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Médecine Interne - Clinigue Rovyale

Anesthésie -Réanimation
Pathologie Chirurgicale

Médecine Interne —Doyen de la FMPR

Neurologie

Gynécologie -Obstétrique
Anesthésie Réanimation

Anesthésie Réanimation

Néphrologie

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique Méd. Chef Maternité des Orangers
Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie- Dir. du Centre National PV Rabat
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale Doven de FMPT

Anesthésie Réanimation
Gastro-Entérologie
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Neurochirurgie
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Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pediatrie - Directeur Hop.Cheikh Zaid
Urologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pédiatrie

Anesthésie-Réanimation

Neurologie

Néphrologie

Pneumo-phtisiologie

Gastro-Entérologie

Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie

Anatomie

Radiologie

Radiologie

Anesthésie-Réanimation

Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique Directeur Hop. Des Enfants Rabat
Chirurgie Générale

Pédiatrie - Directeur Hop. Univ. International (Cheikh Khalifa)
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale Directeur Hopital 1bn Sina
Chirurgie Thoracique

Traumatologie Orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique V-D chargé Aff Acad. Est.
Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique

Pédiatrie

Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Pediatrie
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JIDAL Mohamed*
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Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie

Ophtalmologie

Rhumatologie Directeur H6p. Al Ayachi Salé

Pédiatrie

Cardiologie

Biophysique

Cardiologie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Rhumatologie
Hématologie

O.R.L

Chirurgie - Pédiatrique

Chirurgie Cardio - Vasculaire. Directeur Hopital Ibn Sina

Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Microbiologie
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TAJDINE Mohammed Tarig*

Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie - Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Pneumo - Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie
Pharmacie galénique
Chirurgie cardio-vasculaire
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie
Microbiologie
Réanimation medicale
Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Biochimie-chimie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie-orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Meédecine interne
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie

Neuro-chirurgie Directeur Hop.des Spécialités
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BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae*
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BOUNAIM Ahmed*
BOUSSOUGA Mostapha*
CHTATA Hassan Toufik*
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EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid
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KABIRI Meryem
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EL SAYEGH Hachem
ERRABIH lkram

LAMALMI Najat
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. ER-RAJI Mounir
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Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie-orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Hématologie clinique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Médecine interne
Gynécologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entérologie
Pédiatrie

Pédiatrie

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-Phtisiologie

Anesthésie réanimation

Médecine Interne Directeur ERSSM

Physiologie
Microbiologie
Médecine Aéronautique
Biochimie- Chimie
Radiologie

Chirurgie Pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Plastique et Réparatrice
Urologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique

Anatomie Pathologique

Chirurgie pédiatrique
Anesthésie Réanimation
Traumatologie-orthopédie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Chirurgie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
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BENCHEKROUN Laila
BENKIRANE Souad
BENSGHIR Mustapha*
BENYAHIA Mohammed*
BOUATIA Mustapha
BOUABID Ahmed Salim*
BOUTARBOUCH Mahjouba
CHAIB Ali*

DENDANE Tarek

DINI Nouzha*
ECH-CHERIF EL KETTANI Mohamed Ali
ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa
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EL GUERROUJ Hasnae
EL HARTI Jaouad

EL JAOUDI Rachid*

EL KABABRI Maria
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FIKRI Meryem

GHFIR Imade
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KABBAJ Hakima
KADIRI Mohamed*
LATIB Rachida
MAAMAR Mouna Fatima Zahra
MEDDAH Bouchra
MELHAOUI Adyl
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NEJJARI Rachid
OUBEJJA Houda
OUKABLI Mohamed*
RAHALI Younes

RATBI Ilham
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REDA Karim*
REGRAGUI Wafa
RKAIN Hanan

ROSTOM Samira
ROUAS Lamiaa
ROUIBAA Fedoua*
SALIHOUN Mouna

SAY AH Rochde
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Pharmacologie
Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie-Réanimation
Biochimie-Chimie
Hématologie
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chimie Analytique et Bromatologie
Traumatologie orthopédie
Anatomie

Cardiologie
Réanimation Médicale
Pédiatrie

Anesthésie Réanimation
Radiologie
Neuro-chirurgie
Meédecine Nucléaire
Chimie Thérapeutique
Toxicologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Anatomie

Anesthésie Réanimation
Radiologie

Physiologie

Radiologie

Médecine Nucléaire
Pédiatrie
Endocrinologie et maladies métaboliques
Microbiologie
Psychiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Pharmacologie
Neuro-chirurgie
Oncologie Médicale
Pharmacognosie
Chirugie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Pharmacie Galénique Vice-Doyen a la Pharmacie
Génétique

Neurologie
Ophtalmologie
Neurologie

Physiologie
Rhumatologie
Anatomie Pathologique
Gastro-Entérologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
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Pr. BOUCHIKH Mohammed
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Pr. EL ASRI Fouad*
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Gastro-Entérologie
Chirurgie Pédiatrique
Traumatologie Orthopédie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Chirurgie Thoracique
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Thoracique
Néphrologie
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Introduction générale




L’ulcére gastroduodénal est une 1ésion de la paroi digestive amputant, plus ou moins, le plan
musculaire et limité au fond par une réaction inflammatoire(1). Le plus souvent bénins et de
régression spontanée, ils se compliquent parfois d’une hémorragie ou d’une perforation des
parois de 1’estomac ou du duodénum. Au niveau mondiale I'infection a Helicobacter pylori
(HP) est l'infection bactérienne chronique la plus fréquente parce qu’elle touche 50% de la
population mondiale. Cette forte prévalence étant tres inégalement répartie dans la
population(2). Selon la Société Nationale Francaise de Gastro-Entérologie (SNFGE), prés de
90 000 ulceres gastro-duodénaux (0,2% de la population) sont diagnostiques par endoscopie
chaque année en France. A eux seuls, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS : entre 15
et 40%) et la bactérie Helicobacter pylori (70-80%) sont responsables de la grande majorité des
ulcéres. Au total 20 000 cas d’ulcéres sont découverts au stade de complications avec un taux
de mortalité des complications ulcéreuses de 10%(3). Au Maroc ’infection a Helicobacter
pylori (HP) concerne 70% de la population(4). La prévalence de I’HP est de 98 & 100% au cours
de I'ulcere duodénal et de 70 a 80% au cours de 'ulcére gastrique. La fréquence des récidives

ulcéreuses chez les patients éradiqués est de 2 a 5% a 1an(5).

On observe une forte diminution de la prévalence dans les pays développés depuis plusieurs
décades du fait de I'augmentation du niveau de vie, des conditions d’hygiéne et de l'utilisation
importante des antibiotiques(2). Cependant, dans les pays en voie de développement, ces
affections sont de plus en plus récurrentes de nos jours. Elle est liée au mode de vie, a
I’alimentation (consommation importante de café, du thé, de 1’alcool, des aliments acides ou
fortement épicés), au stress prolongé, au tabagisme, a certaines maladies (cardiovasculaires,
rénales, digestives, pancréatiques et hépatiques) et a certaines prédispositions génétiques. Une
hypersécrétion acide peut également étre causé par une tumeur pancréatique comme le cas du
syndrome de de Zollinger-Ellison. Cette recrudescence s’accompagne de 1’émergence des

médicaments génériques pour la prise en charge.

Depuis leur mise sur le marché en 1989, les IPP constituent une forte dépense pour 1’assurance
maladie en France. lls représentaient, en 2005, la troisiéme classe de médicaments la plus
colteuse apres les hypocholestérolémiants et les médicaments de I’hypertension artérielle et de

I’insuffisance cardiaque. IIs ont une AMM dans I’cesophagite a pleine dose et dans le reflux



gastro-cesophagiens (RGO) a demi-dose. Les deux premiers ayant eu 1’indication dans le RGO
¢taient I’oméprazole 10 mg et le lansoprazole 15 mg en 1996, suivi par le pantoprazole 20 mg
en 1999 et I’ésoméprazole 20 mg en 2000(6). Depuis 2004, les génériques de I’oméprazole sont
disponibles sur le marché. Au Maroc, il existe plus de 7000 medicaments autorisés. Selon le
site officiel de la Direction du Médicament et de la Pharmacie (DMP) on a pu recenser 83
formes et doses différentes de 22 génériques de I’oméprazole(7).

Face a I’explosion des génériques pour répondre a ce probléme relatif a I’ulcére gastroduodénal,
la question de leur qualité demeure posée et reste essentielle. Si de nombreux producteurs de
génériques sont en mesure de produire des medicaments de bonne qualité, il est de la
responsabilité de chaque pays de garantir la qualité des médicaments dont il autorise la
commercialisation sur son territoire. En Allemagne, entre 2008 et 2013, 600 000 boites
d’oméprazole falsifié ont pénétré le circuit 1égal du médicament(8). L’oméprazole étant
considéré comme un médicament présentant un risque élevé de falsification(9),
I'authentification des médicaments a base de ce principe actif tire ainsi son importance pour les

patients, les autorités réglementaires et certains industriels.

Les différentes moyens de vérification ont conduit a la mise en place dans certains pays de
dispositif de sécurité constitué d’un identifiant unique et d’un dispositif antieffraction(8,9). A
ceci s’ajoute des techniques analytiques en relation avec les variations minimes de la
composition chimique de ces médicaments comme les techniques d’identification
(chromatographie couche mince, chromatographie liquide), de dosage (chromatographie

liquide), d’essais d'unité de masse et de temps de désagrégation(10).

De ne nos jours, de nombreuses approches analytiques faisant appel a des méthodes
vibrationnelles (spectroscopie proche infrarouge (NIR), spectroscopie moyen infrarouge (MIR),
spectroscopie Raman) sont de plus en plus utilisées dans I’analyse des médicaments(11-13).
Ils sont parfois combinés a des méthodes mathématiques et statistiques pour une exploitation

optimales des donnees(14).

Notre travail est subdivisé en deux grandes parties. Une premiere théorique qui rappelle le

médicament (princeps et générique) puis tous les aspects de la molécule de I’oméprazole depuis



la découverte jusqu’aux propriétés chimiques, physiques et pharmacologiques. La deuxiéme
partie qui est pratique présente a travers la méthode IMRAD les résultats de I’exploration de la
discrimination des médicaments a base de I’oméprazole selon les fabricants par la spectroscopie

a Transformer de Fourier couplée a la chimiométrie.



Partie I : Etude théorique




I.  Princeps et génériques
I-1. Définition du médicament

Le Dahir n°® 1-06-151 du 30 chaoual 1427 (22 novembre 2006) portant promulgation de la loi
n°17-04 portant code du médicament et de la pharmacie au Maroc, définit dans son article 1
le « médicament » comme étant, au sens de la présente loi, : « Toute substance ou composition
présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives a I'égard des maladies
humaines ou animales, ainsi que tout produit pouvant étre administré a I'nomme ou a I'animal
en vue d'établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions

organiques »(15).

En France, le code de la santé publique (article L.5111-1) définit le médicament comme : «
toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a 1’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou
composition pouvant étre utilisée chez 1’homme ou chez 1’animal ou pouvant leur étre
administrée, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs
fonctions physiologiques en exergant une action pharmacologique, immunologique ou

métabolique »(16).

La réglementation prévoit ainsi deux aspects en ce qui concerne la définition du medicament :
le médicament par présentation (« un produit sera qualifié de médicament s’il est présenté
comme possédant des propriétés curatives ou préventives a 1’égard des maladies humaines ou
animales. Il s’agira donc d’un médicament du seul fait de sa présentation, alors méme que le
produit n’aurait pas effectivement les propriétés qu’il annonce. ») et le médicament par fonction
(« un produit sera qualifié de médicament quand celui-ci pourra étre utilisé chez ’homme ou
I’animal ou leur étre administré en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger
ou modifier leurs fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique,
immunologique ou métabolique. ») Certains produits sont considérés comme des médicaments
du fait de la loi comme par exemple, les produits présentés comme supprimant I’envie de fumer
ou réduisant I’accoutumance au tabac selon I’Agence nationale de sécurité du médicament

(ANSM)(17).



I-2. Médicament princeps
Un médicament dit « princeps » ou spécialité de référence est le médicament d'origine a partir
duquel sont congus les médicaments génériques. Il est composé d’un ou plusieurs principes
actifs ou « substances actives », responsable(s) de son effet thérapeutique, et d’excipients. Les
principes actifs demeurent inchangés dans les médicaments génériques, seuls les excipients

peuvent étre modifiés par rapport a ceux du princeps.

Les médicaments princeps sont caractérisés par une protection avec un brevet, délivré par
I’Institut National de la Propriété Industrielle (INPI), qui couvre toute la période de I’invention
a la commercialisation. Ce brevet comporte la protection des données administratives (8 a 10
ans) et la protection commerciale d’une durée de 10 a 11 ans soit un total de 20 ans de monopole
d’exploitation dont dispose le fabriquant. Un certificat complémentaire de protection (CCP)
d’une durée maximale de 5 ans peut étre accordé. A la date d’échéance du brevet, le médicament

générique peut étre commercialisé par les autres laboratoires(18).

I-3. Médicament générique
Selon le législateur marocain dans la loi n°17-04 portant code du meédicament et de la
pharmacie, « la spécialité générique d’une spécialité de référence est considérée comme une
spécialité qui a la méme composition qualitative et quantitative en principes actifs et la méme
forme pharmaceutique que la spécialité de référence, et dont la bioéquivalence avec cette
derniére a été démontrée par des études appropriées de biodisponibilité. La spécialité de

référence et la ou les spécialités qui en sont génériques constituent un groupe générique. »

Sa commercialisation débute a 1’échéance du brevet qui protége le médicament princeps. Les
demandes d'autorisation de mise sur le marché (AMM) des médicaments génériques ne
contiennent pas les études précliniques et cliniques requises pour les médicaments princeps et
sont adressées a peu prés au méme moment que I'étape d'enregistrement des médicaments
originaux. Cependant des études de bioéquivalence sont demandées pour tous les médicaments

génériques.



cycle de vie administratif du médicament princeps et du médicament générique

Dépét du brevet de la molécule princeps
Dépot AMM princeps
Obtention AMIM et dépot P&R princeps
Lancement princeps
Dépdt dossier AMIM générique (8 ans aprés AMM princeps)
Dépot dossier P&R générique
Inscription automatique sur le répertoire des génériques
160 jours aprés AMM)
Lancement générique au plus tot
si princeps non protégé par un CCP)
Lancement générique au plus tard
lechéance CCP)

Commercialisation princeps Commerdalisation générique

I 2 3 45 6 7 8 91011 12'13 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3| 32 33 34 35 36
e —— | e

Protection ! Protection du CCP
du brevet | Imax 5 ans)
20 ans) |

| 8 ans de protection des données du princeps loi de féurier 2007)
|
| La protection commerciale du princeps est au minimum de 10 ou || ans (oi de féurier 2007
l
| La protection commerciale du princeps ne peut excéder I5 ans [(CCP)

Figure 1 : Cycle de vie administratif des médicaments princeps et génériques

Il. Le 1H-Benzimidazole et ses dérivés

Le benzimidazole (a) est un composé qui résulte de la fusion de I’homocycle benzénique en
position 4,5 du cycle imidazole (b). D’origine naturel, il sert de ligand axial pour le cobalt dans
la vitamine B12(19). Le benzimidazole a été obtenu de maniere synthétique, pour la premiére
fois, par Hobrecker en 1872(20).

1

H L n—2y
; N

2<\ 5 5\ '3

N~ 3a
3 4 4
1H-benzo[d]imidazole 1 H-imidazole
(a) (b)

Figure 2 : Structures générales des noyaux benzimidazole et imidazole



C’est une structure qui posséde un hydrogéne imino libre et un azote tertiaire formant des
systemes tautomeres (c) et (d). Les deux formes tautomeres possibles du benzimidazole sont
identiques (Schéma 1)(21).

<0 — <1

(©) (d)

Schéma 1 : Les formes tautoméres du benzimidazole.

Les noyaux imidazole et benzimidazole constituent d’importants pharmacophores dans la
découverte des médicaments(22). Les dérives du benzimidazole sont explorées dans l'industrie
pharmaceutique et sont couramment rencontrés dans des medicaments qui présentent une
diversité d'activités pharmacologiques comme les anti-inflammatoires et analgesiques(23,24),
les antihypertenseurs(25), anthelminthiques(26), antibactériennes(27), antifongiques(28),
antivirales(29), anti-protozoaires(30). Ailleurs, les dérives de benzimidazole, condensés avec
d'autres hétérocycles tels que le pyrazole, le thiadiazole, le triazole, le thiazole, la coumarine et
les fragments de 2-azétidinone ont montré divers activités pharmacologiques(31). Des agents
antiulcéreux de la famille des IPP comme 1’oméprazole, 1’ésoméprazole, le lansoprazole et le

pantoprazole sont aussi des dérivés du benzimidazole(32).

11-1. Propriétés physicochimiques du benzimidazole

I1-1-1. Solubilité, point de fusion et point d’ébullition

Les substituants du benzimidazole n’apportent pas de propriétés chimiques spécifiques mais
sont susceptibles de modifier sa solubilité. Le benzimidazole est un composé décris dans la
littérature comme une base faible. Cependant avec un pKa de 5,3 a 25°C, le 1H-benzimidazole
est suffisamment acide pour former des composés N-métalliques dans les solutions aqueuses
alcalines. Il est soluble dans les solutions aqueuses d’acides et est aussi soluble dans les
solutions aqueuses de bases fortes. Dans 1’eau, la solubilité du benzimidazole est de 2010mg/I

a 20°C(33). Avec un poids moléculaire de 118,14g/mol, le benzimidazole se présente sous



forme d’un solide blanc a légérement beige et possede une température de fusion de 170.5°C et

une température d’ébullition de 360°C(34).

