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Résumé

Beaucoup de dérivés de la coumarine appartiennent a des classes thérapeutiques diverses, d’autres sont utilisés
comme sondes fluorescentes dans de nombreux domaines (physique, chimie, biochimie, environnement,
industrie pharmaceutique). L’importance de ces applications nous a incité a entreprendre 1I’étude de la réaction
d’iodation électrophile aromatique de cing dérivés de la coumarine afin de mettre au point une stratégie de
marquage a I’iode 125.Pour toutes les étapes de cette étude nous avons cherché a travailler selon les préceptes de
la « chimie verte ». Ainsi pour la partie nomenclature, structure, propriétés et méme réactivité nous avons fait
appel & I’ensemble des techniques basiques de la chimie théorique mis a notre disposition. L’apport de ces
techniques et en particulier leur capacité de prédictions nous ont permis un gain de temps appréciable et une
économie de réactifs et de solvants non négligeable. Ainsi les coumarines jugées non adaptées a la réaction
recherchée ont pu étre éliminées du pool de ’expérience ce qui a contribué a la limitation des expériences
inutiles. Toutes les études préliminaires ont été effectuées dans le but d’optimiser la réaction de radiomarquage a
I’iode 125.La méthode de monoiodation a I’iode « froid » a été validée par analyse en RMN du proton puis
appliquée au radiomarquage afin d’utiliser juste la quantité d’iode 125 nécessaire et diminuer les déchets
radioactifs. La molécule sélectionnée est la 4-méthyl-7-hydroxycoumarine ou 4-méthylombelliférone
appartenant a la classe A des fluorophores (sonde fluorescente de pH). Le radiomarquage de cette coumarine a
donné un rendement satisfaisant 64.5% avec une pureté radiochimiaque de 99.89% et une activité spécifique de
18.83uCi/pg.

Mots-clés : dérivés de la coumarine, iodation, chimie théorique, chimie verte, radiomarquage, lode 125.
Abstract

Many coumarin derivatives belong to various therapeutic classes; others are used as fluorescent probes in many
fields (physics, chemistry, biochemistry, environmental, pharmaceutical industry). The importance of these
applications has prompted us to undertake study of the reaction of aromatic electrophilic iodination of five
coumarin derivatives to develop a strategy for labeling with iodine 125.For all stages of this study we sought to
work according to the precepts of the " green chemistry ".So, for the nomenclature part, structure, properties and
even reactivity we called all the basic techniques of theoretical chemistry at our disposal. The contribution of
these techniques and in particular their predictive capacities allowed us a time saving and significant economy of
reagents and solvents. Thus coumarins not considered appropriate in the desired reaction could be eliminated
from the pool of experience which contributed to the limitation of unnecessary testing. All studies work has been
conducted in order to optimize the radiolabeling with iodine 125. The iodination method with «cold" iodine was
validated by proton NMR analysis and then applied to the radiolabeling to use just the necessary amount of
iodine 125 and reduce radioactive waste. The selected molecule is 4-methyl-7-hydroxycoumarin or 4-
methylumbelliferone belonging to class A of fluorophores (fluorescent probe of pH). The coumarin
radiolabelling with iodine 125 has achieved a satisfactory yield of 64.5% with a radiochemical purity of 99.89%
and a specific activity of 18.83uCi /ug.

Keywords: Coumarin derivatives, iodination, theoretical chemistry, green chemistry, radiolabelling, lodine125
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ABREVIATIONS

Bq Becquerel

°C Température en degrés Celsius

CAT Chloramine T

CCM Chromatographie Couche Mince

Ci Curie

CLHP Chromatographie Liquide Haute Performance
cm centimetre

Cpm Coups par minute

1) déplacement chimique

DCM Dichloromethane

g gramme

GBq Giga Becquerel

FLIP Fluorescence Loss In Photobleaching
FRAP Fluorescence redistribution after photobleaching
Hz Hertz

H,0, Peroxyde d’Hydrogéne

H,SO, Acide sulfurique

ITLC Instant Thin Layer Chromatography

I, lode

J Constante de couplage exprimée en Hertz
Kev Kilo électron volt

m metre

mL millilitre

mL/mn millilitre par minute

mmol millimole

mol/L Mole par litre

MeOH Méthanol

Mev Méga électron volt

pum micrometre



NaOCl
NaOH
Na,S,04
PM
ppm
Ry
RMN
SEA
T/mn
TEMP
TEP
TMS
uv

Hypochlorite de sodium

Hydroxyde de sodium

Thiosulfate de sodium
PhotoMultiplicateur

Partie par million

Référence de front de migration
Résonance magnétique Nucléaire
Substitution Electrophile Aromatique
Tours par minute

Tomographie par Emission Mono Photonique
Tomographie par Emission de Positons
TetraMethylSilane

Ultra Violet
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Introduction générale

Introduction générale

De nos jours, le développement de nouvelles molécules d’intérét thérapeutique est une quéte
permanente pour les scientifiques impliqués dans ce secteur, la réaction d’iodation
électrophile figure parmi les réactions qui permettent de modifier la structure d’un composé
afin de lui conférer de nouvelles propriétés thérapeutiques.

Les dérivés de la coumarine sont des composes hétérocycliques qui présentent des
propriétés pharmaceutiques trés variées. Plusieurs familles de ces produits sont d’origine
naturelle et leur synthese a donné lieu & des médicaments appartenant & de nombreuses classes
thérapeutiques.

Certains des dérivés de la coumarine (dérivés activés) possedent des propriétés de
fluorescence intéressantes qui en font de bons candidats pour les études concernant les sondes
chimiques fluorescentes.

L’objectif de ce travail est I’étude de la réaction d’iodation €lectrophile de cing (05) dérivés
de la coumarine afin de mettre au point une stratégie de marquage a 1’iode 125 et d’en étudier
le potentiel en tant que radiopharmaceutique. Il s’agira aussi de choisir le ou les composés les
mieux adaptés a la réaction d’iodation.

A notre connaissance, il n’y a pas eu d’étude du radiomarquage a 1’iode 125 de ces dérivés
coumariniques, ce qui confére a notre travail un caractére original.

L’usage des radiopharmaceutiques a des fins diagnostiques ou thérapeutiques méne a la
production d’effluents et de déchets radioactifs dont les modalités de gestion doivent prendre
en compte les caracteéristiques radiologiques des radionucléides utilisés [1].

Ainsi, pour des raisons de sécurité et de gain de temps, il est judicieux de procéder d’abord
a des essais d’iodation « a froid », de mettre en place le protocole et d’en étudier les différents
parametres afin d’assurer les meilleures conditions pour les marquages radioactifs.

La synthése du ou des dérive de la coumarine choisis sera réalisée selon les concepts de « la
chimie verte » c'est-a-dire dans les conditions les plus respectueuses de I’environnement
(sans solvant toxique ou faible quantités de solvant, usage de I’irradiation micro-ondes pour
I’économie de 1’énergie et pour limiter les temps de réaction).Pour cette syntheése 1’iode a été
utilisé aussi bien pour I’iodation que pour la catalyse de la réaction de cyclisation.

Les coumarines et leurs dérivés iodés synthétisés seront caractérisés par différentes
méthodes : UV, fluorescence, CLHP et RMN.

