e n t  q u e  l ’ é n a n t i o m è r e  ( - ) ,  e t  e n  t a n t  q u e  p r o d u i t  s y n t h é t i q u e  

p r é s e n t e  l ’ é n a n t i o m è r e  ( + )  o u  l e  m é l a n g e  d e s  é n a n t i o m è r e s  ( + / - )  [ 9 3 ] .  L ’ i m p o r t a n c e  d e  

l ’ a n a l y s e  d e  l a  c o c a ï n e  r é s i d e  d a n s  l e  f a i t  q u e  l ’ é n a n t i o m è r e  ( + )  e s t  r a p i d e m e n t  h y d r o l y s é  e t  

n ’ a  p a r  c o n s é q u e n t  q u ’ u n e  f a i b l e  a c t i v i t é  p h a r m a c o l o g i q u e  [ 9 4 ] .  L e s  f u t u r s  d é v e l o p p e m e n t s  

t e c h n o l o g i q u e s  r e s t e r o n t  d ’ u n  g r a n d  i n t é r ê t  p o u r  l ’ a m é l i o r a t i o n  d e s  d i v e r s e s  a p p l i c a t i o n s  d e  

s é p a r a t i o n s  c h i r a l e s  l i é e s  o u  n o n  a u  m é t a b o l i s m e .  
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7 . A N N E X E S  

 

 

7 . 1  C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  t o  a s s e s s  d r u g  m e t a b o l i s m  i n d u c e d  i n  v i t r o  u s i n g  s i n g l e  C Y P 4 5 0  

e n z y m e s  ( S U P E R S O M E S  )  :  A p p l i c a t i o n  t o  t h e  c h i r a l  m e t a b o l i s m  o f  m e p h e n y t o i n  a n d  

m e t h a d o n e .  

E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 3 ,  2 4 ,  2 5 7 7 - 2 5 8 7 .  

 

 

7 . 2  E n a n t i o m e r i c  a n a l y s i s  o f  t h e  f i v e  m a j o r  m o n o h y d r o x y l a t e d  m e t a b o l i t e s  o f  m e t h a q u a l o n e  

i n  h u m a n  u r i n e  b y  c h i r a l  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s .  

E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 1 ,  2 2 ,  3 2 7 0 - 3 2 - 8 0 .  

 

 

7 . 3  A s s e s s m e n t  o f  t h e  s t e r e o s e l e c t i v e  m e t a b o l i s m  o f  m e t h a q u a l o n e  i n  m a n  b y  c a p i l l a r y  

e l e c t r o p h o r e s i s .  

E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 3 ,  2 4 ,  2 5 9 8 - 2 6 0 7 .  

 

 

7 . 4  C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  w i t h  ( R ) - ( - ) - N - ( 3 , 5 - d i n i t r o b e n z o y l ) - α- p h e n y l g l y c i n e  a s  c h i r a l  

s e l e c t o r  f o r  s e p a r a t i o n  o f  a l b e n d a z o l e  s u l f o x i d e  e n a n t i o m e r s  a n d  t h e i r  a n a l y s i s  i n  h u m a n  

p l a s m a .  

J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  2 0 0 2 ,  2 7 ,  5 5 5 - 5 6 7 .  

 

 

7 . 5  C h i r a l  a n a l y s i s  o f  a l b e n d a z o l e  s u l f o x i d e  e n a n t i o m e r s  i n  h u m a n  p l a s m a  a n d  s a l i v a  u s i n g  

c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  w i t h  o n - c o l u m n  a b s o r p t i o n  a n d  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n .  

J .  S e p .  S c i .  2 0 0 2 ,  2 5 ,  1 0 4 3 - 1 0 5 4 .  
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