11-1-2. Spectrométrie Infrarouge

Des études systématiques des spectres infrarouges (IR) des benzimidazoles ont été réalisees par
Morgan, Rabiger et Joullié. La spectroscopie IR a été utilisée spécifiquement pour un certain
nombre de problémes dans la chimie du benzimidazole, notamment en ce qui concerne le
phénomeéne de liaison hydrogene. En général, les groupes attachés aux cycles du benzimidazole
montrent leurs bandes caractéristiques normales. Par exemple, I’absorption du benzimidazole
en phase solide entre 2400-3200cm™ indique la présence d’un alkyle simple ou du
perfluoroalkyle. Son absorption prés de 3400cm™ en solution peut étre attribuée a la vibration
d'étirement N-H et prés de 1690cm™ on retrouve 1’élongation de la liaison C-N du

benzimidazole. Entre 1500-1650cm™ on trouve les élongations C=C et C=N(35).
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Figure 3 : Spectre Infrarouge du benzimidazole d’aprés la base de données SDBS, National Institute of
Advanced Industrial Science and Technology (AIST)(36)
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11-1-3. Spectrométrie de masse

Un certain nombre de recherches sur les spectres de masse des benzimidazoles ont été réalisées
dans la littérature. L'étude la plus systématique a été rapportée par Bowie. Selon cette derniére
il apparait que les voies de fragmentation des benzimidazoles simples sont similaires a celles
des imidazoles. Le spectre de masse du benzimidazole indique une perte séquentielle de deux
molécules de cyanure d'hydrogéne a partir de I'ion moléculaire. La fragmentation du 2-n-
propylbenzimidazole montre une élimination de I'éthyléne de I'ion moléculaire. Celle des 2-
acyl- et 2-benzoylbenzimidazoles sont caractérisés par la perte de monoxyde de carbone a partir

de I'ion moléculaire(37).
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benzimidazole
C7HBN2 (Mass of molecular ion: 118)

100 —
MS-NIW- 0231

80 —

@
o
|

Relative Intensity
S
|

20—

s ] " | L pipat Ly
O IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II IIIII|IIII|I II|IIII|I |IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII III|IIII|IIII|IIII|IIII|II I

10 20 30 40 50 50 70 80 90 100 110 120

m/z

Source Temperature: 198 °C
Sample Temperature: 8 °C
Direct, 75 eV

Figure 4 : Spectre de masse du benzimidazole d’aprés la base de données SDBS, National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology (AIST)(36)
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11-2. Synthése du benzimidazole et ses dérivés
Plusieurs méthodes de synthese du benzimidazole ont été décrites dans la littérature. La
méthode la plus anciennes d’acces au noyau a été décrite par Hobrecker dans les années 1872
(Schéma 2). Elle commence par une réduction du 2-nitro-4-méthylacétanilide suivie d’une

condensation pour aboutir a la 2,5 (ou 2,6) - diméthylbenzimidazole(38).

CH; NO, CHy NH,
Sn
HCI1 A
NH NH

CH; 0 CH; 0

H

CH,
/y% D[ pu—

2,6-dimethyl-1H-benzo[d]imidazole 2,5-dimethyl-1H-benzo[d]imidazole
Schéma 2 : Synthése du 2,5-diméthylbenzimidazole selon Hobrecker (1872).

D’autres procédures de synthese ont ¢té décrites. Les plus importantes sont celles mettant en
jeu la condensation de I’ortho-phénylénediamine (OPDA) avec des acides carboxyliques
(Schéma 3) dans des conditions réactionnelles de déshydratation, en utilisant des acides forts
tels que l'acide polyphosphorique, I'acide chlorhydrique, I'acide borique ou l'acide p-toluene
sulfonique : Méthode de Phillips (1928). Certaines formes de benzimidazoles peuvent étre
produite par couplage de 1’o-phénylenediamine avec les nitriles, les ortho-esters, les
carboximidates, les anhydrides ou les lactones(31). Ailleurs, la condensation de I’OPDA avec
des aldéhydes (Schéma 4) nécessitant un reactif oxydant produit également un noyau

benzimidazole(39).
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Schéma 3 : Synthése de derivés du benzimidazole a partir de I'o-phénylénediamine et des acides carboxyliques
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Schéma 4 : Synthése des 2-arylbenzimidazoles a partir des dérivés de I'o-phénylénediamine et des aldéhydes
aromatiques

Les dérivés du benzimidazole sont également synthétisés a partir des uréides, des monoacyl- et
diacyl-o-phénylénediamine, 1’ortho-nitroaniline, des phényluréthanes, des diazoiques

(composés o-phenyléne aminoazoiques) et d’autres procédés(33).

Le noyau benzimidazole est connue pour sa grande stabilité. Il n’est pas affecté par 1’acide
sulfurique concentré, 1’acide chlorhydrique ni par les bases. Toutefois, les acides sont capables
de protoner les noyaux benzimidazoles en position 1 ou 3 donnant ainsi naissance a des
monochlorhydrates, mononitrates, monopicrates ou monoacétates correspondants. Par ailleurs,
I’oxydation défait le noyau benzénique du benzimidazole uniquement sous des conditions
drastiques. Le benzimidazole apparait aussi tres résistant a la réduction. Cependant, on peut
procéder a la préparation de tétrahydro et hexahydrobenzimidazole par réduction

catalytique(33).

Les benzimidazoles sont considérés comme une classe prometteuse de composés
hétérocycliques bioactifs qui présentent une série d'activités biologiques telles que des activités
antimicrobiennes, antivirales, antidiabétiques, antifongiques, antihelminthique, anti-
inflammatoire, antihistaminique, antioxydant, des propriétés antihypertensives, anti-

coagulantes et anticancéreuses. En 1960, Fort et al. ont rapporté la découverte de dérivés du
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benzimidazole en tant que inhibiteurs de la pompe & protons. En outre, la synthese et
I’évaluation de différents dérivés substitués du benzimidazole ont abouti a la découverte de
I'oméprazole, du lansoprazole, du rabéprazole et du pantoprazole. Des observations récentes
suggerent que les benzimidazoles substitués et les hétérocycles, qui présentent des interactions
faciles avec les biopolymeres, possédent une activité potentielle avec une toxicité moindre dans
I'approche chimiothérapeutique chez I'nhomme(40).

I1-3- Synthése de I’oméprazole
11-3-1. Histoire du médicament

Contexte : A la fin des années 1960, la société pharmaceutique Hassle (une société de
recherche au sein d'Astra aujourd’hui AstraZeneca) a décidé de créer une division de recherche
dans le but de trouver un médicament puissant pour I'inhibition de la sécrétion d'acide gastrique
a utiliser chez les patients souffrant d'ulcéres gastriques. A cet effet, un laboratoire gastro-
intestinal a été créé ; et le premier projet de ce laboratoire a abouti a un composé antisécrétoire
trés efficace chez le rat, qui a été utilisé comme modele de dépistage. Cependant, le composé
était complétement inefficace chez I'homme, ce qui indique que de nouveaux modéles de

dépistage sont nécessaires(41).

Projet oméprazole : En 1972, le projet d'inhibition de I'acide gastrique a été relancé avec une
nouvelle approche. Des chiens anesthésiés ont eté utilisés comme modele de dépistage initial,
puis des tests ont été effectués sur des chiens conscients atteints de fistules gastriques. Une
recherche documentaire a permis de trouver un article décrivant un compose antisécrétoire :
pyridyl-2-thioacetamide monohydrochloride (CMN 131) [1] mis au point par la société
pharmaceutique Servier. Ce composé a toutefois présenté une toxicité aigué sévere et les
recherches ultérieures ont donc été abandonnées. Comme il semblait raisonnable de supposer
que le groupe thioamide dans la structure chimique du CMN 131 était responsable de la toxicité,
la nouvelle approche visait a éliminer ce groupe en l'incorporant entre ou dans des systémes
hétérocycliques. En 1973, le premier succes a été découvert : le benzimidazole H 124/26 [2],
qui etait un puissant composé antisécrétoire sans toxicité aigué et qui est donc devenu le

composé principal(41).
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2-(pyridin-2-yl)ethanethioamide 2-((pyridin-2-ylmethyl)thio)- 1 H-benzo[d]imidazole
[CMN 131] [H 124/26]

Figure 5 : Structure moléculaire des composes [CMN 131] et [H 124/26].

Probléme de brevet : Apreés l'identification du H 124/26 (Figure 5), il a été découvert que la
molécule était déja brevetée par une société hongroise. En effet, le composé était plutdt décrit
comme un médicament pour le traitement de la tuberculose. Cependant, un métabolite du H
124/26, qui n'était pas inclus dans le brevet hongrois, s'est avéré étre un composeé antisécrétoire
encore plus puissant. Le métabolite H 83/69 était le sulfoxyde du H 124/26 nommé timoprazole
[3]. Il devient ainsi le nouveau compose principal. Le site de I'action inhibitrice dans la voie

menant a la sécrétion acide était resté inconnu a ce stade(41).

Défis toxicologiques : D’aprés les études toxicologiques a long terme réalisées sur le
timoprazole, il s’est avéré que ce dernier provoquait une hypertrophie de la glande thyroide
(dont il a été démontré par la suite qu'elle était due a l'inhibition de la captation de I'iode) ainsi
gu'une atrophie du thymus. Les thiourées sont des inhibiteurs bien connus de la fixation de
I'iode dans la thyroide. Une recherche bibliographique sur la chimie des composés thiourées a
montré quelques mercapto-benzimidazoles substitués n'ayant aucun effet sur la fixation de
l'iode. L’introduction de ces substituants dans le timoprazole a permis d'éliminer les effets sur
la thyroide et le thymus, sans réduire l'effet antisécrétoire. Des essais sur plusieurs
benzimidazoles substitués ont montre que la séparation de I'inhibition de la sécrétion acide de
I'inhibition de I'absorption d'iode était obtenue dans une gamme spécifique de lipophilie de ces
composés. Le composé antisécrétoire le plus puissant sans effet sur la thyroide ou le thymus
était le H 149/94, qui a été nommé picoprazole [4].

Cependant, lors des etudes toxicologiques prolongees du picoprazole (Figure 6), quelques
chiens traites ont développé une vascularite nécrosante. Il a été observé également la vascularite

nécrosante chez un des chiens témoins. Les investigations ont démontré que tous les chiens
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atteints de vascularite émanaient d'un seul chien male et qu'ils avaient tous des anticorps contre
les vers intestinaux, probablement obtenus aprés une vermifugation. De nouvelles études
toxicologiques chez une autre souche de beagle, et chez des chiens non parasités dans un autre
laboratoire, se sont révélées tout a fait correctes. Le picoprazole a été utilisé dans une étude
conceptuelle chez des volontaires humains et a montré une action antisécrétoire puissante de

tres longue durée(41).

CH

\ \ 3

ﬁ N (|)| N CO,CH,
= =
N s— N s—</
N N
Timoprazole [H 83/69] Picoprazole [H 149/94]
2-((pyridin-2-ylmethyl)sulfinyl)- 1 H-benzo[d]imidazole methyl 6-methyl-2-(((3-methylpyridin-2-yl)methyl)sulfinyl)-

1H-benzo[d]imidazole-5-carboxylate
Figure 6 : Structure moléculaire du Timoprazole [H 83/69] et du Picoprazole [H 149/94].

Optimisation des composés : Des techniques in vitro plus simples étaient essentielles pour
tester un grand nombre de benzimidazoles substitués différents pour obtenir I'inhibition
optimale de la sécrétion d'acide gastrique. La muqueuse sécrétrice d'acide gastrique isolée du
cobaye a €té introduite comme modele in vitro approprié. Plus tard, des glandes sécrétrices
d'acide isolées de lapin ont été utilisées, et une microméthode pour isoler les glandes sécrétrices
d'acide a partir de biopsies gastriques humaines a été développée. Ces techniques ont permis de
tester un grand nombre de composeés, y compris des tests sur le tissu cible humain.

A peu prés a la méme époque, il est apparu que l'activation d'une pompe & protons récemment
découverte (une H'K*-ATPase) dans les membranes sécrétoires de la cellule pariétale
constituait I'étape finale de la sécrétion acide. Ces résultats ont soulevé la possibilité intrigante
que les benzimidazoles tels que le timoprazole puissent étre des inhibiteurs de la H'K*-ATPase.
Des recherches ont été lancées dans ce domaine parallelement a la poursuite du développement
des benzimidazoles, et il a effectivement été démontré que les benzimidazoles substitués

inhibent la sécrétion d'acide gastrique en bloguant la H*'K*-ATPase.



L’optimisation de I'effet antisécrétoire des benzimidazoles substitués est basée sur un principe
simple. Comme les bases faibles s'accumulent dans le compartiment acide de la cellule pariétale
a proximité de la pompe a protons, des substituants ont été ajoutés au cycle pyridine du
timoprazole pour obtenir une valeur de pKa plus élevée, maximisant ainsi I'accumulation dans
la cellule pariétale. Le résultat était le composé H 168/68, qui a été nommé omeprazole [5]. Ce
dernier s'est révéleé étre l'inhibiteur le plus puissant de la sécrétion d'acide gastrique stimulée
chez le rat et le chien in vivo. Aucun effet sur I'absorption d'iode, aucune induction d‘atrophie
du thymus, aucune vascularite nécrosante et aucun autre signe de toxicité n'‘ont été constatés
dans les études initiales de sécurité. Une demande d'AMM a été déposée en 1980, et
I'oméprazole a fait I'objet d'essais sur I'nomme en 1982 avec des résultats trés encourageants.

Cependant, il restait d'autres défis a relever.

Autres problémes toxicologiques : Des études toxicologiques a long terme sur de tres fortes
doses d'oméprazole chez le rat ont révélé le développement de tumeurs endocrines (carcinoides)
dans I'estomac, ce qui a conduit a I'arrét de toutes les études cliniques en 1984. Les carcinoides
provenaient des cellules entérochromaffines-like (ECL), un type de cellules endocrines de la
mugqueuse gastrique qui synthétisent et secretent de I'histamine en réponse a la stimulation de
I'hnormone gastrique, la gastrine. Cependant, la stimulation a long terme par la gastrine a une
action trophique puissante sur les cellules ECL. Si I'on ajoute a cela le fait que I'on sait que la
gastrine est libérée en quantités croissantes par I'antre de I'estomac a mesure que la quantité de
sécrétion d'acide diminue, on peut envisager une explication possible des effets de trés fortes
doses d'oméprazole observés chez le rat : I'élimination de la sécrétion d'acide gastrique,
entrainant une hypergastrinémie massive. Il a été démontré que c'était la cause de I'nyperplasie
des cellules ECL chez les rats traités a I'oméprazole, car I'hyperplasie ne s'est pas produite chez
les rats soumis a une résection de I'antre gastrique. En outre, les carcinoides des cellules ECL
ont également été produits dans des études a vie sur des rats auxquels on a administré un
antagoniste des récepteurs Hx (ranitidine) a fortes doses, ainsi que par une procédure
chirurgicale qui a créé une hypergastrinémie massive. Ces données ont permis de reprendre les

études cliniques avec I'oméprazole.
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Reprise des études cliniques : L'omeéprazole s'est avéré significativement supérieur aux
schémas thérapeutiques précédents d'antagonistes des récepteurs Hz chez les patients souffrant
d'ulceres duodénaux et gastriques. Une supeériorité particulierement notable de I'oméprazole par
rapport a la ranitidine, un antagoniste des récepteurs Hz, est observée avec les patients atteints
de RGO, chez qui les taux de guérison étaient environ deux fois plus élevés avec I'oméprazole.
Sur la base de ces études, I'oméprazole a été introduit en Europe sous le nom de Losec© en
1988 et aux Etats-Unis en 1990 sous le nom de Prilosec®©. Les doses cliniques d'oméprazole
produisent une hypergastrinémie modeste du méme ordre que la procédure chirurgicale de la
vagotomie, et aucun des deux traitements n'a produit de carcinoides a cellules ECL sur un suivi
a long terme (c'est-a-dire, plus de 10 ans). Chez I'nomme, une hypergastrinémie massive est
observée chez les patients atteints de tumeurs productrices de gastrine, et ces patients
développent une hyperplasie des cellules ECL, mais pas de carcinoides des cellules ECL. De
toute évidence, la réponse des cellules ECL a I'hypergastrinémie est différente chez I'homme et
le rat.

La recherche du meilleur : Au cours des années 1990, Astra a testé plusieurs centaines de
composés chimiquement basés sur le composé parent de I'oméprazole afin de trouver un
inhibiteur de la pompe a protons aux propriétés supérieures a celles de I'oméprazole.
Finalement, I'ésomeéprazole est apparu. L'oméprazole est un composé racémique de deux
isomeres optiques (énantiomeres), l'un étant I'image miroir de l'autre. L'isomere S,
I’ésoméprazole [6], s'est avéré étre le premier médicament nettement supérieur a I'oméprazole,

a la fois comme inhibiteur de I'acide gastrique et pour la prise en charge clinique du RGO.

OCH;
OCHj;
H5C
CH
H;C 3
CH, X
\ o
O N OCH; — | N OCH;
> || 4 N e S /
N S /
N - N
[51 H [6] H
Oméprazole [H 168/68] Esoméprazole
S-methoxy-2-(((4-methoxy-3,5-dimethylpyridin-2- (S)-5-methoxy-2-(((4-methoxy-3,5-dimethylpyridin-2-
yl)methyl)sulfinyl)-1H-benzo[d]imidazole yl)methyl)sulfinyl)-1H-benzo[d]imidazole

Figure 7 : Structure moléculaire de I'Oméprazole [H 168/68] et de Esoméprazole.
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11-3-2. Processus de synthése de ’oméprazole

Les composés sulfurés et les sulfoxydes attirent les chercheurs depuis quelques décennies. De
nombreuses molécules biologiquement actives ont des atomes de soufre et de sulfényle
stéréogeénes dans leur structure. Les exemples les plus marquants sont les benzimidazoles
substitués par un groupe sulfényle, qui sont des inhibiteurs de la pompe a protons, une classe
puissante d'agents antiulcéreux. Le principal membre de cette famille, I'oméprazole, était le
médicament le plus vendu au monde en 1997. L'isomere énantiomériquement pur,
I'ésoméprazole, a été introduit sur le marché plus tard et était le septieme médicament le plus
vendu en 2003(42). L'oméprazole avait été précédemment synthétisé par une séquence de
réaction linéaire impliquant la chloration du (4-méthoxy-3,5-diméthylpyridine-2-yl) méthanol
(alcool pyrméthylique) [a] en présence de chlorure de thionyle. On procéde ensuite a une
réaction de substitution nucléophile entre le 5-méthoxy thiobenzimidazole (5-méthoxy-1H-
benzimidazole-2-thiol ou metmercazole) [b] déprotoné par la soude et la 2-chlorométhyl-4-
méthoxy-3,5-diméthyl-pyridine (chlorure de pyrmétyle : le produit de la chloration) [c]. Elle
donne lieu au pyrmétazole [d]. Ce dernier soumis a une oxydation non chirale avec des
peroxydes tels que l'acide méta-chloroperbenzoique (m-CPBA) [e] ou H20O2 pour fournir
I'omeprazole [5](17,26-27).
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Schéma 5 : Schéma de synthése de I'oméprazole

Cependant, une oxydation asymétrique médiée par des dérivés du Titane (Ti) du pyrmétazole
permet d’aboutir aprés traitement par le méthanolate de magnésium (Mg (OCHz)2) a des sels

de magnésium de 1’ésoméprazole(41).