Le travail de thése s’articule en deux parties :

» La premiére partie est consacrée a une étude théorique, réalisée a 1’aide de
différentes méthodes basiques de la chimie théorique qui permettent de
prévoir les sites de I’iodation par calcul des charges des différents atomes des
cing dérivés et par prédiction des deplacements chimiques en RMN du
proton .L’étude théorique de la lipophilie des cinq dérivés sera également
effectuée, elle sera nécessaire dans la compréhension de I’impact de
I’iodation sur la lipophilie des cinq dérivés.
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» La deuxiéme partie est consacrée a la mise au point d’un protocole d’iodation
« a froid » appliqué aux dérivés de la coumarine, plusieurs oxydants seront
utilisés, le ou les composés ayant le mieux répondu a I’iodation seront
candidats au radiomarquage.

Enfin, le ou les composés candidats au marquage radioactif le seront selon

un protocole inspiré de la méthode optimisée de la réaction d’iodation, puis
un contrdle de qualité sera effectué sur le composé marque.

13



GENERALITES



Généralités

I-Généralités
I-1-Les dérivés coumariniques

La coumarine, est le nom usuel désignant la 2H-1- benzopyrane-2-one (Figure 1), ¢’est une
molécule odorante extraite de la féve tonka, qui est le fruit du coumarou (Dipteryx odorata)
arbre originaire de Guyane .Elle est présente aussi dans diverses autres plantes comme
I’aspérule odorante (Galium odoratum) ou gaillet odorant et la cannelle de Chine
(Cinnamomum aromaticum) . Les coumarines sont des composes phénoliques végétaux,
portant un noyau benzénique dans leur structure [2]. En plus de la coumarine elle méme, de
nombreuses molécules d’origine végétale renfermant le noyau coumarinique sont déecrites
(Annexe 1) [3].

Elle est employée dans I’industrie des cosmétiques comme créeme pour cure de bronzage [2],
dans la parfumerie comme base pour certains parfums et déodorants [4] et dans 1’¢élaboration
de certains colorants lasers [5].

5 4
6 X 3
7
0O 270
8 1

Figure 1 : Structure de la 2H-1- benzopyrane-2-one

D’une manicre plus générale, la classe des molécules dérivées de la coumarine est tres
vaste puisque six positions peuvent étre substituées.

Les coumarines synthétiques sont utilisées en médecine pour leurs propriétés anti-
coagulantes et anti-convulsivantes [6], anti tumorales [7],anticancéreuses [8],
antifongiques[9],antibactériennes [10], insecticides ou anti oxydantes[11,12] anti-
inflammatoires [13,14,15] et inhibitrices de I’acétylcholinestérase[16] .

Les coumarines sont des hétérocycles aromatiques de forte conjugaison, ce qui en
fait de bons candidats pour la fluorescence. La coumarine elle-méme est relativement peu
fluorescente, mais des substitutions appropriées menent a des composes fortement
fluorescents : la substitution par un atome donneur en position 7 entraine une augmentation du
rendement quantique de fluorescence, typiquement supérieur a 70%. En revanche, il est connu
que les substitutions dans d’autres positions conduisent généralement a des composés tres peu
fluorescents [17,18-21].

Les coumarines présentent un déplacement de Stokes important (c’est la différence, en
longueur d'onde ou en fréquence, entre la position du pic du spectre d'absorption et celle du
pic du spectre de fluorescence) : la modification importante de la répartition des charges entre
I’état fondamental et 1’état excité entraine une forte réorganisation du solvant [22]. Les
propriétés acido-basiques particuliéres des coumarines, en font de bonnes sondes
fluorescentes du pH.

Les dérivés de la coumarine sont des substances occupant une place prépondérante dans la
synthese organique et présentant donc un intérét considérable en biologie et en
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pharmacologie. Ces molécules continuent de retenir I’attention des chercheurs et de
I’industrie, de nombreux travaux ont été réalisés afin d’augmenter leurs activités biologiques
par le biais de la modification de leurs structure réalisée par synthése chimique.

Cing dérivés de la coumarine (notés A a E) ont été étudies durant ce travail, ils sont connus
dans la littérature [23], leurs propriétés chimiques sont mentionnées en annexe 2.Leur
synthése est maitrisée et ont été gracieusement fournis par le laboratoire de chimie organique
appliquée (LCOA) de la faculté de chimie de ’'USTHB.

Les cing dérivés de la coumarine sont présentés dans la figure 2, la nomenclature utilisée est
celle donnée par le logiciel ChemSketch.

\CN

N
@) @)

A: 2-0x0-2H-ch romene_3_cyano B: 2-0x0-2H-ch romene-3-carb0xy

HO

C: 7-hydroxy-4-methyl-2-2H-chromene

\CN

//

HO O

O HO

D: 7-hydroxy-2-ox0-2H-chromene-3-cyano E: 7-hydroxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxy

Figure 2 : Les cing dérives de la coumarine
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I-2-La chimie « verte »

Garder le meilleur de la chimie tout en réduisant, voire en éliminant, les nuisances bien
réelles qu'elle engendre, c'est ce qu'a entrepris a la fin des années 1990, le chimiste américain
Paul Anastas ,appartenant a I’EPA (Environmental Protection Agency), en formulant les
douze grands principes d'une green chemistry, aujourd’hui mondialement reconnus [24].

La définition de la chimie verte, précise que la conception des produits chimiques doit tenir
compte de la réduction ou de I'élimination des substances dangereuses. En découlent 12
principes (voir annexe 3), toujours d'actualité, qui préconisent un choix plus avisé des
matiéres premiéres utilisées et des substances favorisant la réaction. Les chimistes doivent
mettre en ceuvre tout leur savoir-faire pour concevoir des réactions qui économisent les
atomes (qui ne produisent pas de molécules secondaires inutiles, voire nocives) et qui
¢conomisent 1’énergie (par exemple, les réactions a des temperatures peu élevées).

Dans notre étude , la synthese des dérivés de la coumarine a été faite de facon a minimiser
I’impact des réactions sur I’environnement, en utilisant peu ou pas de solvant, en employant
des catalyseurs et en réduisant les temps de réaction par utilisation du micro-onde.

I-3-Synthése organique par micro-ondes

En raison de leur faible longueur d’onde, les rayonnements ¢électromagnétiques usuels
(lumiere visible, infrarouge) pénétrent peu la matiere. Par contre, les micro-ondes aux
longueurs d’ondes centimétriques ou décimétriques, possédent des profondeurs de pénétration
dans les matériaux d’environ 10 cm [25]. lls occupent le domaine des valeurs de longueurs
d’onde A, comprises entre 1 cm et 1m (Figure 3). La bande allouée a la législation
internationale aux utilisations industrielle, scientifique, médicale et domestique correspond a
une fréquence v de 2450 Hz soit une longueur d’onde A de 12,2 cm).

% lcm \U/ lm

Longueur Eayon X | U.wv. WVisible | IR | MO lRadin
d'onde

Figure 3 : Domaines du spectre électromagnétique

La chimie sous champ micro-onde (Figure 4) est une technique de plus en plus utilisée. Elle
est a la fois simple a mettre en ceuvre, rapide et sélective.

C’est au cours des années 1975 que les micro-ondes sont apparues dans les laboratoires
[26].

Préalablement utilisés pour sécher la verrerie ou réaliser des réactions de mineralisations, ce
n’est que dans les années 1980 [27,28], que les micro-ondes se sont réveélés étre un bon outil
pour réaliser de la synthéese organique.
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Systéme dispersif : brasseur d'ondes Guide d'onde
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Figure 4 : Schéma de principe d’un four domestique

Un chauffage au cceur de la matiere assure une efficacité considérable au transfert d’énergie
(les synthéses se font en quelques minutes) .L’augmentation de la sélectivité et du rendement
d’un grand nombre de réactions ont fait que I’intérét pour cette technique s’est trés vite
développé [29-32].
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Figure 5 : Agitation moléculaire sous irradiation micro-ondes

Cette nouvelle approche de la synthese chimique rentre dans le cadre de la « chimie verte »
[33,34], elle a séduit un bon nombre de laboratoires qui cherchent a développer la chimie dans
le respect de I’environnement. Cette approche développée en paralléle avec la sonochimie
[35], la synthése en milieu aqueux [36,37] ou en liquides ioniques, la chimie sur support
solide [38] et la microchimie [39], permet d’initier & une nouvelle approche de la synthése en
laboratoire : travailler avec des petites quantités, dans des conditions douces, avec des réactifs
peu agressifs, en utilisant le moins de solvants possible.

18



Généralités

Les micro-ondes possédent la particularité d’interagir avec des molécules présentant un
moment dipolaire permanent non nul [40], créant ainsi un échauffement local par agitation
moléculaire. Un solvant peut rapidement monter en surébullition [41], ce qui peut représenter
un danger.

Le pouvoir d’activation important des micro-ondes combiné avec la chimie sur
support solide permet donc de s’affranchir de travailler avec des réactifs agressifs, et donc
toxiques et de réaliser la synthése dans des conditions beaucoup plus douces, dans des
solvants beaucoup moins toxiques ou sans solvant quand c¢’est possible. La chimie en solution
reste néanmoins un outil de choix particulierement en synthése hétérocyclique

L’activation micro-onde résulte de deux contributions :

- une d’origine purement thermique résultant de 1’agitation moléculaire (Figure 5) causée
par I’inversion des dipdles avec alternances du champ électrique.

- Une contribution spécifique, d’origine électrostatique résultant du phénomene
de polarisation dipolaire.

L’intérét relatif de ces deux effets peut étre apprécié en comparant les résultats obtenus SOUS
micro-onde ou par chauffage classique (dans un bain d’huile thermostaté) toutes
les conditions égales par ailleurs (temps, température....) (Figure 6).
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Figure 6 : Comparaison énergie libre Activation Micro-onde et thermique

Ce type d’activation est pratiqué a 1’échelle du laboratoire aussi bien en synthése simple,
qu’en synthese parallele.

La synthese chimique sous micro-ondes constitue donc une technique de plus en plus
utilisée en synthése organique. Destinée a tester rapidement et avec des rendements
appréciables de nouvelles voies de syntheses, quelques essais de syntheses industrielles ont
été réalisés mais c’est surtout en laboratoire que I’on pratique ce type d’activation, en
synthese simple comme en synthese paralléle ou en chimie combinatoire.
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I-4-Les logiciels de prédiction ou la chemoinformatique

La notion de chemoinformatique a émergé pour la premiére fois lors du développement
d’un médicament en 1998 [42].

La chemoinformatique est une discipline scientifique qui a évolué dans les 10 dernieres
annees a l'interface entre la chimie et I'informatique. 1l a été constaté que, dans de nombreux
domaines de la chimie, I'énorme quantité de données et d'informations produites par la
recherche en chimie ne peut étre traitée et analysée que par les méthodes assistées par
ordinateur.

Ainsi, des théories ont été développées pour la construction des bases de données sur les
composés chimiques et leurs réactions, pour la prédiction des propriétés physiques, chimiques
et biologiques des composés et des matériaux a 1’échelle de 1’atome et de la molécule. Elles
sont appliquées dans de nombreux secteurs de 1’activité de recherche : la conception des
médicaments, la détermination des structures, la prévision des réactions chimiques et
conception de synthése organique.

C’est une branche de la chimie et/ou de la physico-chimie qui utilise les lois de la chimie
théorique exploitées dans des codes informatiques spécifiques afin de représenter les
structures et propriétés d'objets chimiques (molécules, solides, surfaces ou autres), en
appliquant autant que possible ces programmes a des problémes chimiques réels.(@2)

Lors de notre étude théorique, trois logiciels ont été utilisés :

» GAUSSIANO3 (2003): est un logiciel de chimie numérique, créé a l'origine par John
Pople et sorti en 1970 [43]. Il a été depuis sans cesse mis a jour. Il est rapidement
devenu un programme de structure électronique trés populaire et largement utilisé. Il a
été utilisé dans notre étude pour le calcul des répartitions des charges des cing dérivés
coumariniques.

» ChemNMR H-1 Estimation (11.0) : Permet 1’évaluation théorique des déplacements
chimiques des spectres 1H et 13C en RMN.

» ChemSKETCH (ChemDraw ULTRA 8.0 et Chem3D Ultra8.03) : C’est un logiciel
qui permet de représenter la structure des molécules et entre autre de prédire la valeur
de LogP des composés etudiés, cette valeur est utilisée dans la détermination du
caractére lipophile.

Pour les trois logiciels la structure chimique est utilisée comme donnée.
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I-5-La lipophilie

Le caractere lipophile des derivés coumariniques étudiés a été détermine par le logiciel
Chemsketch. La lipophilie des composés est une grandeur mesurée en pratique par le
coefficient de partage dans un mélange eau/octanol et qui est exprimée en log Po:.

La lipophilie représente le paramétre physico-chimique clé permettant d'interpréter et de
predire les phénomenes de transport des molécules a travers les membranes biologiques. Elle
permet alors de prédire des phénomenes d'absorption ainsi que d'autres phénomeénes
intervenant dans le transport de métabolites.

L’étude du caractére lipophile de nos dérivés coumariniques revét une grande importance en
ce qui concerne la facilité avec laquelle ces substances pourront traverser les membranes
plasmiques, de méme qu’en ce qui concerne les interactions au niveau de leur récepteur. Ainsi
il est donc important de disposer de moyen de prédire ces effets quantitativement [44].

Nous avions comme objectif d’étudier le potentiel radiopharmaceutique de nos dérivés
iodés .Nous allons, dans ce qui suit, introduire quelques notions concernant les
radiopharmaceutiques, la stratégie de marquage, et les propriétés de 1’iode 125.

I-6-Les radiopharmaceutiques

Nous avions comme objectif d’étudier le potentiel radiopharmaceutique de nos dérivés
iodés .Nous allons, dans ce qui suit, introduire quelques notions concernant les
radiopharmaceutiques, la stratégie de marquage, Les radiopharmaceutiques utilisés en
médecine nucléaire sont des médicaments contenant des radionucléides, employés a des fins
diagnostiques ou thérapeutiques. Ces radionucléides peuvent étre utilisés soit sous une forme
chimique tres simple, soit liés a des vecteurs spécifiques d’un organe, d’une fonction
physiologique ou d’une pathologie : molécules organiques, analogues de molécules
biologiques, anticorps monoclonaux, particules (colloides,...), cellules sanguines, etc. IIs se
présentent soit sous forme de spécialité pharmaceutique contenant des radionucléides, livrées
prétes a ’emploi, soit sous forme de préparations radiopharmaceutiques réalisées a partir de
trousses, précurseurs et générateurs.