20



CH3O CH3 OXydatiOH CH3O CH3
— non-chirale —

CH NH
3A<jN§_\S—<\ J@\ . CHS{I\?TS—EHJQ\
N o3 d N oCHs

Pyrmétazole Oméprazole

Oxydation asymétrique

(Ti)
CH,Q CH, CH,O CH, +  12Mg*
/ \ . 0N Mg(OCH3), / \
ST pugl
CH
o o't
Esoméprazole Esoméprazole magnésium

Schéma 6 : Schéma de synthese de I'ésoméprazole.

Les réactions de protonation sont réalisées sur les composés précurseurs (b, ¢ et d) dans la

premiere étape de la synthése de I'Oméprazole(43).
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Schéma 7 : Réactions de protonation des précurseurs b, ¢ et d.
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Les préparations synthétiques de I’oméprazole se trouvent presque exclusivement dans la
littérature des brevets. Apres le tout premier rapport sur la synthése de I'oméprazole par
Junggren et al. (1981), de nombreux brevets ont été déposés au fil des années, revendiquant des
procédures de synthese améliorées : Brandstrom, 1991 ; Slemon et Macel, 1994 ; Smahovsky
etal., 1998 ; Baldwin et, al., 1999 ; Correia et al., 2003(44).

La non-disponibilité parfois, dans le commerce, du metmercazole [b] et du chlorure de
pyrmétyle [c] a conduit au développement d'un certain nombre de voies de synthese pour la

préparation de I'oméprazole et de ses précurseurs.

Branstrom et al, qui ont mis au point I'oméprazole chez la société pharmaceutique Astra, ont
divulgué leur méthode de préparation du chlorure de pyrmétyle (Schéma 8) et cette voie,
essentielle dans toutes ses parties, est encore utilisée aujourd’hui dans la procédure de
synthése(45). L'oxydation de la triméthylpyridine [f] par le peroxyde d'hydrogéne dans I'acide
acétique (AcOH) donne le N-oxyde [g]. La nitration de ce dernier donne le dérivé 4-nitro
pyridine [h] qui apres substitution méthoxy (MeOH) qui déplace le groupe nitro donne I'espéce
4-méthoxy pyridyle [i]. Le traitement ultérieur avec de I'anhydride acétique (Ac20) va donner
I'acétate de 2- pyridylméthyle [j](46). Le dérivé alcool correspondant [K] a été obtenu par
traitement avec une base. Une réaction du composé [Kk] avec du chlorure de thionyle (SOCIy)
permet de déplacer le groupe hydroxyle avec du chlorure, ce qui donne naissance a la pyridine
cible [c]. L'oméprazole [5] a été obtenu par réaction du thiol [b] avec la pyridine [c] en présence
de NaOH ; I'oxydation du sulfure de pyrmétazole [d] avec du m-CPBA [e] a donné I’oméprazole

sous forme de mélange racémique(45).
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Schéma 8 : Synthése du 2-chlorométhyl-4-méthoxy-3,5-diméthyl-pyridine a partir du triméthylpyridine

Des oxydations a grande échelle dans I’industrie pharmaceutique utilisant des oxydants
inorganiques tels que le perborate de sodium, I'hydrochlorite de sodium ou le percarbonate de
sodium en présence de catalyseur au Mo pour produire de I'Oméprazole [5] a partir de
pyrmétazole [d] ont été decrites (Schéma 9). Ces réactifs inorganiques sont relativement peu
colteux et generent des sous-produits plus facilement a éliminer du produit que les oxydants a

base organique ; certains sont également non dangereux, inoffensifs pour I'environnement(47).
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Schéma 9 : Synthése de I'oméprazole a I'aide d'oxydants inorganiques

Bhalerao et ses collegues ont présenté en 2010 une nouvelle voie de synthése de I'Oméprazole

[5], via la formation de l'ester de benzimidazole [n] et une réaction in situ avec le pyridyle

Grignard [0] (schéma 10). Cette méthodologie fournit une entrée généralisée a divers prazoles

et permet d’obtenir un rendement de 30 % pour I’oméprazole. Le composant ester a été préparé

par le traitement de [b] avec divers alcools en présence de 30% H20.. Les alcools simples tels

que les alcools méthylique, éthylique et benzylique ont formé les esters correspondants, tandis

que les alcools chiraux tels que le menthol et le glucose diacétonide n'ont pas donné lieu aux

esters chiraux respectifs(42).
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Schéma 10 : Synthese de I'Oméprazole [5] via I'ester de benzimidazole [n] et le pyridyle Grignard [0].

Singh et al.(48) ont procédé a la préparation de I'oméprazole en utilisant la méthode suivante :
le 5-Diméthyl pyridine 1 a été traité avec du peroxyde d'hydrogéne dans de I'acide acétique
pour donner le 3,5-diméthyl pyridine-N-oxyde 2. Ce dernier a été converti en 3,5-diméthyl-4-
nitropyridine-N-oxyde 3 par traitement avec un mélange d'acides sulfurique et nitrique. Le
composé 3 a été traité avec du sulfate de diméthyle pour donner le méthylsulfate de 3,5-
diméthyl-4-nitro-1-méthoxypyridinium 4. lls ont procédé ensuite a la conversion du 4 en 3,5-
diméthyl-4-nitro-2-hydroxyméthyl pyridine 5 par traitement avec du persulfate d'ammonium et
du méthanol. Le composé 5 a été traité avec du chlorure de thionyle pour donner le chlorhydrate
de 3,5-diméthyl-4-nitro-2-chlorométhyl pyridine 6. Lorsque le composé 6 a été mis en réaction
avec le 5-méthoxy-2-mercaptobenzimidazole 7 dans I'hydroxyde de sodium et le
dichlorométhane, on a obtenu le 5-méthoxy-2-[(3,5-diméthyl-4-nitro-2 pyridinyl)méthylthio]-
1H-benzimidazole 8. Le traitement du composé 8 avec de I'hydroxyde de sodium et du méthanol
remplace le groupe 4-nitro de 8 par un groupe 4-méthoxy pour donner le 9. Le composé 9 a été
converti en le sel chlorhydrique 10. Ce dernier a été oxydeé par du peroxyde d'hydrogéne dans

de I'anhydride phtalique pour donner I'oméprazole 11 (Schéma 11).
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Schéma 11 : Syntheése de I'oméprazole selon la méthode de Singh et al.

Ailleurs, Al-Badr donne un apercu d’une dizaine de méthodes parmi les voies de synthése

brevetées, dans son livre consacré a I'Oméprazole(49). On peut trouver entre autres la méthode

de Baldwin et al., Singh et al, Liu, Rao et al.

Selon Baldwin et al.(49), la préparation de 1’oméprazole peut se faire a partir du 2-méthyl-1-
penten-3-one-1-ol 1 (Schéma 12). Ce dernier et I'acide acétique glacial dans le benzéne ont été
ajouté a la pyrrolidine pour donner la 2-méthyl-1-penténe-1-[N-pyrrolidinyl]-3-one 2. Le
composé 2 a été traité avec du chlorure d'oxalyle et du méthanol a été ajouté, on obtient la 3,5-
diméthyl-2-méthoxycarbonyl-4-pyrone 3. Le traitement du composé 3 avec du borohydrure de
sodium dans du méthanol donne 3,5-diméthyl-2-hydroxyméthyl-4-pyrone 4. Le composé 4 a
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été converti en 3,5-diméthyl-2-hydroxyméthyl-4-pyridone 5 par chauffage avec de I'ammoniac
aqueux dans un ballon scellé. Le composé 5 a été converti en 4-chloro-2-chlorométhyl-3,5-
diméthylpyridine 6 par traitement avec de I'oxychlorure de phosphore. Le traitement du
composé 6 avec le 5-méthoxy-2-mercaptobenzimidazole dans le tétrahydrofurane THF a donné
le 2-[2-(4-chloro-3,5-diméthyl pyridinyl)méthylthio]-5-méthoxy benzimidazole 7. Lorsque le
composé 7 a été traité avec de I'nydroxyde de potassium dans du diméthylsulfoxyde contenant
du méthanol, on a obtenu le 2-[2-(3,5-diméthyl-4-méthoxypyridinyl)méthylthio]-5-
méthoxybenzimidazole 8. Le composé 8 a été dissous dans du méthanol et traité avec du
chlorure d'’hydrogéne pour donner le sel chlorhydrique 9. Ce dernier a ensuite été converti en
oméprazole 10 par traitement avec de I'acide m-chloroperbenzoique (m-CPBA) [e].
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Schéma 12 : Synthese de I'oméprazole selon la méthode de Baldwin et al.

L'oméprazole a été aussi préparé par réaction de la 4-méthoxy-o-phénylénediamine 1 avec le
xanthogénate d'éthyle de potassium 2 pour donner le 5-méthoxy-2-mercapto-1H-benzimidazole

3. Le traitement du composé 3 avec la 3,5- diméthyl-4-méthoxy-2-chlorométhylpyridine 4 dans

27



I'nydroxyde de  sodium  donne le  5-méthoxy-2-[((3,5-diméthyl-4-méthoxy-2-
pyridinyl)méthyl)thio]-1H-benzimidazole 5. L'oxydation du composé 5 avec l'acide 3-

chloroperbenzoique a produit I'oméprazole 6(49).

HyCO NH,, SK H5CO N Cl—CH;
- \
\(ji + 8=¢ \E:E >—sH 4
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H,CO | H5CO N O |
3 N Z I Z
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N - N

H H
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Schéma 13 : Synthese de I'oméprazole a partir du 4-méthoxy-o-phénylénediamine

Selon Liu(49), la synthése de I’oméprazole peut partir aussi du p-méthoxyaniline (Schéma 14).
La p-méthoxyaniline 1 a été convertie en 4-méthoxyacétanilide 2 par traitement avec de
I'anhydride acétique. Le composé 2 a été nitré avec un mélange d'acides nitrique et sulfurique
pour produire la 4-méthoxy-2-nitro-aniline 3. Le groupe nitro dans le composé 3 a été réduit au
groupe amino pour donner la 2-amino-4- méthoxy-aniline 4. Le composeé 4 a été converti en 5-
méthoxy-2-mercaptobenzimidazole 5 par traitement avec du disulfure de carbone.

La 3,5-diméthyl pyridine 6 a été traitée avec du peroxyde d'hydrogene et le 3,5-diméthyl
pyridine-N-oxyde 7 a été obtenu. Le composé 7 a été nitré avec un mélange d'acides nitrique et
sulfurique pour donner le 3,5-diméthyl-4-nitropyridine-N-oxyde 8. Le composé 8 a été converti
en 3,5-diméthyl-4-méthoxypyridine-N-oxyde 9 par réaction avec du méthanol. Le composé 9 a
été traité avec un mélange de méthanol et de dithionite d'ammonium pour donner le 3,5-
diméthyl-4-méthoxy-2-hydroxyméthyl-pyridine-N-oxyde 10. Le composé 10 a été converti en
3,5-diméthyl-4-méthoxy-2-chlorométhyl-pyridine 11 par traitement avec du chlorure de
thionyle. Le composeé 11 a été mis en réaction avec le compose 5 dans de I'nydroxyde de sodium
et on a produit le 5-méthoxy-2-[(3,5-diméthyl-4-méthoxy-2-pyridinyl)méthylthio]-1H-
benzimidazole 12 qui a été oxydé par I'acide m-CPBA pour donner I'oméprazole 13.
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Schéma 14 : Synthése de I'oméprazole par la méthode de Liu.
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11-3-3. Oméprazole : Structure et propriété chimiques
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Figure 8 : Structure des deux énantioméres [R,S] de I'oméprazole

OCHs

UICPA: (RS)-5-methoxy-2-[(4-methoxy-3,5-dimethyl-pyridin-2-yl)methylsulfinyl]-1H-
benzimidazole

DCI : Oméprazole

Code ATC : A02BCO01

Formule : C17H19N303S

Masse molaire : 345,416 + 0,021 g/mol

Analyse élémentaire : C 59,11 %, H 5,54 %, N 12,17 %, O 13,9 %, S 9,28 %

pKa = 4.61 et 9.08(50)

L’oméprazole est un composé qui se présente sous forme de poudre blanche ou presque
blanche. C’est une substance cristalline non-hygroscopique. Il est tres peu soluble dans I'eau,
peu soluble dans I'éthanol 96% et dans le méthanol, soluble dans le chlorure de méthylene.
Avec son polymorphisme, il se dissout dans les solutions diluées d’hydroxydes alcalins(35-36).
Il s’agit d’un composé amphoteére (pyridine N. pKa 4,13 ; benzimidazole N-H. pKa 1,68) qui
est labile en milieu acide. Par conséquent, le produit oméprazole est formulé sous forme de

capsules a libération retardée contenant des granules a enrobage entérique(50).
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La molécule contient une fonction sulfoxyde asymétrique : elle est donc chirale. Cette chiralité
s’explique par l'organisation tétraé¢drique des orbitales autour du soufre, inclus son doublet

libre. L'oméprazole a donc deux énantiomeres (Figure 8) :

* (R)-(+)-oméprazole (dextrogyre)

= (S)-(-)-oméprazole ou ésoméprazole (lévogyre)

En ce qui concerne I'amélioration de la solubilité et de la biodisponibilité de I'oméprazole, il est
important de noter que le médicament original peut exister sous deux formes (Figure 9) : de
sels de magnésium (oméprazole magneésien) [7] ou de sodium (oméprazole sodique) [8]. Ce
dernier,  5-méthoxy-2-[(RS)-[(4-méthoxy-3,5-diméthyl-2-pyridinyl)  méthyl]sulfinyl]-1H-
benzimidazole sodique, est une poudre blanche hygroscopique qui est facilement soluble dans
I'eau et dans l'alcool, tres Iégerement soluble dans le dichlorométhane et soluble dans le
propyléne glycol. Le pH d'une solution a 2% dans I'eau est de 10,3-11,3. 1l s'agit d'une base
faible avec pKal = 7,07 et pKa2 = 14,73. De plus, il est labile dans les acides et se décompose
rapidement a un pH < 5,0. 1l est sensible a la chaleur, a I'humidité, aux solvants organiques et,
dans une certaine mesure, a la lumiére. La dégradation de I'oméprazole se manifeste par une

perte de la teneur en médicament et des quantités croissantes de produits de dégradation(51,53).

Hy,C-O  CH, H,C=0  CHy

- T H,0
: H;C N- 2
Mg** Hzcwﬂ N 3 ‘{\jgﬂ
\ N ,,S_<\ cH N /,S_<\ cH
o) N 0° 3 5 Na® (0] N O/ 3
171 8]
5-methoxy-2-(((4-methoxy-3,5-dimethylpyridin-2- ~ Monohydrate de 5-methoxy-2-(((4-methoxy-3,5-dimethylpyridin-
yl)methyl)sulfinyl)benzo[d]imidazol-1-ide de magnésium 2-yl)methyl)sulfinyl)benzo[d]imidazol-1-ide sodique
DCI: Oméprazole magnésien DCI: Oméprazole sodique
Formule: C34,H;,MgNO¢S, Formule: (C7H;gN3NaO;S-H,0)
Masse moléculaire: 713g/mol Masse moléculaire: 385,4g/mol

Figure 9 : Structure moléculaire du [R,S]-oméprazole magnésien et [R,S]-oméprazole sodique

L'oméprazole peut exister sous deux formes tautomeéres (Schéma 15), soit la forme 5-méthoxy

ou 6-méthoxy benzimidazole(54,55). Par convention, I'omeéprazole est représenté dans la
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littérature comme l'isomere 5-méthoxy, néanmoins, des études ont montré que l'espece 6-

méthoxy pourrait étre la forme la plus courante a I'état solide et en solution(56).

5-methoxy-2-(((4-methoxy-3,5-dimethylpyridin-2- 6-methoxy-2-(((4-methoxy-3,5-dimethylpyridin-2-
yl)methyl)sulfinyl)-1 H-benzo[d]imidazole yl)methyl)sulfinyl)-1 H-benzo[d]imidazole

Schéma 15 : Interconversion tautomérique dans I'oméprazole

11-3-4. Oméprazole : caractéristiques physiques

D’une densité de 1,4+0,1 g/cm? et un indice de réfraction a 1.669, I’oméprazole posséde un
point de fusion aux alentours de 156°C et un point d'ébullition 600,0 + 60,0°C a 760mmHg.
Stocker dans l'obscurité a cause de sa photosensibilité, le composé est incompatible avec les

agents oxydants forts(57).

11-3-4-1. Structure cristalline

La structure cristalline de I'oméprazole C17H19N303S, M = 345,42gg/mol, est triclinique, P1, a
=10,686(5) A, b=10,608(7) A, ¢ =9,666(6) A, 0.= 119,75(5)°, B = 112,02(5)°, y = 68,33(4)°.
V =859(1) A%, Z = 2, D = 1.332(2), Dx = 1.335 g/cm3, Cu Ko, A= 1.5418 A, p = 18.04 cm™,
F(0 00) =364, T =293 K, R =0.057 pour 1962 réflexions observées selon Ohishi et al. Le
groupe méthylsulfinyle, avec une conformation trans, relie les cycles pyridine et benzimidazole
dans une orientation presque coplanaire. Ainsi, la molécule, dans son ensemble, adopte une
forme presque étendue. Deux molécules liees de fagcon centrosymétrique forment un dimeére
cyclique par liaison hydrogéne intermoléculaire N--H...O. Les diméres quant a eux sont
maintenus ensemble par des liaisons de Van Der Waals entre les cycles aromatiques voisins

dans la structure cristalline(49,58).
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Figure 10 : Modéle XRPD de I'oméprazole, Astra Forme - A, scanné et numérisé & partir du modele divulguée

dans le brevet américain 6,150,380.
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Figure 11 : Modéle XRPD de I'oméprazole, Astra Form - B, scanné et numérisé a partir du modéle divulgué

dans le brevet américain 6,150,380.
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Tableau 1 : Angles de diffusion et espacement d des 10 pics les plus intenses (US Brevet
6,150,380)

Angle de diffusion (degrés 20) d-Espacement (A)
9.25 9.557
11.19 7.901
12.32 7.180
14.90 5.941
15.83 5.595
17.18 5.157
20.63 4.302
24.04 3.699
25.84 3.445
27.74 3.214

La structure moléculaire de I'oméprazole 1 dessinée par ORTEPII (Johnson, 1976) est présentée
dans la (Figure 12). Les distances et les angles des liaisons sont présentés dans le Tableau 2.
Toutes ces distances et tous ces angles sont normaux dans les limites de leurs décharges

électrostatiques (ESD) par rapport aux composeés apparentés(58).