Leur spécificité en tant que médicament repose sur plusieurs propriétés :

- lls sont principalement utilisés a des fins diagnostiques mais également a des fins
thérapeutiques,

- lls sont souvent administrés en trés faibles quantités,

- La durée d’utilisation du médicament peut étre trés courte (quelques minutes a quelques
jours) en raison de la période physique du radionucléide,

- lIs se présentent sous la forme de sources non scellées, destinées a étre administrées par voie
veineuse ou orale, avec des activités variables selon I’utilisation, 1’age et le poids du patient.
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Une méthode de marquage, pour étre développée et utilisée en radiopharmacie doit
étre:

-Simple, avec le moins d’étapes possibles (une ou deux étapes).

- Rapide avec une durée en rapport avec sa demi-vie et si possible ne nécessitant pas d’étape
de purification, ceci afin d’éviter une rupture de la chaine de stérilité et de diminuer le temps
de préparation.

-La pureté radiochimique doit étre supérieure a 90 %.

- D’autres limitations interviennent dans la production de radiopharmaceutiques :
concentration en biomolécules, solubilisation et dilution de toutes les préparations dans du
sérum physiologique ou un tampon susceptible d’étre injecté¢ a I’homme, et délivrance du
médicament sous forme stérile et apyrogene.

I-7-Stratégie de marquage
I-7-1-Critére de sélection d’un isotope

Les critéres de sélection d’un isotope pour une utilisation optimale en médecine nucléaire
sont essentiellement dépendants des propriétés nucléaires du radionucléide : le type et
I’énergie du rayonnement, la demi-vie, et le mode de production.

I-7-1-1-Le type et I’énergie du rayonnement

Le choix du radionucléide inclus dans un radiopharmaceutique est fonction de son
utilisation. Si le but est diagnostique, le radionucléide devra étre émetteur des rayonnements
pénétrants et peu ionisants pour limiter les risques dosimétriques tout en étant parfaitement
détectable par voie externe. Par contre si le but est thérapeutique, la destruction de la cellule
cible dépendra du caractére ionisant des rayonnements émis par le radionucléide.

Les différents types de rayonnements sont :
I-7-1-1-1-Le rayonnement o :

C’est un rayonnement trés ionisant avec une énergie délivrée trés importante, de 1’ordre 6 a
7 Mev sur une courte distance, 50 a 90 um. Par contre, il est peu pénétrant et est arrété par une
feuille de papier. Son utilisation en médecine nucléaire est tres limitée [45]. Un exemple est
I’utilisation d’astate-211 dans la thérapie [46].

Noyau radioactif o Neutron

o Proton

m Particule alpha

Noyau (radioactif ou non)
avec deux protons et
deux neutrons en moins

Figure 7 : La radioactivité alpha (o)

22



Généralités

I-7-1-1-2- Le rayonnement 3 :

Deux types de rayonnement existent, selon que la particule émise est un électron () ou un
positron (B *). Le B ~avec une énergie de 2Mev et une distance parcourue de quelque pm a 10
mm est souvent utilisé en thérapie. Les émetteurs 3~ les plus utilisés sont 1’ ytrium-90, le
lutétium-177 et le rhénium 186/188.L’émission B * est utilisée en imagerie TEP (tomographie
par émission de positons) diagnostique. Ces rayonnements interagissent avec les électrons du
milieu et donnent deux photons y de 511 Kev.

Emission B Emission B*

Noyau Noyau

X

C

Y | ¥ |

2 Antineutrino Neutrino
Electron Positron

Noyau avec Noyau avec
un neutron en moins un proton en moins
et un proton en plus et un neutron en plus

Figure 8 : La radioactivité béta ()
I-7-1-1-3-Le rayonnement y :

Les rayonnements y sont constitués par des ondes ¢électromagnétiques d’énergie tres
variable. Ils sont tres pénétrants et peuvent traverser des épaisseurs importantes de matiére
[47]. A cause de ce caractére, les émissions y peuvent étre détectées par la caméra et sont
donc utilisées en médecine nucléaire diagnostique. L.’émission optimale pour les caméras
actuelles se situe autour de 150 Kev (de 70 a 500 Kev).

I-7-1-2- La demi-vie

La demi-vie d’un isotope (le temps au bout duquel la radioactivité a diminué de moiti€) doit
étre en relation avec la biodistribution de la molécule biologique (vecteur) a laquelle elle est
associée et donc a la demi-vie biologique du radioligand. La demi-vie physique du
radionucléide doit étre suffisamment longue pour lui permettre d'atteindre sa cible, et
suffisamment courte afin de limiter I’irradiation de 1’organisme.

En outre, si la fixation du radiotraceur sur la cible est specifique, on préfére un isotope avec
un demi-vie plus longue (par exemple : I’indium-111 a la place du technétium-99m).

De plus, la demi-vie détermine la possibilité d’utilisation d’un radionucléide a distance du lieu
de sa production. Plus la valeur de demi-vie est courte, plus le rendement de production doit
étre élevé pour compenser la perte de radioactivité due a la décroissance.
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I-7-1-3-Le mode de production

La sélection d’un radionucléide résulte d’un compromis entre ses caractéristiques nucléaires
mais aussi sa disponibilité et son prix de revient qui découle de sa polyvalence d’utilisation.
Les isotopes couramment utilisés en médecine nucléaire sont produits a partir de cyclotrons
(tel que *°31), de réacteurs nucléaires (***1), ou de générateurs (**"Tc). L'utilisation de
générateurs permet de produire un isotope & moindre codt sur le site méme de son utilisation.

I-7-2-Caractéristiques idéales d’un isotope :
¢+ Pour une utilisation en imagerie diagnostic :

- En Tomographie par Emission Mono Photonique (TEMP), un radionucléide doit émettre
un rayonnement y pur d’une énergie comprise entre 100 et 200 Kev et sa demi-vie doit étre
relativement courte, comprise entre 6 et 8 heures, voire 24 heures.

- Dans le cadre de la Tomographie par Emission de Positons (TEP), I’isotope doit avoir une
durée de vie compatible avec une utilisation en routine (> 1 heure), et I’émission doit étre
pure afin de limiter les contraintes de radioprotection.

«¢+ Pour une utilisation en thérapie :

- les radionucléides sont des émetteurs 3~ dont 1’énergie de rayonnement varie entre 0.5 Mev
et 2 Mev et dont la composante v est faible. La demi vie doit se situer entre 10 heures et 10
jours. La recherche sur I’utilisation de molécules marquées par un émetteur o se développe
mais aucune molécule n’est utilisée en routine en médecine nucléaire.

I-7-3-L’iode-125
I-7-3-1-Propriétés physiques et domaines d'application

Bien qu'environ 30 radio-isotopes artificiels d'iode aient été identifiés, seulement un isotope
stable, I’iode-127, est retrouvé naturellement. Les trois radio-isotopes (*3I, 1 et *!1) ont été
largement utilises pour marquer de petites et grosses biomolecules.

En pratique, I'iode-125 (t1,=59,9 jours, émission y E=35 keV) est employé pour des
expériences in vitro (par exemple, pour des études préliminaires dans le développement d'un
traceur destiné a I’imagerie), et en thérapie notamment dans le traitement du cancer de la
prostate. Alors que I'iode-123 (t1,=13,2 heures, émission y E=159 keV) est utilisé pour
I’imagerie en médecine nucléaire, dans le diagnostic par scintigraphie ou Tomographie par
Emission Monophotonique (TEMP). Enfin, I'iode-131 (t;,=8 jours, émission y E=364 keV
(83%) et émission B~ E=606 keV (90%)) est d’avantage employé en thérapie [48].

L’iode 125 provient généralement du bombardement du xénon gazeux par des neutrons dans
un réacteur. Lors de I’irradiation, plusieurs radionucléides du xénon sont produits, tels que
125%e (**™Xe et *9Xe étant des intermédiaires instables de périodes de 57 secondes et 19,9
heures, respectivement). Ces derniers se désintégrent en *°I.
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124%e (y) — ™Xe (57 sec) — 21 (60 jours)
124%e (y) — e (19,9 heures) — 21 (60 jours).

L’iode 125 (Na'?l) est une molécule peu couteuse, assez peu ionisante, mais suffisamment
énergétique pour que le rayonnement émis soit mesurable .Son émission particulaire
(électrons Auger) permet d’envisager une utilisation thérapeutique chez I’homme [49].

Une molécule radiomarquée doit étre évaluée par rapport au rendement de marquage, a la
pureté radiochimique et a I’activité spécifique :

I-7-3-2-Rendement de marquage :
C’est le rapport de la radioactivité captée par la molécule a celle initialement introduite.
I-7-3-3-Pureté radiochimique

L’introduction d'un atome d'iode dans une molécule est généralement réalisée par la
substitution nucléophile ou électrophile sur un atome de carbone. Dans le commerce, les
radioisotopes de 1’iode sont fournis sous forme d’iodures. Les iodures de sodium Na'?I sont
disponibles en solution dans une solution de NaOH 10 M ou dans un tampon phosphate,
alors que les iodures de sodium Na**I et Na*?I sont uniquement disponibles dans une
solution de NaOH 10 M pour le marquage des molécules.

La pureté radiochimique est définie comme étant la fraction des radio-isotopes présente sous
leur forme chimique spécifiée. Selon le processus appliqué, pendant le stokage, le radio-
iodide peut étre contaminé par différentes espéces chimiques de ’iode radioactif. La plupart
du temps, ce sont les formes oxydées qui apparaissent (I, 1057, 10% et 10*) & cause du
potentiel d'oxydation des iodures et des processus radiolytiques. Puisque la pureté
radiochimique de I’iode entrave les rendements radiochimiques des méthodes de marquages
nucléophiles et électrophiles, elle doit étre contrdlée par chromatographie sur couche mince
(CCM) ou chromatographie liquide de haute performance (CLHP).

I-7-3-4-Activité spécifique
L’activité spécifique du radiopharmaceutique est le rapport entre I’activité du radionucléide

et la masse totale de 1’échantillon, et s’exprime en Becquerels (Bq) ou en curie (Ci) par
mole (ou gramme).

1Bq = 1désintegration par seconde 1Ci = 3,7.10° Bq

La radioactivité spécifique maximale est atteinte lorsque le radionucléide est pur,
inversement proportionnelle a sa période, elle est genéralement évaluée pour une mole:

RASmax( Bq mol™)=Ln2x6.023.10% RASmax(Ci mol™)=_Ln2x6.023.10%
Tiz T12%3.7.10%
(T2 en sec)
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La radioactivité spécifique ne doit pas étre :
« Faible : dans ce cas le seuil de détection ne sera pas atteint
« Forte : dans ce cas, il se produira une radiolyse, ce qui engendre des impuretés et par
conséquent, la molécule perd sa spécificité vis-a-vis du récepteur auquel elle est destinée [50].

I-7-4-Méthodes de radioiodation

Généralement, les méthodes classiques d'iodation employées dans la chimie de synthese
organique peuvent étre employées pour la radiochimie. Cependant, ces méthodes doivent étre
adaptées en tenant compte de plusieurs parameétres tels que la demi-vie du radionucléide et les
concentrations tres faible utilisées. Les réactions principales de radiomarquage a l'iode sont
des substitutions nucléophiles ou électrophiles. La radioiodation directe (remplacement
d'atome d'hydrogéne par un atome de radioiode) représente une exception pour la substitution
électrophile sur les composés aréniques.

I-7-4-1-Substitution nucléophile

Dans des réactions de substitution nucléophile (SN) le réactif attaquant (dans ce cas ci
le nucléophile est un anion d'iodure) apporte une paire d'électrons au substrat (I'électrophile)
afin de former une nouvelle liaison et le groupe partant (le nucléofuge) est éliminé avec une
paire d'électrons. Plusieurs mécanismes distincts sont possibles selon le substrat (aliphatique
ou aromatique), le groupe partant et les conditions de réaction (le solvant, la température,
etc...). La radioiodation par substitution nucléophile est souvent exécutée avec les composés
aliphatiques et aromatiques selon la nature du groupe partant.

I-7-4-2-Substitution électrophile

La radioiodation électrophile est le processus selon lequel un iode de charge positive (1%)
attaque un systeme de forte densité électronique tel qu'un cycle aromatique ou une double
liaison. En conséquence, une liaison covalente carbone-iode est formée par perte de la charge
positive du groupe partant. Le groupe partant (I'électrofuge) doit nécessairement partir sans sa
paire d'électrons. Les groupes partants les plus importants sont les acides de Lewis.

La grande majorité des réactions électrophiles de radioiodation concerne la substitution
aromatique.

I-7-4-3-Mécanisme général de la substitution électrophile aromatique (SEA) :

La premiere étape du mécanisme est une addition au cours de laquelle le composé
électrophile A” réagit avec un doublet électronique du cycle aromatique (Figure 9). Cette
étape nécessite généralement une catalyse par un acide de Lewis. Cette addition conduit a la
formation d'un carbocation cyclohexadiénil connu sous le nom d’intermédiaire de Wheland
(ou complexe o, ou encore ion arénium). Ce carbocation est instable, puisqu'il correspond a la
fois a la présence d'une charge sur la molécule et a une perte d'aromaticité. Il est néanmoins
stabilisé par mésomeérie : la charge est en réalité délocalisee sur plusieurs atomes du cycle
aromatique.Au cours de la seconde étape, un atome d'hydrogene lié au cycle ayant subi
I'addition électrophile part en tant qu'ion H*. Le doublet électronique qui était utilisé pour la
liaison C-H permet alors au systeme de retrouver son aromaticité (@1).
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Figure 9 : Schéma général de la SEA

La substitution électrophile dépend de la basicité du noyau aromatique, basicité influencée
par ses substitutions :

- Les substituants activateurs sont ceux qui produisent un effet inducteur ou mésomere :
groupe alkyle, aryle,-NH,,-NHR,-NR5,-OH,-OR
- Ceux qui désactivent :-N(CHs)3",-NO,,-SO3H,-COOH ;-COOR, halogéne

L’orientation est fonction de 1’électronégativité des substituants (Figure 10) ; les groupes
alkyles augmentent la densité électronique en « ortho » et « para » par effet inducteur, les
groupes hydroxyles et amines par un effet mésomere. Les groupes désactivateurs augmentent
la densité électronique en « méta » sauf les halogénes qui orientent par effet mésomere en
« ortho » et « para ».