OCH,

e 1 Figure 12 : Vue stéréoscopique de I'oméprazole, vue perpendiculairement au cycle pyridine

La molécule prend une conformation étendue, dans laquelle les cycles pyridine et
benzimidazole sont liés par la chaine méthylsulfinyle prenant une conformation trans [C(6)-
C(7)-S(8)-C(10) =179. 1(3)°] ; les angles de torsion N(1)-C(6)-C(7)-S(8), C(5)-C(6)-C(7)-S(8),
C(6)-C(7)-S(8)-C(10) et C(7)-S(8)-C(10)-N(14) sont respectivement de -33,6(4)°, 148,3(5)°,
60,9(5)° et -121,3(5)°, et I'angle diedre entre les cycles aromatiques est de 30,0(2)°. La liaison

sulfinyle dépasse le plan du benzimidazole.
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Le groupe méthoxy attaché au cycle pyridine est presque perpendiculaire au plan du cycle
[C(3)-C(4)-0(20)-C(21) = 89,5(6)°, C(5)-C(4)-0(20)-C(21) = -93. 4(5)°], tandis que celui
attaché au cycle benzimidazole est presque coplanaire avec le cycle [C(15)-C(16)-0(23)-C(24)
=6,0(5)°, C(17)-C(16)-0(23)-C(24) = -175,4(6)°].

Tableau 2 : Distances de liaisons (A) et angles (0) pour les atomes non-H avec les ESD entre
parentheses.

N(1)-C(2) 1.339(8) C(10)-N(11) 1.361(7)
N(1)-C(6) 1.319(7) C(10)-N(14) 1.306(7)
C(2)-C(3) 1.358(9) N(11)-C(12) 1.396(7)
C(3)-C(4) 1.368(8) C(12)-C(13) 1.381(7)
C(3)-C(19) 1.53(1) C(12)-C(15) 1.382(7)
C(4)-C(5) 1.396(7) C(13)-N(14) 1.376(7)
C(4)-0(20) 1.392(7) C(13)-C(18) 1.398(8)
C(5)-C(6) 1.387(7) C(15)-C(16) 1.387(8)
C(5)-C(22) 1.516(8) C(16)-C(17) 1.377(8)
C(6)-C(7) 1.527(8) C(16)-0(23) 1.357(7)
C(7)-S(8) 1.815(6) C(17)-C(18) 1.369(8)
S(8)-0(9) 1.487(4) 0(20)-C(21) 1.421(9)
S(8)-C(10) 1.768(6) 0(23)-C(24) 1.409(8)
C(2)-N(1)-C(6) 117.4(4) S(8)-C(10)-N(14) 120.7(2)
N(1)-C(2)-C(3) 123.5(4) N(11)-C(10)-N(14) 115.6(3)
C(2)-C(3)-C(4) 118.0(4) C(10)-N(11)-C(12) 104.0(3)
C(2)-C(3)-C(19) 121.0(4) N(11)-C(12)-C(13) 106.1(3)
C(4)-C(3)-C(19) 120.9(4) N(11)-C(21)-C(15) 130.5(3)
C(3)-C(4)-C(5) 120.9(4) C(13)-C(12)-C(15) 123.4(3)
C(3)-C(4)-0(20) 121.2(3) C(12)-C(13)-N(14) 110.8(3)
C(5)-C(4)-0(20) 117.9(3) C(12)-C(13)-C(18) 120.6(3)
C(4)-C(5)-C(6) 115.6(3) N(14)-C(13)-C(18) 128.6(3)
C(4)-C(5)-C(22) 120.8(4) C(10)-N(14)-C(13) 103.6(3)
C(6)-C(5)-C(22) 123.6(4) C(12)-C(15)-C(16) 114.1(3)
N(1)-C(6)-C(5) 124.5(3) C(15)-C(16)-C(17) 124.0(4)
N(1)-C(6)-C(7) 115.7(3) C(15)-C(16)-0(23) 122.4(3)
C(5)-C(6)-C(7) 119.8(3) C(17)-C(16)-O(23) 113.6(3)
C(6)-C(7)-S(8) 108.7(2) C(16)-C(17)-C(18) 120.9(4)
C(7)-S(8)-O(9) 105.9(3) C(13)-C(18)-C(17) 117.03)
C(7)-S(8)-C(10) 96.6(3) C(4)-0(20)-C(21) 114.6(4)
0(9)-S(8)-C(10) 108.0(2) C(16)-0(23)-C(24) 116.0(4)
S(8)-C(10)-N(11) 123.7(2)

11-3-4-2. Spectroscopie ultraviolette
Ces dernieres années, les techniques dérivées en spectrophotométrie UV ont été utilisées

comme méthodes de séparation pour I'analyse des mélanges de médicaments, la détermination
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des produits de dégradation ainsi que dans les études de stabilité. Les premiéres données de la
littérature, sur la détermination de l'oméprazole dans les produits pharmaceutiques par
spectroscopie UV dérivée de second ordre dans un tampon borate (pH 10,0 ; 0,1 M) ont été

rapportées par Ozaltin et Koger(59).

Castro et al. ont utilisé une méthode spectrophotométrique UV dérivée de premier ordre pour
la détermination de I'oméprazole dans des solutions aqueuses pendant la période de stabilité.
Pour les mesures dérivées, une solution mere a été préparée en pesant avec précision 50mg
d'oméprazole dans une fiole jaugée de 50ml, dissoute et diluée au volume avec du méthanol
pour obtenir une concentration de 1mg.ml™. La solution mére a été a nouveau diluée avec du
méthanol pour atteindre une gamme de concentration de 10 - 30mg.ml™2. L’étude comparative
des différentes procédures spectrophotométriques utilisées pour doser la solution d'oméprazole
récemment préparée et les solutions d'échantillons d'oméprazole partiellement décomposées, a
été realisée. Pour la procédure spectrophotométrique conventionnelle, les spectres d'absorption
de I'oméprazole (20mg.ml™?), de I'oméprazole décomposé a 10% et de I'oméprazole totalement
décomposé dans la région des longueurs d'onde 200 - 400nm (Figure 13). Les spectres
présentent clairement un chevauchement considérable. L'oméprazole présente un maximum
d’absorption a 300nm, tandis que les produits de décomposition de I'oméprazole ont présenté

une absorbance dans la plage de longueurs d'onde de 200 a 400 nm(60).
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Figure 13 : Spectres d'ordre zéro de l'oméprazole (—), de I'oméprazole décomposé a 10% (- .. —) et de

l'oméprazole totalement décomposé (...) dans des solutions de méthanol a 20mg.ml™.
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Wahbi et al. ont récemment rapporté la méthode de compensation et d'autres méthodes
chimiométriques (derivée, fonction orthogonale et spectrophotométrie de différence) pour la
détermination de I'oméprazole, lansoprazole et pantoprazole dans les formulations
pharmaceutiques et le dosage des médicaments en présence de produits de dégradation induits
par les acides(61).

Selon Clarke(52), le spectre UV de ’oméprazole a montré les résultats suivants : acide aqueux

(0,2mol/l NH2S04), 277 et 303nm ; basique, 276 et 305nm (Figure 14).
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Figure 14 : Le spectre d'absorption UV de I'oméprazole
11-3-4-3. Spectrométrie par résonance magnétique nucléaire
Les spectres CPMAS/RMN 3C et *°N d'un échantillon solide d'oméprazole ont été enregistrés
et tous les signaux ont été attribués dans une étude réalisée par Claramunt et al. en 2006 (Figure
15). L'échantillon est constitué uniquement du tautomeére 6-méthoxy. A des fins analytiques,

les signaux de l'autre tautomere, le 5-méthoxy, ont été estimés a partir des données en

solution(62). Cs,C17.Cis
Co,Ci3

CIO>C13

Cl()

—T 7T —T— T —T— T ———
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Figure 15 : Spectre CPMAS/RMN du *3C de I'oméprazole
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Le spectre de résonance magnétique nucléaire du proton *H de I'oméprazole a été obtenu a l'aide
d'un instrument Bruker fonctionnant a 300, 400 ou 500MHz. Le logiciel standard de Bruker a
été utilisé pour executer l'enregistrement des spectres. L'échantillon a été dissous dans du
DMSO-ds et toutes les bandes de résonance ont éteé référencées par rapport au tétraméthylsilane
(TMS) comme standard interne. Les spectres de 'H de I'oméprazole sont présentés dans la
(Figure 16)(49,56).
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Figure 16 : Spectre du 1 H de I'oméprazole dans le DMSO-d6.
11-3-4-4. Spectrométrie de masse

Le spectre de masse de I'oméprazole a été obtenu a l'aide d'un spectrométre de masse Shimadzu
PQ5000. L'ion parent a été mis en collision avec de I'hélium comme gaz porteur(49). Selon
Clarke, les principaux ions sont a m/z 151, 136, 121, 120, 180, 297, 77 et 93. La (Figure 17)

montre le schéma de fragmentation de masse de la substance médicamenteuse(52).
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Figure 17 : Spectre de masse de I'oméprazole

11-3-4-5. Spectroscopie infrarouge
Les principaux pics par rapport aux attributions des principales bandes d'absorption de
’oméprazole dans un disque de KBr (Figure 18) rapportés par Clarke et al. sont : 1625cm™,
1205cm, 1015cm™ (52).
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Figure 18 : Spectre d'absorption infrarouge de I'oméprazole.

Le spectre d'absorption IR de I'oméprazole, d’apres Al-Badr, a été obtenu dans une pastille de
KBr a l'aide d'un spectrophotométre IR Perkin-Elmer. Les affectations des principales bandes

d'absorption IR sont indiquees dans le Tableau 3.
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Tableau 3: Affectations vibrationnelles des bandes d'absorption infrarouge de I'oméprazole.

Fréquence (cm™) Affectation

3431 Elongation N-H
3058 Elongation C-H du cycle aromatique
2943 et 2904 Elongation C-H
1627 Elongation C = C
1587 Elongation C = N
1510 Flexion CH>
1402 et 1309 Flexion CH

1157 Elongation C = O
1070 Elongation C =S
966, 885, et 821 Flexion C-H

Le spectre d’absorption IR compléte selon la pharmacopée japonaise(63) est présentée sur la
(Figure 19).
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Figure 19 : Spectre IR complet de I'oméprazole selon la Pharmacopée Japonaise.
11-3-5. Relation structure activité de I’oméprazole

L’oméprazole est une prodrogue qui apres protonation donne naissance a un sulfénamide
responsable de 1’activité antisécrétoire. Tous les IPP ont une structure générale similaire, de
type benzimidazole pyridil-méthyl-sulfinyl substitué. De maniére plus précise la structure

générale est composée de trois parties (Figure 20) :
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e Un noyau pyridine dont I’atome d’azote est un donneur d’électron,

e Un noyau benzimidazole dont le carbone en position 2 joue le role d’accepteur
d’électron,

e Une chaine aliphatique contenant un groupement sulfoxyde reliant les deux cycles

aromatiques.

H;C—O CH; H
_CH2 N

— \S 4<

H;C
H;C / \
’ \ / o/ N /CH3
N ()
Noyau pyridine Chaine aliphatique Noyau benzimidazole

Figure 20 : Représentation des trois composants essentiels de la structure générale des IPP.

Au cours du développement de I'oméprazole, de nombreux travaux ont porté sur la structure de
base. Le remplacement de I'un des trois éléments structurels, le cycle pyridine, le cycle
benzimidazole et la chaine entre ces deux cycles par une variété de groupes hétérocycliques a
donné lieu a des composés sans effet antisécrétoire. Parmi un grand nombre de chaines
aliphatiques reliant les cycles testés, seuls les composés contenant (-CHS-), (-CH2SO-) et (-
CH(CHz3)SO-) ont montré une activité antisécrétoire in vivo. Cependant, seuls les sulfoxydes
ont été actifs in vitro dans la préparation de la glande gastrique. Cette divergence entre les
résultats obtenus in vitro et in vivo avec les analogues sulfurés (-CH>S-) est due a I'oxydation
in vivo en sulfoxydes correspondants (-CH2SO-). Les points d'attache de la chaine de connexion
se sont avérés aussi importants. Ainsi, (-CH2S0-) doit étre attaché par le carbone (-CH>-) en

position 2 du cycle pyridine et par I'atome de carbone en position 2 du cycle benzimidazole(64).

Les substituants du cycle pyridine ont un impact important sur I'effet biologique. Il a été
constaté que I'effet était renforcé par I'augmentation des valeurs de pKa du cycle pyridine. Les
composés contenant la pyridine 3,5-diméthyl-4-méthoxysubstituée se sont avéres étre les plus
puissants. L'effet des substituants dans le cycle benzimidazole est beaucoup moins spectaculaire
gue dans le cycle pyridine. Presque tous les composés synthétisés avec le cycle 3,5-diméthyl-

4-méthoxy pyridine ont été trés actifs lorsqu'ils ont été testés in vivo. La substitution 5-méthoxy
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de I'oméprazole a été choisie en raison de son position avantageuse entre une puissance élevée

et une bonne stabilité neutre(64).

I11.  Pharmacologie de ’oméprazole
I11-1. Mécanisme de la secrétion gastrique acide

Les cellules pariétales sont activées par trois stimuli majeurs : I'histamine, I'acétylcholine et la
gastrine. Il a été démontré que I'activation de I'histamine implique le couplage de son récepteur
a l'enzyme adénylate cyclase, ce qui conduit & une augmentation des concentrations
intracellulaires d'adénosine monophosphate cyclique (AMPCc) et a I'élévation des niveaux de
calcium (Ca®"). En revanche, la liaison de I'acétylcholine ou de la gastrine entraine une élévation
des concentrations intracellulaires de Ca?* sans modification de I’ AMPc. En dehors de I'action
directe de la gastrine et de I'acétylcholine sur la cellule pariétale, ces deux agents sont en mesure
de libérer de I'histamine a partir du stock d'histamine dans la muqueuse gastrique. De cette
maniere, I'nistamine agirait comme le médiateur final de la sécrétion acide. La transformation
massive de la membrane qui se produit dans la cellule pariétale est I'un des premiers événements
du processus conduisant a la sécrétion d'acide. Cette membrane est caractérisée par de
nombreuses tubulovésicules dans le cytoplasme de la cellule a I'état de repos. Ces
tubulovésicules fusionnent et forment un canalicule sécrétoire élargi lorsque la cellule est
stimulée. La H", K*-ATPase a été localisée dans le pool de la membrane apicale (tapissant le
canalicule sécrétoire) de la cellule pariétale (par des techniques immunohistochimiques)(45).

Il a été démontré que la H*, K*-ATPase est une pompe cationique électroneutre, qui catalyse
un échange biunivoque d'ions hydrogéne et potassium. Pour que la pompe puisse fonctionner,
le potassium (K™) luminal est nécessaire. Le KCI pénétre dans la membrane apicale par une voie
de transport récemment découverte. Par I'action combinée de la pompe H*, K*-ATPase et de la
voie de transport du KCI, ce dernier entre dans I'espace luminal, poussé par le gradient de K*
entre la lumiére et le cytosol. Le K* est ensuite recyclé dans le cytosol de la cellule par I'action
de la pompe H*, K*-ATPase. Ces événements entrainent le transport net des ions H* et CI- dans

le canalicule de la cellule pariétale, puis dans I'estomac (Figure 21).

La regulation de cette sécrétion acide se fait au niveau central, périphérique et cellulaire. Elle
met en jeu le systeme nerveux central avec notamment 1’hypothalamus et le nerf vague X, le
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plexus nerveux de I’estomac, les hormones de I’estomac (gastrine, somatostatine, histamine) et
les hormones du duodénum (CCK, VIP, GIP, sécrétine)(65).

N

Hz-blockers% T *Afropine \Progluwde

Histamine] ~ PGE, [Acetylcholine

Histamine
confaining
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Figure 21 : Mécanisme de la formation d'acide chlorhydrique par la cellule pariétale.

I11-2. Mécanisme d’action de I’oméprazole

Les IPP (I’oméprazole, le lansoprazole, le pantoprazole et le rabéprazole) ont comme propriétés
commune ’inhibition de la sécrétion gastrique en bloquant 1’activité de I’enzyme adénosine
triphosphatase (ATPase) H* / K* qui constitue la voie finale commune de la sécrétion d’ions H*
par la cellule pariétale gastrique. La H*, K*™-ATPase est une enzyme située dans les canalicules
de la cellule pariétale. Elle est appelée pompe a protons, car ¢’est a son niveau que les ions H*
sont générés et sécrétés dans la lumiére gastrique maintenant ainsi un gradient de pH entre les
espaces canaliculaires a pH 1 et le cytoplasme a pH 7,4. Les pompes a protons sont des
structures composees de trois parties avec une sous-unité alpha qui est stabilisée par la présence

d’une sous-unité béta. Environ 80 % de la sous-unité alpha restent dans le cytosol de la cellule
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pariétale, 15 % se trouvent a travers la membrane et 5 % sont exposés dans le compartiment
extracellulaire trés acide. Au repos, les pompes a protons sont stockées au sein de la membrane
des tubulovesicules intracytoplasmiques des cellules pariétales sous forme inactives. A la suite
d’une stimulation, les tubulovésicules migrent vers la partie apicale des cellules pariétales et
fusionnent avec la membrane des canalicules sécrétoires. La pompe libére un ion H* dans la
lumiére gastrique en échange d’un ion K™ avec consommation d’une molécule d’adénosine
triphosphate par transport active(66). Les inhibiteurs de pompe a protons nécessitent un milieu
fortement acide pour s’activer, d’ou leur forte sélectivité des cellules pariétale par rapport aux

autres parties de 1’organisme.

Aprés absorption intestinale des IPP administrés par voie orale, ils se retrouvent dans le
cytoplasme des cellules pariétales sous forme de prodrogues. Grace a leur forte affinité pour
les milieux acides et une lipophilie marquée, les IPP traversent trés facilement la membrane
canaliculaire pour se concentrer dans I’espace canaliculaire acide. Les IPP sont protonisés a ce
pH acide puis transformés en sulfénamide (Figure 22). Ce dernier représente la forme active

du médicament.
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Figure 22 : Transformation de | ‘'oméprazole en sulfénamide actif.(32)

Pendant la production acide, la pompe a proton exprime a la surface luminale de la sous-unité
alpha des molécules de cystéines. Ces derniers représentent la cible du sulfénamide. Le sulfure
de la molécule sulfénamide forme une liaison avec le groupe thiol des cystéines et plus

précisément la cystéine 813 qui se situe sur la zone de transport des ions hydrogenes. 11 s’agit
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d’une liaison covalente, stable qui ne permet pas la reprise de I’activité de la pompe. Il faut la
synthése d’une nouvelle pompe a proton par la cellule pariétale pour produire a nouveau ’acide
chlorhydrigue. 1l en résulte une inhibition stable dont la durée dépend du délai nécessaire pour

la synthése d’une nouvelle pompe (demi-vie des pompes a protons environ 18 h)(66).