Les isomeres « para » sont predominants sur « ortho » en raison de I’encombrement stérique
[49].
R

ortho

meta

para

Figure 10 : Positions ortho, méta et para

L’activation du cycle par un substituant activateur comme 1’hydoxyle conduit souvent a des
dérivés pluri-iodés, ce qui peut modifier les propriétés biologiques et physico-chimique de la
molécule. Afin de contrdler la position de marquage, on peut substituer I’un des carbones du
cycle aromatique par un métal. Différentes espéces organométalliques ont été utilisées pour
ioder une molécule : le bore, 1’étain, le germanium ou le silicium. On constitue ainsi un
dipdle, le carbone étant plus électronégatif que le métal, cible privilégiée de la réaction
d’iodation [49].

Dans notre étude 1’électrophile « iode » est trop peu réactif, et ne peux étre substitué a

I’hydrogeéne qu’une fois activé par oxydation. L’iode peut exister sous plusieurs degrés
d’oxydation (Tableau I).
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C’est uniquement dans les états d’oxydation I° et I* (iode actif) qu’il est susceptible de
réagir au cours d’une substitution électrophile. L’étape de marquage fera donc appel a une
oxydation de I’iodure. La substitution électrophile se fait par effet inducteur-donneur du
groupement OH, car il dispose de deux paires d’électrons susceptibles d’entrer en résonnance
avec le noyau aromatique et d’en augmenter la densité électronique.

Tableau I : Différents degrés d’oxydation de 1’iode.

Degré d’oxydation | Formes moléculaires
I- lodure
1° iode élémentaire
I Indonium
5F KB
I 10 (iodate)
1" 10" (periodate)

I-7-4-4-Les agents d’iodation

Différents agents iodés peuvent étre utilisés pour introduire 1’atome d’iode radioactif sur son
substrat :
-I’iodure de sodium (Na*I)
- I’iode moléculaire (*1)
- ’acide hypoiodeux (*IOH)
-le chlorure d’iode (ICl)
- les composés organiques N-iodés (lodogen®).

Dans notre étude 1’agent d’iodation utilisé est I’iodure de sodium :
C’est le composé le plus simple de I’iode et la seule forme commercialisée. Il est utilisé dans
les réactions de substitutions aromatiques nucléophiles des halogénures, dans les réactions de
substitution aliphatique nucléophile des halogénures, dans les réactions de substitution des
sels de diazonium.

I-7-4-5-Les agents d’oxydation :
Nous avons utilisés trois agents d’oxydation durant notre étude :
I-7-4-5-1- La chloramine-T :

N-chlorotoluene sulphonamide de sodium (CAT), est un agent d’oxydation doux a
température ambiante dans des conditions neutres ou basiques [48], employé pour le
radiomarquage spécifique des peptides et des protéines (Figure 11). En solution aqueuse, la
chloramine T libere lentement I'acide hypochloreux (HOCI) qui oxyde I'iodure pour former un
ion d’iodonium (H,OI"). La réaction d’oxydation est controlée par adjonction d’un réducteur
généralement du bisulfite de sodium (Na;S;0s) qui va inactiver 1’agent d’oxydation et réduire
I” non substitué en 1.
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Figure 11 : Structure de la chloramine T

La chloramine T en solution aqueuse libére HOCI (acide hypochloreux) qui va oxyder
I’iodure en ion indonium H,OI" selon les réactions :

HOCI == H" + CIO" (ion hypochlorite)

CIO + I CI'+I0"=—10H > IOH," acide hypoiodeux ou ion indonium réactif de
marquage

I-7-4-5-2-Hypochlorite de sodium (Eau de javel) :

L'hypochlorite de sodium est un produit hautement réactif et se transforme rapidement
pendant et apres son utilisation. La réaction principale au cours de son utilisation est une
oxydation qui entraine a terme sa décomposition (a environ 99 %) en chlorure de sodium,
oxygene et eau.

Les équilibres de dissociation de I’Eau de javel suivants sont en jeu simultanément :

NaOCl+H,0 > NaOH+OHCI (acide hypochloreux)................... équilibre 1

HOCI == H" + CIO™ (ion hypochlorite) ..............ccccccovouunnnene. équilibre 2

C'est le niveau de pH qui favorise soit I'équilibre 1 soit I'équilibre 2. Plus le pH et la
température sont élevés et plus la réaction tendra vers la génération d’ions hypochlorite.

Comme pour la chloramine T 1’ion hypochlorite réagit de la méme fagon avec 1’iodure pour
former I’ion indonium.

Le degré chlorométrique (°chl.) de Guy Lussac

11 donne le pouvoir oxydant d’un litre d’eau de Javel, a 20°C, exprimé en litres de dichlore
gazeux sous 1 bar (101,3 kPa) et a 0°C. Il correspond au nombre de litres de chlore gazeux
qu'un litre de solution est capable de dégager en présence d'un acide dans des conditions
normales de température et de pression. Un litre d’eau de Javel de dilution courante, 12°chl,
peut, en milieu acide, libérer douze litres de dichlore gazeux ou, en milieu basique, posséde
sensiblement la méme action décolorante que douze litres de dichlore.
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I-7-4-5-3-Peroxyde d’hydrogéne ou eau oxygénée :

Le peroxyde d’oxygéne est un oxydant « vert » & fort potentiel oxydant, le seul déchet
produit est I’eau [51] .C'est un liquide incolore, transparent, légerement visqueux, miscible a
I'eau en toutes proportions et toujours vendu sous forme de solution aqueuse plus ou moins
concentrée, de 35 a 70 % en volume. Ses principaux intéréts résident dans son pouvoir
oxydant et son efficacité dans un large domaine de pH.

Les réactions mises en jeu (selon le protocole choisi pour la réaction d’iodation) sont les
suivantes :

Nal+H>0,+2H,S0,4 —3 I0SO3+NaHSO,4+2H,0
ArH*+10SOzH —» Arl+H,S0,

ArH+Nal+H;0,+H,SOs —  Arl+NaHSO4+2H,0

* . ArH deésigne les composés aromatiques.

I-8-Technique utilisées pour la caractérisation:
I-8-1-Méthodes et techniques de purification
I-8-1-1-Méthodes et techniques chromatographiques

La chromatographie est aujourd’hui, une méthode analytique largement utilisée pour la
séparation, I’identification et éventuellement le dosage des constituants chimiques dans des
mélanges complexes. Les facteurs qui interviennent dans le partage des molécules a séparer
entre la phase stationnaire et la phase mobile sont : la solubilité dans un solvant liquide, la
taille (la forme), la polarité, la charge électrique, la présence de groupements d'atomes
formant des sites particuliers. Les différents types de chromatographie résultent du fait que
I'on a privilégié I'effet de I'un de ces facteurs par rapport a I’autre, mais il faut noter que
I'exclusivité d'un mécanisme n'est jamais totale au cours d'une séparation chromatographique.
Il existe différentes sortes de chromatographies parmi lesquelles ont peut citer :

- La chromatographie de partage : C'est une chromatographie liquide-liquide. Cette
chromatographie est ainsi dénommeée car elle est basée sur le partage du soluté dans les
deux phases liquides.

- La chromatographie d'exclusion : elle est encore appelée chromatographie d'exclusion-
diffusion, tamisage moléculaire, gel filtration, perméation de gel. La phase stationnaire est un
solide poreux : les grosses particules sont exclues de la phase fixe, en revanche les petites
particules incluses diffusent plus lentement dans les pores du gel.

- La chromatographie d*adsorption : c'est une chromatographie liquide-solide. La phase
stationnaire est un adsorbant solide polaire.

- La chromatographie d'adsorption en phase inverse : c'est une chromatographie liquide-
solide dans laquelle la phase stationnaire est apolaire.
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- La chromatographie sur échangeurs d'ions : ou la phase stationnaire est constituée par
une résine porteuse de groupements ionisés négativement ou positivement, exergant des
interactions de type électrostatique avec les solutés ioniques du milieu.

- La chromatographie d'affinité : ou la phase stationnaire est un support macromoléculaire
chimiquement inerte, sur lequel est greffé un effecteur qui présente une affinité biologique
(bio-affinité) pour un soluté de I'échantillon a analyser (affinité enzyme-substrat, ligand-
récepteur, antigéne-anticorps).

En résumé, les différents principes de chromatographie résultent du fait que I'on a privilégié
I'effet de I'un des facteurs suivants, afin de séparer des composes constituant un mélange:
- la solubilité dans un solvant liquide dans la chromatographie de partage
- la taille, la forme dans la chromatographie d'exclusion
- la polarité dans la chromatographie d'adsorption, et d'adsorption en phase inverse
- la charge électrique dans la chromatographie par échange d'ions
- la présence de groupements d'atomes formant des sites particuliers dans la
chromatographie d'affinité

I-8-1-1-1-La chromatographie sur couche mince :

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple et
peu coliteuse, utilisée au cours de la séparation et de I’identification des métabolites (Figure 12). Elle repose
principalement sur le phénoméne d’adsorption. Elle s’applique aux molécules pures, aux extraits
(mélange complexes de métabolites) et aux échantillons biologiques. Elle permet d’avoir une idée
globale des métabolites présents dans un extrait ou une fraction, permet un contrdle aisé et rapide
de la pureté d’un composé lorsque les conditions opératoires sont bien déterminées. Elle
permet également de suivre la progression d’une réaction étant donné qu’elle indique le nombre de
composants dans un mélange réactionnel. La mise en ceuvre d’une CCM nécessite plusieurs mateériels tel
que :

- Une cuve chromatographique : c’est un récipient en verre, de forme variable (selon les
manipulations a effectuer) fermé par un couvercle maintenu étanche.

- Une phase stationnaire : ¢’est une couche d’absorbant étalé uniformément sur un support en aluminium
ou en verre de dimensions variables (généralement 20 x 20 cm,10 x 10cm ou 5 x 10cm) avec
une épaisseur comprise entre 0.5 et 2 mm. L’adsorbant que nous avons utilisé est le gel de
silice (Merck) qui permet la séparation de substances lipophiles et hydrophiles d’un mélange.

- La phase mobile : ¢’est 1’éluant, il est composé d’un solvant unique ou d’un mélange de solvant qui migre
lentement le long de la plaque en entrainant les composants de I’échantillon déposé.

- Les échantillons : ils sont le plus souvent solubilisés dans un solvant volatil qui n’est pas forcément le méme
que I’éluant. Les échantillons a analyser sont appliqués en petits spots sous forme de points ou de bandes sur
I’absorbant. La plaque est déposée verticalement dans la phase mobile constituée, comme on a préalablement
indiqué, par un ou plusieurs solvants organiques. Pour une bonne élution, la cuve contenant le solvant
d’¢lution doit étre saturée pour cela un papier filtre Whatman recouvre les parois de la cuve
Une fois le développement du chromatogramme effectué, la plaque est séchée a température ambiante

31



Généralites
puis examinée a I’UV (longueurs d’ondes A = 254 nm et 365 nm).Si nécessaire, les taches du
chromatogramme sont révélées par pulvérisation de réactifs appropriés.

On détermine alors, pour chaque constituant, le Rapport frontal (ou Rate factor) :

Rt = Distance parcourue par le constituant
Distance parcourue par le front de I’éluant

e Le Rsest caractéristique d’une substance donnée pour un éluant déterminé sur un
support «phase stationnaire» donne.

e LeRs estle méme, que le constituant soit pur ou dans un mélange.

o LeRs ne dépend pas de la concentration du constituant dans le mélange

couvercle
Os ¥
g
Plaque | e front de
solvant

solvant

Figure 12: Schéma du développement chromatographigue dune plague

I-8-1-1-2-Chromatographie liquide haute pression (CLHP)

La chromatographie liquide & haute pression est une technique basée sur les mémes principes
que ceux de la chromatographie classique sur colonne sans en présenter les inconvénients que sont: la lenteur
des séparations, I’absence de détecteurs et la quantité¢ considérable d’échantillon nécessaire. C’est un
appareillage plus sophistiqué qui permet de mettre en ceuvre, selon la nature de la phase stationnaire, aussi bien
des phénomenes de partage, qui sont les plus courants, que des phénomenes d’adsorption, d’échanges d’ions
ou d’exclusion (Figure 13). La phase stationnaire est une colonne de silice phase inverse Cyg

La méthode de séparation qu’elle utilise fait appel aux mémes éléments de base que ceux employés
pour la chromatographie classique sur colonne, soit un ou plusieurs solvants et une colonne remplie
avec une phase stationnaire. Dans ce cas, la colonne est précédée d’une pré-colonne (phase inverse C
18 également) qui permet d’éviter les colmatages éventuels occasionnés par I’accumulation de molécules de
tres grosse taille. Ces colonnes en phase inverse (C18) permettent la séparation des
COMpOSEs polaires, solubles dans 1’eau ou dans les mélanges hydro-alcooliques.
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La grande différence par rapport a la chromatographie classique réside dans la durée d’élution.
Cette vitesse est obtenue par I’application d’une pression élevée grice a une pompe qui maintient constant le
débit de I’¢luent. Cette technique se distingue également de la chromatographie classique par 'utilisation d’un
détecteur dont le message est enregistré puis exploité par un détecteur relié au systéeme. Il est souvent
difficile de trouver rapidement les conditions opératoires qui meneront a une bonne
séparation. Dans ce cas, la phase analytique (CLHP analytique) conduit au choix des conditions
expérimentales de la separation [52].

Injecteur

. ' Signal
Echantillon Détecteur Ordinateur—tl.;\__/_u_J

+ Chromatogramme
N
Cd

Pré colonne

N
v

Pompe

Colonne
Thermostatisation

Phase I |
o bile Poubelle

Figure 13 : Schéma de principe d’une chaine CLHP

1-8-1-2-la recristallisation

C’est une méthode de purification utilisée dans la plus part des cas pour les composés
pouvant se présenter sous forme de cristaux. Elle s’utilise méme sur de petites quantités .Le
principe de cette technique est basé sur la solubilité des mélanges a séparer. En effet,
lorsqu’on veut isoler ou purifier un composé présent dans un mélange par cette technique, la
premiere étape consiste a trouver le meilleur solvant de recristallisation.

On appelle meilleur solvant de recristallisation, le solvant dans lequel le produit a cristalliser
est peu soluble a froid et trés soluble a chaud alors que les impuretés sont solubles a chaud et
a froid.

Par chauffage suivi immédiatement de filtration, on élimine une partie des impuretés
insolubles a chaud. Le refroidissement permet au produit de cristalliser. La filtration suivante
permet d’éliminer le solvant et la partie des impuretés solubles a froid [52].