L’action directe des IPP et donc de I’oméprazole sur la pompe a protons fait que leur mode
d’action ne dépend pas des stimuli agissant en amont au niveau de la cellule pariétale. Cette
propriété explique leur efficacité remarquable dans 1’inhibition de la sécrétion acide et ’absence
de phénomeéne de tolérance tel qu’observé avec les antagonistes des récepteurs H2 a I’histamine

(cimétidine, ranitidine, famotidine, nizatidine)(67).

111-3. Indications

L’oméprazole est une gélule gastro-résistante indiqué dans le traitement des affections ou une
diminution de la sécrétion acide gastrique est nécessaire selon le résumé des caractéristiques du
produit(68).

Chez I’adulte, I’oméprazole est indiqué dans le traitement des ulceres duodénaux ainsi que la
prévention de leurs récidives ; le traitement et la prévention des récidives d’ulceres gastriques ;
le traitement et la prévention des ulceres gastriques et duodénaux associés a la prise d’anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) chez les patients a risque. En association a des
antibiotiques appropri€s, I’oméprazole intervient aussi dans 1’éradication de Helicobacter pylori
(H. pylori) dans la maladie ulcéreuse gastroduodénale. C’est aussi un médicament utilisé dans
le traitement de 1’cesophagite par reflux ainsi que le traitement d’entretien des patients apres
cicatrisation d’une cesophagite par reflux; le traitement du reflux gastro-cesophagien
symptomatique et le traitement du syndrome de Zollinger-Ellison.

En pédiatrie, chez les enfants a partir d’un an et > a 10 kg, il est indiqué pour le traitement de
I’cesophagite par reflux et le traitement symptomatique du pyrosis et des régurgitations acides
en cas de reflux gastro-cesophagien. Chez les enfants de plus de 4 ans et adolescents, en
association a des antibiotiques, I’oméprazole est utilisé pour traiter I’'ulceére duodénal consécutif

a une infection par H. pylori.
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I11-4. Contre-indications et précautions d’emploi

L’oméprazole, tout comme les autres IPP, ne doit pas étre administré de facon concomitante
avec le nelfinavir(68). Il est contre-indiqué chez les patients présentant une hypersensibilité a
I'oméprazole ou a d'autres inhibiteurs de la pompe a protons similaires, aux derivés

benzimidazolés ou a I’un des excipients(68,69).
Plusieurs précautions doivent étre prises dans 1’utilisation de 1’oméprazole(68) :

» Un suivi régulier lors d’un traitement au long cours chez les patients disposant de
réserves réduites de la vitamine B12 doit étre fait car ’oméprazole, comme tous les
médicaments antisécrétoires gastriques acides, peut réduire 1’absorption de la vitamine
B12 (cyanocobalamine), en raison de I’hypo — ou achlorhydrie(70,71).

= Des carences en magnésium severes ont été rapportées chez des patients traités par des
IPP tels que I'oméprazole pendant au moins trois mois, et dans la plupart des cas pendant
un an. L’hypomagnésémie peut se manifester par des signes cliniques graves tels que
fatigue, tétanie, bouffées délirantes, convulsions, sensations vertigineuses, arythmie
ventriculaire.

= [ ’utilisation des IPP a fortes doses et sur une durée prolongée (> 1 an) chez les patients
a risque de fracture (sujets ages), peut augmenter modérément de 10 a 40% le risque de
fracture de la hanche, du poignet et des vertébres.

» Les inhibiteurs de la pompe a protons sont associés a de trés rares cas de Lupus
érythémateux cutané Subaigu (LECS).

= L’action des IPP peut interférer avec des tests de laboratoire, notamment le dosage du
taux de Chromogranine A, utilisé dans la recherche de tumeur neuroendocrine. Pour
éviter cette interférence, le traitement par I’oméprazole doit €tre interrompu au moins 5
jours avant de mesurer le taux de CgA.

* Un traitement par IPP pourrait légerement augmenter le risque d’infections
gastrointestinales (par Salmonella, Campylobacter et éventuellement par Clostridium

difficile chez les patients hospitalisés) a cause de 1’augmentation du pH.

I11-5. Interactions médicamenteuses

46



La diminution de D’acidité gastrique remarquée lors du traitement par des IPP est non
négligeable et peut avoir des influences remarquables sur un certain nombre de médicaments

dont I’absorption est pH-dépendante.

Effets de ’'oméprazole sur la pharmacocinétigue des autres substances actives

e Substances actives dont I’absorption est dépendante du pH

Nelfinavir, atazanavir : les concentrations plasmatiques de l'atazanavir et du nelfinavir
diminuent en cas de co-administration avec I'oméprazole.

L’étude de Annic F. Fang et al. a montré que I'administration concomitante d'oméprazole (40
mg/jour) a entrainé une diminution de I’exposition moyenne au nelfinavir de 40 % et une
diminution de I’exposition moyenne de son métabolite pharmacologiquement actif M8 de 75-
95 %. Etant donné que le nelfinavir et le M8 sont considérés comme des inhibiteurs du VIH
d'efficacité égale in vitro, I'effet combiné de I'oméprazole est susceptible d'entrainer une perte
significative de I'activité thérapeutique du nelfinavir(72).

L’oméprazole (40 mg/jour) administré en association avec ’atazanavir 300 mg associé au
ritonavir 100 mg, chez des volontaires sains, a entrainé une diminution de 75 % de 1’exposition
a D’atazanavir. L’augmentation de la posologie de I’atazanavir a 400 mg n’a pas compensé

I’impact de I’oméprazole sur I’exposition a 1’atazanavir(68,73).

Digoxine : une association avec 1’oméprazole (20 mg/jour) entraine chez des sujets sains une
potentialisation de la biodisponibilit¢ de la digoxine de 10%. Cette derniére étant un
médicament a marge thérapeutique étroite, la consommation concomitante avec I’oméprazole
peut entrainer un surdosage. La surveillance thérapeutique de la digoxine doit alors étre

renforcée.

Clopidogrel : c’est une prodrogue dont la transformation en métabolite actif doté d’activité
antiplaquettaire nécessite une métabolisation hépatique préalable via deux réactions
d’oxydation successives par les cytochromes P450 (CYP), et plus précisément les isoformes
CYP2C19, CYP3A4/5, CYP2C9, CYP2B6. Les cytochromes impliqués dans I’élimination des
métabolites des IPP sont principalement le CYP2C19 et le CYP3A4. Les IPP, ou leurs
métabolites, vont donc étre a 1’origine d’une inhibition du CYP2C19, variable selon les

molécules, entrainant une diminution de 1’activité de cette enzyme, ainsi moins disponible pour
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métaboliser d’autres molécules(74). Certaines études randomisées comme celle de Martine
Gilard et al., ont montré clairement que I'oméprazole diminue significativement I'effet du
clopidogrel sur les plaquettes(75). Par mesure de précaution, 1’utilisation concomitante

d’oméprazole et de clopidogrel doit étre déconseillée.

e Substances actives metabolisées par le CYP2C19
L’oméprazole est un inhibiteur modéré du CYP2C19, principal enzyme de métabolisation de
I’oméprazole. Une administration concomitante avec des substances actives métabolisées par
le CYP2C19 peut entrainer une diminution de la métabolisation et une augmentation de
I’exposition systémique de ces substances. Ces médicaments sont essentiellement la R-

warfarine et les autres anti-vitamines K, le cilostazol, le diazépam et la phénytoine(68).

e Mécanisme inconnu

L’oméprazole interagit avec certaines molécules selon un mécanisme jusqu’ici inconnu.

Saquinavir : une augmentation des concentrations plasmatiques d’environ 70% pour le
saquinavir a été observée dans le cas d’une association de I’oméprazole avec 1’inhibiteur de

protéase saquinqvir/ritonavir chez les patient VIH.

Tacrolimus : une augmentation des concentrations sériques du tacrolimus est observée en cas
d’administration concomitante avec I’oméprazole. La surveillance de la fonction rénale et des

concentrations de tacrolimus doit étre renforcée.

Meéthotrexate : en administration concomitante avec les IPP, on assiste a une augmentation
des concentration sériques du méthotrexate chez certains patients. Il est nécessaire d’arréter le

traitement avec I’oméprazole lors de I’administration de fortes doses de méthotrexate.

Effets des autres substances actives sur la pharmacocinétique de I’oméprazole(68)

e Inhibiteurs du CYP2C19 et/ou du CYP3A4
L’oméprazole étant métabolisé par CYP2C19 et CYP3A4, des substances actives, comme la
clarithromycine et le voriconazole, connues pour inhiber CYP2C19 ou CYP3A4 peuvent
conduire & une augmentation des taux sériques d’oméprazole par diminution de sa

métabolisation. A forte dose, I’oméprazole est bien toléré et 1’ajustement des doses n’est
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généralement pas nécessaire. Cependant, un ajustement de dose peut étre nécessaire en cas

d’insuffisance hépatique sévere et si un traitement a long terme est indiqué.

e Inducteurs du CYP2C19 et/ou du CYP3A4

Certains produits, tels que la rifampicine et le millepertuis, connus pour leur effet inducteur du
CYP2C19 et/ou CYP3A4 sont en mesure de diminuer les concentrations plasmatiques de

I’oméprazole par une augmentation de sa métabolisation.

111-6. Effets indésirables

Les effets indésirables les plus rencontrés avec les IPP concernent 1 a 10% des patients et sont
essentiellement les céphalées, les douleurs abdominales, la constipation, la diarrhée, les

flatulences et les nausées/vomissements(68).

Cependant en dehors des données rassurantes sur la tolérance a court terme des IPP, des réserves
ont vu le jour ces dernieres années sur d’éventuels effets indésirables graves associés a une
exposition aux IPP au long terme. On distingue principalement les risques de néphrite
tubulointerstitielle, de fracture, d’infections pulmonaires et digestives, de cancer digestif, de
carence en vitamine B12, en fer ou en magnésium et de pharmacodépendance. A ces effets
indésirables s’ajoutent des risques d’interactions médicamenteuses qui sont d’autant plus a
prendre en compte que la prescription est de longue durée. Enfin, les conséquences d’une

exposition chronique des enfants aux IPP doivent étre étudiées attentivement(76).

I11-7. Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques de I’oméprazole
I11-7-1. Propriétés pharmacodynamiques

La prise per os d’oméprazole une fois par jour entraine une bonne inhibition de la sécrétion
acide gastrique sur 24 heures. Une diminution moyenne d’au moins 80% de D’acidité
intragastrique sur 24 heures est maintenue chez les patients ayant un ulcére duodénal avec une
diminution moyenne de 70% environ du pic de débit acide apres stimulation par la pentagastrine
24 heures apres la prise d’oméprazole 20 mg. Chez les patients souffrant d’un ulcere duodénal,
le pH intragastrique est maintenu a une valeur > 3 pendant en moyenne 17 heures sur une
période de 24 heures avec une prise d’oméprazole 20mg. Chez les patients souffrant du reflux

gastro-cesophagien, la diminution de la sécrétion acide et de 1’acidité intragastrique a pour but
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une réduction/une normalisation dose dépendante de I’exposition acide de
I’cesophage. L’inhibition de la sécrétion acide est liée a 1’aire sous la courbe des concentrations
plasmatiques de 1’oméprazole (ASC), et non a la concentration plasmatique réelle a un temps

donné(68).

Les études pharmacodynamiques des IPP reposent essentiellement sur la pHmétrie gastrique
sur 24 heures chez le sujet sain et les ulcéreux duodénaux. Un maximum d’efficacité est obtenu
lorsque I'IPP est présent dans la cellule pariétale au moment la période de stimulation
postprandiale (période de synthese du plus grand nombre de pompes). Avec une demi-vie
plasmatique de 2heures, I’heure de prise du médicament est avant le repas. En prenant en
compte le taux de renouvellement des pompes et la proportion inhibée lors d’une premiére prise
d’oméprazole, il faut environ 2 a 3 jours pour atteindre un plateau en termes d’efficacité. Une
administration d’une dose de charge le premier jour suivi de la dose normale permet d’atteindre

plus vite le plateau d’effet antisécrétoire ainsi qu’une prise d’IPP le matin et le soir(66).

111-7-2. Propriétés pharmacocinétiques
Le profil pharmacocinétique de I'oméprazole a éteé bien établi dans I'étude originale de Clissold
et Campoli-Richards (1986). Avec une faible solubilité dans I'eau et sa labilité en milieu acide,
I’oméprazole nécessite une formulation & enrobage pour l'administration orale afin de
maximiser l'absorption et de minimiser sa dégradation avant absorption. Les granulés gastro-

résistants en gélules ou comprimes sont les formes utilisées(77).

< Absorption
L’absorption, apres une prise de I’oméprazole est rapide, avec un pic plasmatique qui apparait
environ 1 a 2 heures apres la prise. Elle se fait au niveau de l'intestin gréle et est habituellement
totale en 3 a 6 heures. La prise concomitante d’aliments n’influence pas la biodisponibilité.
Cette derniere est d'environ 40% apres une dose unique d’oméprazole et peut aller jusqu'a

environ 60% a 65% aprés 1’administration répétée de doses quotidiennes uniques(68,78).
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+ Distribution
Le volume de distribution apparent chez le sujet sain est d’environ 0,30 a 0,37l/kg de poids
corporel. La liaison de I’oméprazole aux protéines plasmatiques est de 95% a 97 %. Les études

ont montré un passage placentaire chez les animaux et chez ’homme(68,77,78).

« Biotransformation

Aprés absorption, I'oméprazole est rapidement métabolisé par le cytochrome P450. Trois (3)
métabolites ont été identifiés dans le plasma humain : sulfone d’oméprazole (isoforme
specifique, le CYP3A4), lI'oméprazole sulfure et I'nydroxy-oméprazole. Ce dernier est le
principal métabolite plasmatique et est généré par I’enzyme CYP2C19. Avec sa forte affinité
pour le CYP2C19, ’oméprazole inhibe de facon compétitive d’autres substrats du CYP2C19
donnant ainsi lieu a des interactions médicamenteuses métaboliques. Cependant, 1I’oméprazole
n’inhibe pas le métabolisme d’autres substrats du CYP3A4 du fait de sa faible affinité. En plus,
I’oméprazole n’a pas d’effet inhibiteur sur les principales enzymes CYP. Certaines individus

possedent une enzyme CYP2C19 peu fonctionnelle avec un métabolisme lent de I’oméprazole

gréce au CYP3A4(68,78).

% Elimination

L'oméprazole est éliminé rapidement et presque complétement par métabolisme. Aprés une
administration quotidienne unique et répétée, sa demi-vie d’élimination plasmatique est
généralement inférieure a 1 heure. L’oméprazole est éliminé complétement du plasma entre 2
administrations sans tendance a I’accumulation pour une administration quotidienne. Environ
80% de I’administration d’une dose orale d’oméprazole est excrété sous forme de métabolites
dans les urines, le reste dans les féces, provenant principalement de la sécrétion
biliaire(68,77,78).
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IV. Chimiométrie

IV-1. Définition
La chimiométrie est une discipline qui a vu le jour dans les années 1970 et qui désigne
I'ensemble des techniques mathématiques et statistiques appliquées a la chimie(79). Son
apparition et son développement sont liés a celui de la chimie et permet une exploitation

maximale des données recueillies.

L’utilisation des nouvelles techniques analytiques instrumentales permettent de générer
d’énormes quantités de données sous forme de chromatogrammes ou de spectres des
échantillons analysés. Ces spectres contiennent un grand nombre de variables qui rendent
complexe leur traitement. Les méthodes chimiométrique constituent donc des outils de
prédilection pour une analyse plus approfondie. Ils permettent I’ identification des modeles dans
les données, la classification des échantillons sur la base de caractéristiques communes, ou la

quantification des échantillons(80).

Les outils chimiométriques peuvent étre classés en deux principaux groupes en fonction de
leurs objectifs et par rapport aux données sur lesquelles ils devront étre appliqués. On distingue
ainsi :
Les méthodes non supervisées ou outils d'exploration de données : elles n'utilisent que des
données spectrales, par exemple. Il s'agit uniqguement de mesures, sans information sur I'état du
systeme. L'objectif est de mieux comprendre comment les données sont structurées.
Les méthodes supervisées : elles sont des méthodes qui utilisent en plus des données spectrales
au moins une information quantitative ou qualitative relative a I'état du systeme. Elles peuvent
étre divisées en deux catégories :

- Les techniques de discrimination et de classification,

- Les techniques de régression et de prédiction.
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IV-2. Méthodes chimiométriques
1V-2-1. Prétraitement des données

Les données obtenues contiennent parfois des signaux de fond indésirables comme les effets
des réflexions spéculaires en spectroscopie, la dispersion, le recouvrement de bandes, 1’écart
par rapport a la ligne de base, le bruit de fond, etc. Ces parametres peuvent entraver la bonne
exploitation des donneées recueillies. On procéde alors a un prétraitement afin d’éliminer ou de
réduire ces signaux spatiaux et/ou spectraux(81). Nombreuses méthodes de prétraitement ont
été mises en place pour corriger ou atténuer les altérations dans les données brutes comme par

exemple les effets multiplicatifs ou additifs(82), la fluorescence en spectrométrie Raman(83).

Le prétraitement devient une étape incontournable avant la soumission des spectres a des
méthodes statistiques multivariées ou chimiométriques pour obtenir des informations
pertinentes. Des méthodes de correction des effets additifs et multiplicatifs sont alors appliquées
de facon a atténuer ces effets indésirables et ainsi aider les modeles & se focaliser sur la partie

informative dans le spectre.

Dans les prétraitements les plus connus on retrouve notamment : les corrections de ligne de
base (detrend : IPBF (lterative polynomial baseline fitting), la méthode airPLS (Adaptive
iteratively reweighted Penalized Least Squares) et la méthode AIMA (Automatic iterative
moving average)), la Standard Normal Variate (SNV), la Multiplicative Scatter Correction
(MSC), les dérivées premiere et seconde (Savitzky-Golay, Norris Gap), le lissage pour diminuer
le bruit spectral (I'algorithme Savitzky-Golay(84)). D’autres méthodes plus avancées peuvent
également étre utilisées : I’Extended-MSC (EMSC), les méthodes d’orthogonalisation (EPO,
EROS, DOP, ...)(85).

IV-2-2. Méthodes non supervisées : analyse en composantes principales
L’analyse en composantes principales (ACP) fait partie du groupe des méthodes descriptives
multidimensionnelles appelées méthodes factorielles (descriptives, non supervisées), elle
constitue un domaine important de la chimiométrie et représente la premiére étape du traitement
des donnees(86). Elle est utilisée pour réduire la dimension des données avant d'entreprendre

une autre technique multivariée telle que I'analyse en grappes ou I'analyse discriminante (87).
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En chimiométrie, I’ACP est I’une des méthodes les plus utilisées. Cette méthode est utilisee

pour les objectifs suivants :
e La visualisation des données dans 1’espace multivarié,
o Ladétection de clusters,
o L’effet de facteurs de variabilité,
o Ladétection d’échantillons atypiques,
e Lacompression des données, en réduisant la dimensionnalité de X,
o Lasuppression de bruit.

Cette méthode multivariée développée en 1930 par Harold Hotelling(88) permet de réduire les
données en transformant des variables corrélées en de nouvelles variables décorrélées les unes

des autres. Ces derniéres sont nommeées « composantes principales ou axes principaux ».

Il s’agit d’une approche a la fois géométrique et statistique. D'un point de vue géométrique,
I'ACP est considérée comme une méthode de rotation des données afin de permettre a
I'observateur de mieux comprendre les relations entre les individus. Ces derniers sont
représentés dans un nouveau systéme d'axes appelés : composantes principales. Le premier axe
est choisi dans la direction de la plus grande dispersion (plus grande variabilité) du nuage de
points. Le deuxiéme axe est orthogonal au premier pour éviter d'avoir la méme information
dans la deuxiéme composante principale (Figure 23). Chaque axe nouvellement créé définit
une direction qui décrit une partie de l'information globale. Supposons que la premiére
composante principale représente 65% de la variance totale, et que la seconde composante
principale représente 20%, la projection dans le plan des deux premieres composantes

principales permettra donc de visualiser 85% de I'information totale(89).
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(a) PC. b)

Xi

Figure 23 : (a) représentation initiale des donneées, (b) représentation dans le nouvel espace PC1 vs PC2.

Sur le plan mathématique, I’ACP consiste a décomposer une matrice de données X en une partie

de la structure et une partie du bruit selon I'équation :
X=T.PT+E

AVec :

X (n, p): la matrice des données originales constituée de n lignes (objets) et p colonnes

(variables).

T (n, k) : lamatrice des scores avec n lignes et k colonnes (nombre de composantes principales),
elle décrit les échantillons dans I'espace des composantes principales.

P (p, K) : la matrice des chargements avec p lignes et k colonnes, elle décrit les variables
originales dans I'espace des PCs.

PT (k, p) : la matrice transposée de P.

E (n, p) : la matrice des résidus entre les données originales et leurs projections.

1VV-2-3. Méthodes supervisees : analyse discriminante linéaire
L'analyse discriminante est a la fois une méthode prédictive (analyse discriminante linéaire —
ADL) et descriptive (analyse factorielle discriminante — AFD). Elle vise a expliquer et prédire
I'appartenance des individus a des groupes (des classes), représentés par une variable cible
catégorielle, a partir d'une collection de variables explicatives/descriptives, principalement

guantitatives, mais qui peuvent étre qualitatives moyennant un aménagement.
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L’ADL est une méthode multivariée de classification, linéaire et paramétrique avec des
caractéristiques discriminantes. Initiée par Fisher en 1936(90), elle se concentre sur la recherche
de frontiéres optimales entre les classes en sélectionnant les directions qui permettent leur
séparation maximale (91). Il s’agit de I'un des algorithmes les plus couramment utilisés pour la
classification supervisée de données spectrales de premier ordre, en particulier pour les

applications de spectroscopie en analyse discriminante (92).

La prédiction de I’appartenance a une classe d’échantillons inconnus par 1’ADL passe par la
construction de modele statistique combinant p variables quantitatives Xj (jp1) pour distinguer
g modeéles (q classes)(93).
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l. Introduction

Depuis leur découverte en 1980, les IPP (I’oméprazole) ont révolutionné la prise en charge des
maladies liées a I’acidité gastrique. Ils gardent une place majeure dans la prise en charge des
ulcéres gastro-duodénaux et du reflux gastro-cesophagien (RGO). Leur prévalence pour un
traitement de longue durée est en forte augmentation. Ceci suscite des interrogations sur
d’éventuels effets indésirables au long cours bien que leur efficacité et leur tolérance a court

terme sont prouvées.

Ailleurs, on assiste a la mise en place de plusieurs génériques de cette classe médicamenteuse
depuis I’arrivé a terme du brevet dans les années 2000. Au Maroc, on a pu recenser 83 formes
et doses différentes de 22 génériques en ce qui concerne 1’oméprazole seul selon le site de la
Direction des Médicaments et de la Pharmacie. Cette inondation des marchés par les génériques
pose un probléme de qualité des médicaments. On assiste ainsi souvent a I’introduction des
médicaments de mauvaise qualité ou des falsifiés, ce qui pose un probléme pour le patient ainsi

que les autorités de réglementation.

Il apparait donc important de mettre en place des techniques analytique simples et rapides
permettant de discriminer entre les médicaments a base de I’oméprazole a des variations de leur

composition chimique.

L’objectif de notre étude est d’explorer une méthode d'analyse spectrale & partir de la
spectroscopie infrarouge avec les outils de chimiométrie afin de développer une méthode
discriminante qui sera capable de distinguer les médicaments a base d’oméprazole et de créer

des empreintes a utiliser dans de futures enquétes d'authenticité.

Cette deuxiéme partie de notre travail va suivre un plan IMRAD. Apreés cette bréve introduction
ou nous avons pos¢ le cadre de 1’étude, nous allons aborder le volet matériel et méthode. Cette
derniere nous permettra de décrire ’ensemble du matériel utilisé ainsi que la méthodologie
adoptée dans notre travail. Nous verrons ensuite les résultats de notre étude que nous allons

enfin analyser et discuter.

58



1. Matériel et méthodes

I1-1. Cadre de I’étude

L’¢étude a ét¢ menée de Juin a Juillet 2021. Elle s’est déroulée principalement au laboratoire de

chimie analytique au sein de la faculté de medecine et de pharmacie de Rabat.

11-2. Matériel

11-2-1. Médicaments

Dans notre étude, nous avons utilisé au total seize (16) médicaments a base de I’oméprazole :
quinze (15) génériques et un (01) princeps provenant de seize fabricants différents. Ces

médicaments ont été achetés un peu partout dans les officines de la ville de Rabat et en France.

Les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) ne comportent pas moins de huit
spécialités princeps correspondant a cing principes actifs différents. Tous ces médicaments
appartiennent a la méme famille moléculaire et partagent les mémes indications et le méme
mécanisme d’action(94). L’oméprazole, découvert par le laboratoire AstraZeneca, utilisé aux
Etats-Unis depuis 1989, est commercialisé en France par ce méme laboratoire sous le nom de
Mopral* et Zoltum* (princeps). Au Maroc, on dispose juste du princeps Mopral*. Ce dernier

est I’objet de notre étude de discrimination avec les différents génériques.

Le Tableau 4 présente les différents médicaments utilisés avec les différentes caractéristiques.
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Princeps

Omeéprazole

Génériques

Omeéprazole

Oméprazole

Oméprazole

Oméprazole

Oméprazole

Omeéprazole

Omeéprazole

Omeéprazole

Oméprazole

Oméprazole

Oméprazole

Omeéprazole

Omeéprazole

Omeéprazole

Omeéprazole

Inhibiteur de la
pompe a proton

Tableau 4 : Liste des médicaments utilises et leurs différentes caractéristiques.

20mg

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Gélules

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide

Valide
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11-2-2. Appareil
L’appareil utilis¢é dans le cadre de notre étude est un spectrophotomeétre infrarouge a

transformée de Fourier type Jasco FT/IR - 460Plus avec accessoires de transmission. Il a été

utilisé en mode transmission pour 1’acquisition des spectres infrarouges.

Figure 24 : Spectrophotométre infrarouge a transformée de Fourier type Jasco FT/IR- 460Plus.

Le FT/IR est un appareil d’analyse vibrationnelle trés simple et rapide qui fournit des
informations précieuses sur la nature des liaisons chimiques, les propriétés structurales et les
caractéristiques optiques des matériaux organiques et inorganiques. Elle vient en complément

a d’autres techniques a savoir la diffraction RX.

Figure 25 : Spectrophotometre Jasco FT/IR-460Plus avec accessoires.
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Les principales spécifications de la spectroscopie infrarouge utilisée pour notre analyse sont

regroupées dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Spécification du spectrophotometre Jasco FT/IR 460Plus

Spécifications

Jasco FT-IR 460Plus

Plage de longueur d’onde

7800 - 350 cm't, 15000 - 2200 cm™ (option, modéle NIR), 5000 -

mesurable 220 cm*(option d'usine, modéle Far-IR)
Résolution 0.9,2,4,8, 16 cm?
Systeme optique Poutre simple
Interférometre Interférometre de Michelson a incidence de 45 degrés, miroire en

coin, structure scellée, purgeable.

Source de lumiére

Lumiere a haute intensité, lampe halogene (Option)

Détecteur

DLATGS avec élément Peltier (KRS-5), option MCT-N (- 750
cm™), MCT-M

Poids

Environ 41kg

Puissance requise

AC 100~240+10 V, 50 o 60Hz, 105VA

11-2-3. Autres accessoires

« Ordinateur

Branché au spectrophotométre, 1’ordinateur permet d’enregistrer en temps réel les spectres

transmis par I’appareil. Il permet également de stocker les données pour le traitement.

Figure 26 : Ordinateur branché au Spectrophotometre.
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++ Mortier et Pilon

Le mortier et le pilon constituent un dispositif qui nous a permis de réduire en poudre les
granules des médicaments a base d’oméprazole (princeps et génériques) dans le cadre de

I’étude. Cette poudre qui sera ensuite analysée par le spectrophotométre.

Figure 27 : Mortier et pilon pour broyage.
¢ Spatule

11 s’agit du dispositif qui permet de mettre les poudres obtenues sur la surface d’analyse du

spectrophotometre.

Figure 28 : Spatule

63



« Pinceau

C’est un outil qui sert a éliminer soigneusement les poudres de la zone de mesure du

spectrophotometre apres chaque analyse.

o ¢ A N
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Eigure 29 : Pinceau

« Solution d’acétone

Elle permet de nettoyer tout le matériel utiliser dans 1’analyse avant et aprés les manipulations.

Le nettoyage a I’acétone s’est fait aussi entre chaque échantillon analysé.

Figure 30 : Solution d'acétone.
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< Etuve
Elle nous a permis de conserver le mortier, le pilon, le pinceau et la spatule apres chaque

manipulation. Ceci nous permet de les garder bien sec pour les prochaines analyses.

%+ Microscope

Figure 32 : Microscope pour analyse granulométrique.

s+ Cuvette

Figure 33 : Cuvette porte-échantillon
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11-3. Méthodes
111-3-1. Etude spectrale

L’étude s’est déroulée dans une atmosphere close avec une température variant entre 22 a 25°C.
Nous avons analyse au total seize (16) échantillons de médicaments a base de 1’oméprazole
20mg. Chaque boite contenait 28 gélules et pour chacune d’entre elles quatorze gélules (soit la
moitié) ont été analysées. Chaque gélule est analysée deux (02) fois avec un ensemble de
soixante (60) scan pour chaque analyse. Nous avons ainsi généré vingt-huit (28) spectres pour

chaque échantillon soit un total de 448 spectres pour les 16 médicaments.

Dans cette partie, nous allons traiter la méthodologie d’échantillonnage, les conditions
précédant I’analyse puis la technique de la spectrométrie infrarouge a transformer de Fournier.
Nous nous attelerons ensuite sur I’analyse chimiométrique ayant permis le traitement des

résultats.

11-3-1-1. Méthodologie d’échantillonnage

L’échantillonnage des médicaments utilisés dans le cadre de cette étude a été effectué au hasard.
Ces produits médicamenteux ont été achetés dans des pharmacies un peu partout dans la ville
de Rabat et en France (une spécialité). Aprés achat, une série de vérification est effectué pour
chacun des médicaments notamment : le nom de spécialité, le dosage, la composition, la date

de péremption, le numéro de lot et le nombre de gélules présent a I’intérieur de la boite.

11-3-1-2. Conditions pré-analytiques et analytiques
Pour tous les échantillons, la méthodologie et la technique expérimentale sont restées les
mémes. Avant tout, la température de la salle d’analyse est fixée entre 22 a 25°C. On procéde
ensuite au lancement du spectrophotométre qu’on laisse se stabiliser pendant une vingtaine de
minutes. L’identification de 1’échantillon a analyser est réalisée dans un carnet puis les quatorze

gélules sont récuperées.

Une portion des granulés de chaque gélule est récupérée dans le mortier et a I’aide du pilon ils
sont soigneusement réduits en poudre (Figure 41). Entre chaque gélule du méme échantillon,

on effectue un nettoyage du pilon et du mortier, de la spatule ainsi que la surface d’analyse du

66



spectrophotometre (ATR) a I’aide de la solution d’acétone. Cette derniére a été choisie pour sa
volatilit¢ et I’absence d’interaction avec la technique analytique. La méme opération de

nettoyage est effectuée entre chaque échantillon.

11-3-1-3. Technique analytique : Spectroscopie infrarouge

La technique utilisée dans cette étude est la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
ou spectroscopie (FT/IR). De maniere conventionnelle, la partie infrarouge du spectre
électromagnétique est divisée en trois régions : le proche infrarouge, le moyen infrarouge et le
lointain infrarouge. La nomination est faite en relation avec le spectre visible. L'infrarouge
lointain, allant approximativement de 400 & 10 cm™* (gamme 1000 — 30um en pratique), est
caractérisée par une faible énergie et peut étre utilisé pour la spectroscopie rotationnelle. Le
rayonnement infrarouge moyen qui s’étend approximativement de 4000 a 400 cm™ (gamme 30
— 1,4um en pratique) et reste utilisable dans 1’étude des vibrations fondamentales et la structure
rovibrationnelle associée. Le proche infrarouge, plus énergétique, elle va approximativement
de 14000 & 4 000 cm™ (gamme 1,4 — 0,8um en pratique) et est susceptible d’exciter les
vibrations harmoniques. Les classifications de ces sous-régions avec leur dénomination ne sont
pas basées sur des divisions strictes ou sur des propriétés moléculaires ou électromagnétiques

exactes.
La technique infrarouge permet plusieurs analyses dont(95) :
= L’analyse fonctionnelle :

La constante de raideur d’une liaison étant peu modifiée par son environnement, la position des
bandes d’absorption des fonctions est relativement fixe ce qui permet de les identifier sur les

spectres IR.
= L’analyse structurale :

A T1’aide d’un spectre infrarouge, on peut visualiser et distinguer entre les isoméres de position
(cis ou trans) ou encore entre des isomeres optiques. Cette possibilité permet d’identifier et de

faire une analyse structurale des differentes molécules a partir de leur spectre.
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* L’analyse qualitative :

La spectroscopie infrarouge est basee sur la théorie selon laquelle les différentes molécules avec
différentes combinaisons d'atomes avec leurs fréquences vibratoires caractéristiques produisent
leurs propres spectres caractéristiques. Ainsi a la vue d’un spectre IR, on peut établir une
corrélation avec la structure d’un matériau par comparaison avec des spectres de référence

contenus déja dans des bibliothéques de spectres.
= L’analyse quantitative

La spectrométrie IR est également une méthode d’analyse quantitative par application de la loi

de Beer-Lambert.

A=¢clC
Avec :
A = absorbance,
€ = coefficient d'extinction molaire ou I'absorptivité,
I = longueur du trajet,
c = concentration de I'échantillon.

Une molécule illuminée par des radiations dans I'infrarouge peut absorber certaines d'entre elles
a des longueurs d'onde qui correspondent aux fréquences de vibration des groupements
chimiques constituant la molécule. La mesure de l'intensité de lumiére absorbée a chaque

longueur d'onde A conduit a un spectre caractéristique du produit étudié.

Le spectre obtenu représente :

/1o = f(t)

Avec

| = intensité absorbée,
lo = intensité initiale et

T =nombre d'onde = 1/A.
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Le FT/IR (de I'anglais Fourier Transform InfraRed spectroscopy) est une technique d’analyse
utilisée dans I'identification de composés ou pour déterminer la composition d'un échantillon.
Elle exploite 1’énergie vibrationnelle des molécules et reste utiliser dans plusieurs domaines
entre autre celui des biomolécules comme les lipides(96), les protéines ou peptides ou les acides

nucléiques(97).

Le spectrométre infrarouge a transformée de Fourier (FT/IR) est préféré au spectrometre
dispersif, car il est capable de traiter toutes les frequences simultanément avec un débit elevé,
ce qui réduit le temps nécessaire a l'analyse. Cette spectroscopie infrarouge est dite a
transformée de Fourier parce qu’elle utilise le processus mathématique appelé transformée de
Fourier pour traduire les données brutes (interférogramme) en spectre réel. La méthode FT/IR
est utilisée pour obtenir le spectre infrarouge de transmission ou d'absorption d'un échantillon
solide, liquide ou gazeux. Il permet d’identifier la présence de composés organiques et
inorganiques dans I'échantillon et en fonction de la gamme de fréquences d'absorption
infrarouge 400 - 4000 cm™ (Figure 34), les groupes moléculaires spécifiques présents dans
I'échantillon seront déterminés grace aux données du spectre dans le logiciel automatisé de

spectroscopie(98).
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Figure 34 : Domaines spectraux du rayonnement électromagnétique.
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a. Principe
La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier repose sur I'absorption d'un rayonnement
infrarouge par un échantillon a 1’état gazeux, solide ou liquide a analyser. Elle permet de
déterminer la présence de certaines fonctions chimiques dans 1’échantillon a travers

I’absorption des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques.

Le principe du FT/IR est basé sur 1’absorption du rayonnement infrarouge, provenant d’un
interférometre, par un échantillon lorsque la longueur d'onde (I'énergie) du faisceau est égale a
I'énergie vibrationnelle de la molécule. Le domaine infrarouge comprise entre 4000 cm~! et 400
cm™ (IR moyen 2,5 — 25 um) contient les signatures spectrales de la plupart des composés
atmospheriques (Figure 34). Néanmoins, certaines molécules comme celles diatomiques
homo-nucléaires (N2, O, etc.) n’absorbent pas dans le domaine infrarouge car leur moment

dipolaire est nul(99).

Principalement on distingue deux types de vibrations : les élongations (stretching) le long de
I’axe de la liaison, et les déformations (bending) occasionnant une modification de I’angle entre
deux liaisons adjacentes, dans le plan ou hors du plan. Ces mouvements vibrationnels peuvent
étre symétriques ou asymétriques comme 1’illustre I’exemple d’une liaison C-H dans la (Figure

35)(99).

Elongations Deéformations angulaires
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.:5.
Elongation symetrique | Cisaillement (scissoring) | Torsion (twisting)
H
H /
g #/ ./ N\
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Elongation asymétrique Balancement (rocking) | Hochement (wagging)

Figure 35 : Modes vibrationnels infrarouge d’une liaison C-H.
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b. Appareillage et fonctionnement

La FT/IR est basée sur I'idée de I'interférence du rayonnement entre deux faisceaux pour
produire un interférogramme. Ce dernier est un signal produit en fonction de la variation de la
longueur du trajet entre les deux faisceaux. Les deux domaines de distance et de fréquence sont
interconvertibles par la méthode mathématique de la transformation de Fourier. Les composants

de base d'un spectromeétre FT/IR sont schématiquement selon la (Figure : 36)(100) :

= Une source,

* Un interférometre,

= Un échantillon,

= Un détecteur,

= Un amplificateur,

= Un convertisseur analogique-numérique,

= Un ordinateur.

o N ' S ' N Yy S
Source ) convertisseur
lumiére Interférométre Echantillon Détecteur Amplificateur analogique- Ordinateur
IR numérique

— - . \. \. >y - >y (.

Figure 36 : Composants de base d'un spectrométre FT/IR.

<> Sources et détecteurs

Les spectrométres FT/IR utilisent une source Globar ou Nernst pour la région de I'infrarouge
moyen. Si I'on veut examiner la région de l'infrarouge lointain, on peut utiliser une lampe a
mercure a haute pression. Pour le proche infrarouge, des lampes tungstene-halogene sont

utilisées comme sources.

Il existe deux détecteurs couramment utilisés pour la région de l'infrarouge moyen. Le détecteur
normal pour une utilisation de routine est un dispositif pyroélectrique incorporant du sulfate de

deutérium triglycine (DTGS) dans une fenétre d’halogénure alcalin résistant a la temperature.

Pour des travaux plus sensibles, on peut utiliser du tellurure de mercure et de cadmium (MCT),
mais celui-ci doit étre refroidi a des temperatures d'azote liquide. Dans la région de l'infrarouge

lointain, le germanium ou d'indium-antimoine sont employeés, fonctionnant a des températures
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d'hélium liquide. Pour le proche infrarouge, les détecteurs utilisés sont généralement des
photoconducteurs en sulfure de plomb(100).

< Interféromeétre de Michelson

L’interféromeétre de Michelson constitue la composante principale du spectrophotometre a
transformer de Fourier. 1l est constitué de deux miroirs plans perpendiculaires, dont I'un peut se
déplacer dans une direction perpendiculaire au plan (Figure 37), un film semi-réfléchissant et

le diviseur de faisceau qui coupe en deux les plans de ces deux miroirs.

Le rayonnement émergeant de la source passe par un interférométre jusqu'a I'échantillon, avant
d'atteindre un détecteur. Aprés amplification du signal, dans lequel les contributions a haute
fréquence ont été éliminées par un filtre, les données sont converties sous forme numérique par
un convertisseur analogique-numérique et transférées a I'ordinateur pour une transformation de
Fourier.
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Figure 37 : Schéma d'un interféromeétre de Michelson.

Le matériau du diviseur de faisceau doit étre choisi en fonction de la région infrarouge a
examiner. Pour les régions de l'infrarouge moyen ou proche, des matériaux tels que le
germanium ou I'oxyde de fer sont déposés sur un substrat "transparent a l'infrarouge”, comme

le bromure de potassium ou l'iodure de césium, pour produire des diviseurs de faisceau. Des
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films organiques minces, tels que le poly(éthyléne téréphtalate), sont utilisés dans la région de
I'infrarouge lointain(100).

Lorsqu’on fait passer un faisceau collimaté de rayonnement monochromatique de longueur
d'onde A (cm) dans un diviseur de faisceau idéal, 50 % du rayonnement incident est réfléchi
vers l'un des miroirs tandis que 50 % est transmis vers l'autre miroir. Les deux faisceaux sont
réfléchis par ces miroirs et retournent au séparateur de faisceaux ou ils se recombinent et
interférent. Cinquante pour cent du faisceau réfléchi par le miroir fixe est transmis par le
diviseur de faisceau tandis que 50 % est renvoyé en direction de la source. Le faisceau qui sort
de l'interférométre a 90° du faisceau d'entrée est appelé faisceau transmis et c'est le faisceau

détecté en spectrométrie FT/IR.

Le miroir mobile produit une différence de chemin optique entre les deux bras de
l'interférometre. Pour des différences de chemin de (n + 1/2)A, les deux faisceaux interférent de
maniére destructive dans le cas du faisceau transmis et de maniere constructive dans le cas du
faisceau réfléchi. La (Figure 38) montre 1I’image d'interférence résultante pour (a) une source
de rayonnement monochromatique et (b) une source de rayonnement polychromatique (b). La
premiere est une simple fonction cosinus, mais la seconde est de forme plus compliquée car elle

contient toutes les informations spectrales du rayonnement qui tombe sur le détecteur(100).
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Figure 38 : Interférogrammes obtenus pour (a) un rayonnement monochromatique et (b) un rayonnement
polychromatique.
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<> Réflectance Totale Atténuée (ATR)

Il existe différents modes de FT/IR : en transmission, en réflexion ou en réflectance totale
atténuée (ATR). Le FTIR en transmission exige une préparation de 1’échantillon dans un
matériau transparent aux infrarouges : pastille de KBr, cellule de NaCl ou de CIF», tandis que
les autres modes ne nécessitent aucune préparation, si ce n’est, dans certains cas, le prélévement

d’une partie de 1’échantillon. L’ATR est le mode qui a été utilisé dans notre étude.

La réflectance totale atténuée est devenue la technique la plus utilisée en spectrométrie
infrarouge pour le fait que la technique nécessite peu ou pas de préparation de I'échantillon, et

des résultats cohérents peuvent étre obtenus avec relativement peu de soin ou d'expertise(101).

Figure 39 : Dispositif ATR d'un spectrométre Jasco FT/IR-460Plus (cristal en Germanium).

La spectroscopie de réflectance totale atténuée est basée sur le phénomeéne de réflexion totale
interne (Figure 40). Un faisceau de rayonnement entrant dans un cristal (en germanium ou
séléniure de zinc ou diamant), interagit avec 1’échantillon qui est placé en fine couche de fagon
homogéne sur ce cristal. 1l subit une réflexion interne totale lorsque I'angle d'incidence a
I'interface entre I'échantillon et le cristal est supérieur a I'angle critique, ce dernier étant fonction
des indices de réfraction des deux surfaces (une approximation de la loi de Descartes-Snell.).
Le faisceau pénétre une fraction de longueur d'onde au-dela de la surface réfléchissante et

lorsqu'un matériau qui absorbe sélectivement le rayonnement est en contact étroit avec la
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surface réfléchissante, le faisceau perd de I'énergie a la longueur d'onde ou le matériau absorbe.
Le rayonnement atténué résultant est dirigé vers le détecteur puis mesuré et tracé en fonction
de la longueur d'onde par le spectrometre et donne lieu aux caractéristiques spectrales
d'absorption de I'échantillon(100).

Ec hallnllon Cristal
|
|
5 || S R T
T Détecteur

Echantillon

Figure 40 : Une cellule typique de réflectance totale atténuée. D'aprés Stuart, B., Spectroscopie infrarouge
moderne, Séries ACOL, UK, 1996.

Le faisceau modulé est ensuite dirigé du porte-échantillon au détecteur. Au niveau du détecteur,
le faisceau produit un signal €lectrique appelé interférogramme. Il s’agit de la signature de
I'intensité en fonction de la position du miroir. L'interferogramme est la somme de toutes les
fréquences du faisceau. Cet interférogramme est ensuite converti en un spectre infrarouge par

une opération mathématique appelée transformée de Fourier.

c. Protocole

<> Préparation de I’échantillon

Les gélules de I’oméprazole sont remplies par des granules. L'échantillon a analyser est
préalablement identifié et enregistré sur un registre. Quatorze gélules sur vingt-huit ont été
analysées par FT/IR pour chaque échantillon. Pour chaque gélule, une quantité de granules est

préalablement broyée a 1’aide d’un mortier et d’un pilon jusqu’a obtention d’une poudre.
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Figure 41 : Echantillon broyé dans un mortier & l'aide d'un pilon.
<> Analyse proprement dite

Aprées broyage de 1’échantillon jusqu’a obtention d’une poudre, un film mince de ce broyat est
appliqué sur la plaque de mesure de I’ATR a ’aide de la spatule. Avec le logiciel Spectra
Manager sur ’ordinateur on réalise au préalable le blanc avant de lancer 1’analyse de
I’échantillon a une fréquence de 60 scans. On élimine ensuite les interférences éventuelles
générées par dioxyde de carbone (CO2) dans les trois bandes correspondantes a 2349 cm™, 1388
cm™ et 667 cm™ ainsi que celles de la vapeur d’eau a 3756 cm™, 3652 cm™ et 1595 cm™. Entre
chaque analyse d’échantillon, on procéde a un nettoyage soigneux de la plaque de mesure de

I’ATR avec le pinceau puis avec de 1’acétone.

Le spectre du blanc est effectué entre chaque gélule. Pour plus de représentativité, nous avons
effectué deux spectres par gélules obtenant ainsi 28 spectres par boite de médicament.
L’opération est répétée de la méme facon pour tous les médicaments analysés. Le spectre
obtenu est enregistré au fur et a mesure sur l’ordinateur en attendant une analyse

chimiométrique.

11-3-1-4. Analyse chimiométrique
Afin de traiter et d’exploiter les données spectrales obtenue par spectroscopie FT-MIR dans
notre étude, nous avons eu recours a différentes méthodes statistiques. L’Analyse en
Composantes Principales (ACP) nous a permis dans un premier temps de trouver de nouvelles
variables synthétiques et représenter les données dans un espace dimensionnel réduit a 1’aide
des composants principaux afin d’assurer l'exploration et la représentation des données. Ces

composants principaux ont ensuite été soumis a 1’analyse discriminante linéaire (ADL).
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Dans cette étude, 1’évaluation des modéles de classification (ADL) s’est faite par les paramétres
suivants :

» La sensibilité : définie comme la capacité du modéle a identifier correctement les
échantillons qui donnent lieu a I'attribution de vrais positifs.

» La spécificité : mesure les observations négatives correctement classifiées par rapport a la
somme de toutes les observations négatives.

= La précision : indique la proportion d'observations correctement classifiées par rapport au

nombre total d’observations.

Ces parameétres sont calculés selon les formules suivantes :

o i3
Sensibilitée = ————
TP +FN
e N
Spécificité = ————
TN +FP

TP +TN
Précision =
TP + TN +FP +FN

Avec : TP : le nombre de vraies classifications positives,

FP : le nombre de fausses classifications positives,
TN : le nombre de vraies classifications négatives,
FN : le nombre de classifications faussement négatives.

L’analyse en composante principale et 1’analyse discriminante linéaire ont été appliqué en

utilisant le logiciel Unscrambler X version 10.4.

11-3-2. Etude granulométrique

Dans le but de mettre en évidence une éventuelle relation entre les gélules du point de vue de

la taille des granules, nous avons procédés a une étude statistique. A 1’aide du microscope
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gradué OPTIKA B-353-POL (Figure 32), on procede a la détermination du diameétre des
granules.

Pour chacune des seize échantillons de 28 gélules, nous avons analyser quatorze (14) gelules.

Cinq (5) tailles par gélule soit un total de 70 tailles par échantillon de médicament.

Pour obtenir les tailles, les granules sont poses dans la cuvette porte-échantillon (Figure 33)
puis placé sur le portoir du microscope. La lecture est réalisée a I’objectif x40. Le microscope
posseéde deux axes orthogonaux gradués (16 graduations chacun) (Figure 42) correspondant a
3mm chacun par extrapolation a la regle graduée.

Figure 42 : Graduation du microscope.

On procede a la détermination du nombre de graduations correspondant au diamétre, puis la

conversion en millimetre (16 graduations pour 3mm soit 1 graduation pour 0.1875mm).

Figure 43 : Diametres des granules par microscope.
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Les données ont €té traitées par le test de I’analyse de la variance (ANOVA). ANOVA est un
test statistique qui permet de déterminer si les moyennes des groupes étudiés sont

statistiquement differentes.

Nous sommes partis de I’hypotheése Ho = la moyenne des tailles des granules de nos différents
échantillons sont identiques, avec un seuil de signification de 0,05 (soit un risque de 5%) et H

= les tailles des différents échantillons ne sont pas identiques.

I11- Résultats et discussion

Cette étude se concentre sur I'oméprazole et explore une méthode d'analyse spectrale avec la
chimiométrie afin de développer une méthode discriminante qui sera capable de distinguer 16
fabricants et de créer des empreintes digitales a utiliser dans de futures enquétes d'authenticité.

I11-1. Aspect macroscopique

Sur le plan macroscopique, les granules de nos échantillons se présentent sous une forme plus
ou moins globuleuse et parfois allongés. lls sont tous de couleur blanche sauf pour la spécialité
4 (Spé 4) qui est marron (Figure 44). Les tailles des granules du princeps Mopral* sont

visiblement plus grandes que celles de tous les autres génériques.

La forme des granules est importante car elle a une influence sur la plupart de ses propriétés a
savoir : la vitesse de dissolution, I’homogénéité de répartition, la biodisponibilité des principes
actifs peu solubles administrés sous forme solide. Elle peut étre appréciée a 1’ceil nu ou a I’aide
d’un systéme optique appropri¢ comme un microscope. Les granules peuvent se présenter selon
les cas plus ou moins réguliéres, arrondies ou allongés. lls se présentent sous forme de petits
grains de grosseur sensiblement uniforme, de forme irréguliére, plus ou moins poreux selon le
mode de fabrication. Du point de vue physique, ce sont des agrégats de particules de poudres
diverses cristallisées ou amorphes : principes actifs, sucres et adjuvants divers comme des
colorant(102). La couleur de la Spé 4 peut donc étre expliqué par I’ajout d’un colorant dans la

formule de fabrication.
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Figure 44 : Granules des différents échantillons.

I11-2. Analyse spectrale
Au total 448 spectres ont eté générés a partir des seize échantillons. L’exploitation visuelle des
spectres montre que toutes les formes de I’oméprazole présentent des propriétés spectrales
similaires. L’analyse des différents médicaments par la spectroscopie du moyen infrarouge
montre la présence des bandes spectrales importante entre 1700 et 600 cm™, ces bandes
correspondent a des groupements fonctionnels importants présents dans I’oméprazole (Figure
45).

La présence de bandes spectrales au niveau des nombres d’ondes 883,72 et 751,62cm™
correspond a une flexion de la liaison C—H. A 1015,86cm™ on a des bandes vibrationnelles

caractéristiques de 1’étirement S = O. Les pics spectraux obtenus entre 1578,45 et 1298,34cm™
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ont été attribués aux pics vibrationnels des liaisons d’étirement C=N et ceux des flexions des
liaisons CH et CH> (Tableau 3).

Pour avoir une meilleure vue sur l'attribution du spectre vibrationnel de I'oméprazole, la
molécule est divisée en quatre fragments. Le premier fragment est un cycle pyridine substitué
(pyridine-C-OCH3) avec un pic vibrationnel a 1423, 1181, 1013cm?, le deuxiéme est un
fragment benzimidazole avec des pics a entre 2400 - 3200cm™ pouvant aller jusqu’a 3400cm™,
et le troisiéme est le pont C-SO avec des pics possibles 4 978, 618, 422, 381cm™. Le quatriéme
fragment est constitué de divers groupes méthoxyl (R-O-CH3) avec des pics d’absorption a
1312, 1293cm™ (103).

L'étirement du groupe NH dans le spectre infrarouge est habituellement visible comme une
bande d'intensité moyenne dans la gamme entre 3500 et 3200cm™. Cependant, le groupe NH
de la partie benzimidazole de la molécule est un fort donneur de protons, qui peut participer a
des liaisons hydrogenes avec différents types d'accepteurs de protons, ce qui signifie que la
fréquence d'étirement NH se déplace vers le bas en fonction de la force de la liaison hydrogene
établie. La formation de liaisons hydrogene élargit également la bande de vibration NH. Par
conséquent, la vibration d'étirement NH peut étre trouvée dans le spectre infrarouge de
I'oméprazole comme une large bande prés de 2930cm™. Une autre bande caractéristique du
groupe NH est la déformation NH, qui est située prés de 1587cm™. Ce type de vibration est
rarement strictement localisé. Dans le cas de I’oméprazole, elle est couplée a I'étirement C-C et
aux déformations CH(103).

Toutes ces bandes caractéristiques des différentes fonctions et groupements de I’oméprazole
décrits dans la littérature sont retrouvés sur nos différents spectres représentes sur la Figure 45.

Nos différents échantillons présentent donc des propriétés spectrales similaires.
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Figure 45 : Représentation spectrale des différents échantillons de [’'oméprazole.

L’exploitation spectrale des spectres du moyenne infrarouge ne permet pas de distinguer entre
les différentes marques de I’oméprazole. Afin de bien exploiter ces résultats spectraux, des
outils chimiométrique d’analyse exploratoire et de discrimination ont été appliqués pour étudier
les ressemblances entre les échantillons de 1’oméprazole et de les discriminer selon une source

spécifique qui est la marque.
111-3. Analyse multivariée :
o Analyse en composante principale

Afin d’étudier la similarité des échantillons de 1’oméprazole issue de différents laboratoires
pharmaceutiques, une analyse en composante principale ACP a été appliquée sur la base de
données spectrale issue du moyen infrarouge. L’application de I’ACP montre que les trois
premieres composantes résument (53%, 18%, 9%) 80% de la variabilité totale des données.
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Figure 46 : Carte factorielle des individus PC1-PC3.
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L’observation de la carte factorielle des individus montre qu’il y a un regroupement des
échantillons en 5 groupes :

Groupe 1 : Spé 2 et Spe 3

Groupe 2 : Spé 14, Spé 9, Spé 7 et Spé 12

Groupe 3 : Spé 6, Spé 10 et Spé 11

Groupe 4 : Spe 13, Spé 8, Spé 16, Spé 5, Spé 15 et Spé 4
Groupe 5 : Mopral (Spé 1)

Ce regroupement d'échantillons est expliqué par le fait que ces médicaments ont des propriétés
spectrales similaires.

o Analyse discriminante linéaire

Afin de développer une méthode de classification supervisée capable de classer et d'authentifier
les produits a base d'omeprazole en fonction de leur source (fabricant), le modele de
discrimination ADL a été développé pour ces produits. Les performances des modeles
construits ont été évaluées a l'aide de parameétres statistiques tels que la sensibilité, la spécificité
et le taux de classification correcte.

L’application de la méthode ACP-ALD montre des résultats performants de classification des
différents produits de 1’oméprazole. Cette performance est expliquée par le pourcentage de
classification qui atteint 93%. La matrice de confusion montre que la majorité des échantillons
font partie de leur classe avec une spécificité qui varie entre 98,26% et 100%, et une sensibilité
entre 75,67% et 100%.

Un groupe de travail européen sur les ingrédients pharmaceutiques actifs (IPA) a proposé une
étude de surveillance du marché sur I'oméprazole et I'oméprazole magnésium avec pour
objectifs de contréler la qualité pharmaceutique des échantillons et de collecter des empreintes
analytiques qui pourraient étre utilisées ultérieurement pour différencier les sources de
fabrication lors de futures enquétes d'authenticité. L’¢étude a été effectuée par 7 laboratoires
européens sur 28 échantillons provenant de 11 fabricants. Cing (5) techniques analytiques
différentes : substances apparentées avec chromatographie liquide haute performance (HPLC),
solvants résiduels avec chromatographie gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CG-

MS), spectroscopie proche infrarouge, spectroscopie de reésonance magnétique nucléaire
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protonique (RMN) et diffractométrie des poudres aux rayons X (DPRX) ont été utilisées. La
grande quantité de données analytiques résultantes a été centralisée et traitée par deux méthodes
chimiométriques : l'analyse en composantes principales et l'analyse de regroupement
hiérarchique. Les données ont été analysees séparément et en combinaison (fusion de donnees).
Ceci a permis de conclure que la RMN et la DPRX permettaient de différencier les échantillons
provenant de 9 des 11 fabricants. Les empreintes analytiques associées a la chimiométrie se
sont révélées étre une méthodologie précieuse pour distinguer les fabricants d’ingrédients
pharmaceutiques actifs d'oméprazole et d'oméprazole magnésium et de détecter les futurs IPA

de qualité inférieure et falsifiés(104).
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Tableau 6 : Matrice de confusion des échantillons d’oméprazole obtenue par AD

I e s Exactitude de
\ - ) Sensibilité Spécificité e
Ensemble d'entrainement réel Classification
(%) (%)
(%)

24 o] of of W] of of o of o o] o o o] o 0 96 98,97 85,71
o| 27| o o o o o ol o ol ol ol o of o 0 100 99,73 96,42
o ol 4] o] o o o o o ol ol ol o of o 0 100 98,97 85,71
o ol o B8] o o o ol ol ol ol ol o of o 0 100 100 100
B| ol of o[ B| o o of of ol of o of of o 0 89,28 99,22 89,28
ol ol ol o o B8] o ol o o o ol o of o 0 100 98,72 82,14
ol of of ol of B| 28| ®| ol of o of of of o 0 77,78 100 100
B of of of B| of o[ 2] of of of of o] of o 0 89,28 99,22 89,28

Prédite

ol o ol ol ol o o| 26| H| o] o] o of o 0 96,29 99,48 92,85
ol ol ol of ol ol o] o of @8] o] o o o] o 0 100 98,26 65
ol ol ol ol ol o o o o ol B8] o] o of o 0 100 100 100
o @] ol ol o o o o B| B| o]l 28] o o o 0 75,67 100 100
ol ol o ol ol o o o o o o ol B8] of o 0 100 100 100
ol o H| ol of ol of of ol of of o of B8] o 0 87,5 100 100
ol ol o ol ol o o o o ol o o of of 27 0 100 100 100
ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol o ol of o ol 27 100 100 100
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I11-4. Analyse statistique de la granulométrie

Avec le microscope optique nous avons obtenu 70 tailles de granules d’oméprazole a partir de
14 gélules par échantillons (soit 5 tailles par gélules) (Tableau 7). Au total 1120 tailles de

granules ont été relevées sur les seize échantillons.

Nous avons procédé a une étude comparative des moyennes afin de déterminer une éventuelle

relation entre les échantillons par le test ANOVA.

Tableau 7 : Tailles des granules du princeps MOPRAL*.

s Tailles (mm

Spécialité T1 = TS( ) Ta T5 Moyennes

Gl 1,88 1,91 1,56 3,00 2,93 2,25

G2 2,06 1,69 2,10 1,91 2,29 2,01

G3 2,85 1,84 1,46 1,69 1,88 1,94

G4 2,51 2,44 1,80 1,93 1,74 2,09

G5 1,97 1,88 1,91 2,06 1,95 1,95

G6 1,74 1,91 2,29 1,99 2,06 2,00

Spé 1 G7 1,89 1,74 1,97 1,59 1,88 1,82

MOPRAL G8 1,84 1,95 1,80 2,12 3,04 2,15

G9 1,93 2,29 1,78 1,59 1,76 1,87

G10 2,31 1,84 2,04 1,95 1,65 1,96

G1l1 1,91 1,91 1,31 3,15 2,12 2,08

G12 1,78 1,54 2,16 1,89 1,54 1,78

G13 2,03 2,06 1,39 2,25 1,41 1,83

Gl4 2,48 2,19 1,97 1,80 2,16 2,12

Moyenne des moyennes 1,99

Les différents parameétres statistiques : la moyenne, la variance, le mode, la médiane, le
maximum, le minimum, le 1*" quartile et le 3*™ quartile sont résumés dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Différents parametres statistiques de la taille des granules d'oméprazole.

Spécialités | Moyenne | Variance Mode Meédiane Minimum Maximum Qu;errtile sz:iile
Spé 1 1,99 0,14 1,91 1,91 1,31 3,15 1,79 2,11
Spé 2 1,23 0,02 1,31 1,22 0,98 1,59 1,13 1,31
Spé 3 1,17 0,01 1,16 1,16 0,98 1,41 1,13 1,22
Spé 4 1,04 0,00 1,03 1,03 0,90 1,16 0,99 1,07
Spé S 1,33 0,02 1,28 1,28 1,13 1,78 1,24 1,35
Spé 6 1,21 0,01 1,16 1,20 0,99 1,59 1,13 1,28
Spé 7 1,13 0,01 1,16 1,13 0,98 1,54 1,09 1,16
Spé 8 1,33 0,01 1,28 1,31 1,20 1,56 1,28 1,36
Spé 9 1,46 0,02 1,35 1,43 1,24 1,91 1,35 1,53
Spé 10 1,17 0,02 1,16 1,16 0,90 1,84 1,09 1,20
Spé 11 1,21 0,02 1,16 1,18 0,98 1,69 1,14 1,24
Spé 12 1,13 0,01 1,13 1,13 0,98 1,56 1,07 1,16
Spé 13 1,38 0,05 1,35 1,34 0,98 1,91 1,20 1,53
Spé 14 1,54 0,04 1,41 1,50 1,16 1,99 1,39 1,72
Spé 15 1,34 0,01 1,31 1,33 1,13 1,78 1,28 1,40
Spé 16 1,33 0,01 1,31 1,31 1,16 1,73 1,28 1,37

L’analyse des valeurs moyennes montre que la Spé 1 qui représente le princeps affiche une
moyenne supérieure a celle de tous les autres échantillons. Elle est suivie de la Spé 14 et la Spé

9. La Spé 4 cependant est celle qui présente la valeur moyenne la plus faible (Figure 47).

1,00
0,50 ‘
0,00

Spé Spé Spé Spé Spé Spé Spé Spé Spé Spé Spé Spé Spé Spé Spé Spé
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Spécialités

Moyenne (mm)

Figure 47 : Taille moyenne des granules en fonction des spécialités.
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L’analyse des boites a moustaches (Figure 48) montre que le princeps présente des valeurs
élevées de la médiane, le 1% et le 3°™ quartile par rapport a tous les génériques. Ce qui semble
concorder avec I’aspect macroscopique de la taille des granules. Les Spé 13 et Spé 14 présentent
une dispersion un peu plus large que le princeps et les autres échantillons sans valeurs
aberrantes. La Spé 12 représente celle avec une plus faible distribution.

Taille de la granule Vs Spécialité (1) Taille de la granule Vs Spécialité (1)

0-

S

Taille de la granule
5
Taille de la granule

R o

Spé 8 spéo Spé 1

Epé2 SpéE Splé 1 Spe7 Spe 10 Spe 11 S
Spécialité

peE 6 S
Spécialité

Taille de la granule Vs Spécialité (111)

Taille de la granule
I

.
.

i H
1.5~

. T

‘$|- \—’—‘
1.0~
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5 Spé 13 Spé 14 Spé 1
Spécialité

Figure 48 : Boxplot des populations des échantillons d'Oméprazole.
Afin de savoir s'il existe une différence significative entre les marques d'oméprazole, nous
avons applique le test ANOVA. L'application de ce test conduit au rejet de I'hypothése nulle
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(Ho) p-value = 0.001 < 0.05, nous avons seulement établi qu'au moins une moyenne de groupe
(population) est différente.

Nous avons ensuite voulu savoir laquelle (ou lesquelles) des moyennes est (sont) différente(s).
Pour ce faire il n’est pas possible d’y répondre "a 1'eeil" d’ou I’intérét d’appliquer une procédure
statistique. A cette fin, une méthode de comparaison de deux moyennes a la fois a été appliquée
en utilisant la procédure Tukey HSD pour déterminer les différences significatives entre les

moyennes des groupes dans une analyse de la variance.

Tableau 9 : Les différents groupes (9) issus de la comparaison par paire.

Groupes

A BB c¢c | o [ E | F e H [ 1

MOPRAL | Spé14 | Spé9 | Spé15 | Spé8 | Spé16 | Spé13 | Spé6 | Spé12

Spé 9 Spé 5 Spé 8 Spé 16 Spé 13 Spé 2 Spé 11 Spé 7

Spé15 | Spé16 | Spé13 | Spé2 | Spé6 | Spé10 | Spéd4

Spé 8 Spé 13 Spé 2 Spé 6 Spé 11 Spé 3

Spé16 | Spé2 | Spé6 | Spéll | Spé10 | Spé12

Spé 13 Spé 11 Spé 10 Spé 3 Spé 7
Spé 2 Spé 3 Spé 12
Spé 12

Aprés une comparaison par paire nous constatons la présence de 9 groupes, chaque groupe
contient des marques d’oméprazole similaire de point de vue granulométrique (Tableau 9). Sur
la base de ces résultats obtenus par le test ANOVA, on constate que I'analyse granulométrique
ne permet pas de différencier toutes les marques d'omeéprazole car ces groupes ont des propriétes

physiques similaires.

Afin de tester la similitude entre ces marques d'oméprazole et d'évaluer la capacité de cette
approche analytique (analyse granulométrique) a différencier les 16 marques d'oméprazole,

I'analyse en composantes principales a été appliquée.
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L'application de I'ACP montre que les deux premieres composantes principales résument 82%

de la variabilité totale. L'observation du score plot obtenu par ACP montre qu'il n'y a pas une

discrimination totale entre les différents échantillons d'oméprazole selon la marque (Figure 49).
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Figure 49 : Carte factorielle des individus PC1-PC3 (granulométrie).

PC-1 (72%)

w Aulcer
OPRA

Azole | Zolus Omepral
<& Zautac Progast Omeprazol

Sur la base de ces résultats, nous avons remarqué que nous avons une bonne discrimination
entre Mopral, Spé 14, Spé 16, Spé 4, Spé 2 et Spé 3.

A l'exception de la discrimination des 6 échantillons d'oméprazole, les analyses

granulométriques n'ont pas permis de distinguer les 10 autres fabricants. Méme si la technique

donne accés a la distribution de la taille des particules et la caractérisation de la distribution de

taille et de forme des particules dans les échantillons, I’analyse granulométrique ne semble pas

convenir pour détecter de légeres différences de fabrication entre les échantillons. Ainsi, pour

I'étude actuelle, les données granulométriques n'ont pas été retenues comme une empreinte

digitale précieuse.
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Conclusion générale
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Les IPP constituent de nos jours 1’'une des classes médicamenteuses les plus consommées dans
le monde. La mise sur le marché de nombreux génériques se confronte a I’apparition de formes
médicamenteuses falsifiées, de mauvaise qualité avec un impact sanitaire non négligeable aussi

bien pour les patients que pour les industriels et les autorités de réglementation.

Notre étude met en évidence la possibilité d’utilisation de la spectroscopie infrarouge a
Transformée de Fourier avec des outils chimiométriques pour discriminer tous les produits
médicamenteux a base de I’oméprazole selon le fabricant. Il constitue également une empreinte
afin d’authentifier tous les médicaments a base de 1’oméprazole de maniere simple, rapide et

peu colteuse.

Cette méthodologie utilisée dans la discrimination de plusieurs produits : biologiques,
alimentaires, pétroliers ... montre son efficacité dans la distinction de nos échantillons selon
leur fabricant. Cette performance dans la capacité de discrimination se traduit par le
pourcentage de classification qui atteint 93%. Il constitue a cet effet, un outil majeur dans la

technologie analytique des médicaments a base de I’oméprazole.

Ailleurs, 'utilisation de la spectroscopie a Transformée de Fourier couplée a la chimiométrie
notamment 1’ACP-ADL montre, dans le cadre de cette étude, une performance dans la
classification des médicaments a base de I’oméprazole selon leur fabricant avec une spécificité
qui varie entre 98,26% et 100% et une sensibilité entre 75,67% et 100%.

L’analyse granulométrique a travers le test ANOVA et I’ACP nous a permis de discriminer
juste 6 échantillons sur 16. Elle ne semble donc pas efficace dans la détection de minimes
différences de fabrication entre nos medicaments. Cette analyse semble donc non pertinente et

ne sera pas retenue comme empreinte dans le cadre de notre étude.

L’outil chimiométrique que nous avons étudier dans notre travail et que nous proposons se
révele efficace et pourrait constituer une alternative trés novatrice pour les autorités de

réglementation en ce qui concerne le contrdle de produits médicamenteux a base d’oméprazole.

Une perspective a notre travail serait de procéder a une évaluation de I’empreinte créée par une
authentification d’un médicament a base de I’oméprazole sur le marché. Elle peut aussi servir

¢galement d’outil de contrdle pour un médicament produit a base de I’oméprazole mais falsifié.
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RESUME

Titre : Evaluation d’une approche analytique et chimiométrique pour la discrimination des
médicaments a base de I’oméprazole granulé.

Auteur : LARE Sulikoia

Directeur de la thése : Professeur BOUATIA Mustapha

Mots clés : Oméprazole, Inhibiteur de la pompe a protons, granulométrie, spectroscopie
infrarouge, chimiométrie.

Obijectif : L’objectif principal de ce travail est d’explorer une méthode analytique combinant
la spectrophotométrie a Transformée de Fourier et les outils chimiométriques afin de
discriminer entre princeps et génériques de médicaments a base de 1’oméprazole.

Matériels et Méthodes: Un ensemble de 448 spectres ont été obtenus a partir de 16
échantillons par le spectrophotomeétre Jasco FT/IR 460 Plus. Apres une analyse spectrale, ces
données ont fait I’objet d’une analyse multivariée : Analyse en Composante Principale —
Analyse Discriminante Linéaire. Ailleurs, une analyse granulométrique, sur 1120 tailles de
granules obtenues a partir de ces mémes échantillons par un microscope optique, a été effectué
par un test ANOVA couplé a I’Analyse en Composante Principale.

Résultats : L’analyse spectrale a montré une similarité entre les différents spectres de nos
médicaments a base de I’oméprazole. L’application de 1’ Analyse en Composante Principale sur
les données spectrales a révélé 1’existence d’une classification de nos différents échantillons en
cinq (5) groupes. L approche ACP-ADL démontre 1’existence d’une discrimination de nos
échantillons selon le fabricant avec un coefficient de classification correcte qui atteint 93%, une
spécificité qui varie entre 98,26% et 100% et une sensibilité entre 75,67% et 100%.

L’analyse granulométrique a travers le test ANOVA et ’ACP a permis de discriminer six (6)
échantillons sur (16). Elle ne semble pas convenir pour détecter de légéres différences de
fabrication entre les échantillons. Ainsi, pour I'étude actuelle, les données granulométriques
n‘ont pas été retenues comme une empreinte digitale precieuse.

Conclusion : Notre travail montre la possibilité de discrimination des médicaments a base de
I’oméprazole selon le fabriquant par la spectroscopie FT-MIR couplée a la chimiométrie et

représente une empreinte précieuse pour de futurs tests d’authentification.
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ABSTRACT
Title: Evaluation of an analytical and chemometric approach for the discrimination of
granulated omeprazole-based drugs.
Author: Sulikoia LARE
Thesis Supervisor: Professor Mustapha BOUATIA

Keywords: Omeprazole, Proton pump inhibitor, granulometry, infrared spectroscopy,
chemometrics.

Objective: The main objective of this work is to explore an analytical method combining
Fourier transform spectrophotometry and chemometrics tools to discriminate between princeps
and generics of omeprazole-based medicines.

Materials and Methods: A set of 448 spectra were obtained from 16 samples by the Jasco
FT/IR 460 Plus spectrophotometer. After spectral analysis, these data were subjected to a
multivariate analysis: Principal Component Analysis — Linear discriminant analysis. Elsewhere,
a granulometric analysis, on 1120 granule sizes obtained from these same samples by an optical
microscope, was carried out by an ANOVA test coupled with the Principal Component
Analysis.

Results: Spectral analysis showed similarity between the different spectra of our omeprazole-
based medicines. The application of Principal Component Analysis on spectral data showed the
existence of a classification of our different samples into five (5) groups. The PCA-LDA
approach demonstrates the existence of discrimination of our samples according to the
manufacturer with a correct classification coefficient that reaches 93%, a specificity that varies
between 98.26% and 100% and a sensitivity between 75.67% and 100%.

Granulometric analysis through the ANOVA test and PCA made it possible to discriminate six
(6) samples out of sixteen (16). It does not seem suitable for detecting slight manufacturing
differences between samples. Thus, for the current study, granulometric data was not retained
as a valuable fingerprint.

Conclusion: Our work shows the possibility of discrimination of omeprazole-based medicines
by manufacturer by FT-MIR spectroscopy coupled with chemometrics and represents a

valuable fingerprint for future authentication tests.
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