I-8-2-Les techniques d’identification structurale

L’identification des structures moléculaires organiques se fait généralement par utilisation
combinée de plusieurs techniques spectroscopiques, la spectrométrie de masse, la
spectrométrie UV et infrarouge, la résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone.
Ces techniques permettent dans un temps réduit d’avoir des données importantes conduisant a
la I’¢lucidation structurale. Les plus utilisées au cours de notre travail ont été :
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I-8-2-1-La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire ou RMN est une technique utilisée pour 1’analyse des
structures de nombreuses molécules chimiques. Elle sert principalement a la détermination
structurale des composés organiques. Elle permet d’obtenir en un temps relativement court
des informations qualitatives ou quantitatives sur 1’échantillon analysé. Les principaux
noyaux ¢étudiés sont le proton 1H, le carbone 13C, le phosphore 31P, et I’azote 15N.

Cette méthode repose essentiellement sur le phénoméne de magnétisme. En effet, les noyaux
de certains atomes (*H, *3C, etc...) possédent un moment magnétique nucléaire, c'est-a-dire
qu’ils se comportent comme des aimants microscopiques caractérisés par une grandeur
quantique appelée «le spin» [53].

La technique de RMN étudie le comportement des noyaux atomiques en présence d'un
champ magnétique externe. Le champ magnétique appliqué aux produits entraine un
dédoublement des niveaux d'énergie du spin nucléaire, de sorte qu'on puisse induire des
transitions entre eux, suite a I'absorption d'une radiation électromagnétique adéquate. Les
échantillons sont dissous dans un solvant deutéré qui peut étre du méthanol, du chloroforme,
de la pyridine etc... Ces solvants possédent des déplacements chimiques spécifiques (Tableau
I1). Le tube contenant 1’échantillon est soumis au champ magnétique permettant 1’obtention
des spectres utiles a la I’élucidation structurale.

Tableau Il : Déplacement chimique (en ppm) des solvants deutérés utilises

Solvants 8 "H(ppm)
Chloroforme-d1 7.27(1)
Méthanol-d4 4.85(1) ,3.30(5)
DMSO-d6 2.49(5)

Différentes techniques peuvent étre utilisées :
[-8-2-1-1-RMN monodimensionnelle (RMN — 1D)

e RMN proton (1H)

Le spectre RMN du proton est une méthode puissante utilisée dans la détermination
structurale des composés organiques inconnus. Il fournit de nombreuses informations telles
que, les différents types d’hydrogenes présents dans la molécule analysée, les différents types
d’hydrogénes présents dans l'environnement électronique, le nombre d'hydrogenes "voisins™
d’un hydrogene donné et le déplacement chimique caractéristique de chaque proton. C’est la
technique la plus utilisée car le proton a un facteur gyromagnétique élevé et une abondance
isotopique proche de 100%, ce qui donne a la technique une bonne sensibilité.

En RMN du 1H, trois informations sont importantes [54] :

» Le déplacement chimique (9) :
C’est une fréquence exprimable en Hertz (Hz), qui est en pratique toujours présentée
sous la forme d’une échelle de ppm qui a I’avantage d’étre la méme quelle que soit la
puissance de I’appareil.
Elle donne une indication sur la nature des groupements chimiques présents.
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» L’intégration :
L’aire sous la courbe de chaque pic est proportionnelle au nombre d’atomes
d’hydrogene équivalents concernés.

> Le couplage :
Chaque proton est couplé avec ses voisins immédiats non équivalents dans la molécule. Ceci
se traduit par un changement de forme des signaux observés. Le signal d’un proton indique le
nombre de protons avec lesquels il est couplé (n+1 raies pour n voisins) et peut méme donner
des renseignements d’ordre structural, via 1’écartement de ces raies, mesuré en Hz et appelé
constante de couplage (J).

e RMN carbone (13C):
Dans cette expérience, chaque atome de carbone qui est dans un environnement unique
provoque un pic signal distinct sur un spectre. Généralement, cette technique permet de mettre
en évidence tous les carbones de la molécule. L'analyse se base les déplacements chimiques
observés en fonction de I'environnement de chacun des atomes de carbone. Cette expérience
permet la mise en évidence des carbones primaires (CH3), secondaires (CH2), tertiaire (CH)
et dans une moindre mesure les carbones quaternaires.

[-8-2-1-2-RMN bidimensionnelles (RMN — 2D)

Les expériences de RMN-2D reposent sur une succession de trois intervalles de temps, le
temps de préparation, le temps d'évolution et le temps de détection. Dans certaines autres

expériences, il peut s’ajouter une autre période avant la détection, c’est le temps de mixage
[55].

I-8-3-La spectroscopie Ultra-violet (UV)

Les techniques de spectroscopie UV visible sont des méthodes simples et rapides qui
fournissent des informations sur la nature chimique, les propriétés physico structurales, et les
caractéristiques optiques des composés. C’est une méthode quantitative et qualitative de
grande utilité pour les analyses chimiques. Dans les composés, chaque fonction absorbe a une
longueur d’onde bien déterminée. Ceci permet de caractériser les molécules. La mesure de
I’absorption UV permet également de connaitre ou de déterminer la composition chimique
d’un mélange, par comparaison avec des témoins.

La spectroscopie est 1’étude du spectre €électromagnétique d’un phénomene visuellement
détectable (d’ou le suffixe -scopie). Depuis, 1’ceil a été remplacé par différents types de
détecteurs photoélectriques et il convient alors de parler de spectrophotométrie.

La spectroscopie UV-Visible qui repose, pour les molécules organiques, sur des interactions
entre le rayonnement électromagnétique et les électrons des orbitales moléculaires, et le plus
souvent des électrons & et des paires libres. On parle alors de « chromophores ».

La spectroscopie UV est basée sur 1’absorption du rayonnement électromagnétique et les

spectres UV-Vis représentent en général 1’absorbance en fonction de la longueur d’onde (A vs
A).
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L’absorbance A, dans certaines conditions, est fonction de la concentration, du trajet
optique et du coefficient d’extinction molaire suivant la loi de Beer-Lambert :

A=¢.L.C

o ¢ est le coefficient d’extinction molaire a une longueur d’onde donnée (en cm™.M™); | est
le trajet optique (en cm) et C est la concentration de la solution étudiée [56,57].

De nombreux parametres peuvent provoquer la déviation par rapport a cette loi. Elle

n’est plus vérifiée quand la concentration devient trop élevée, quand une réaction modifie la
composition ou le pH ou quand il reste des impuretés.

1-8-4-La spectroscopie de fluorescence

La fluorescence est le résultat d’un phénomeéne triphasique qui s’opére sur certaines
molécules qui sont généralement polyaromatiques ou hétérocycliques appelés fluorophores ou
sondes fluorescentes.

s, ]
A (2
k) S.
Phase 1: excitation,
. o, -
Exercry MVex ) hv Hf@
T ~ Phase 2: durée de vie de I’état excité,
Phase 3: émission de fluorescence
S, ¥

Figure 14 : Diagramme de Jablonski illustrant le processus de fluorescence

Une molécule fluorescente (fluorophore) posséde la propriété d'absorber de I'énergie
lumineuse (lumiére d'excitation) et de la restituer rapidement sous forme de lumiere
fluorescente (lumiere d'émission). Une fois I'énergie du photon absorbée, la molécule se
trouve alors dans un état electroniquement excité, généralement un état singulet, que I'on note
S1° (Figure 14). Le retour a I'état fondamental peut alors se faire de différentes maniéres.
L'une d'elles est I'émission d'un photon, c'est le phénoméne de fluorescence. La longueur
d'onde ré-émise par la molécule excitée peut étre de méme longueur d'onde (fluorescence de
résonance) ou de longueur d'onde plus grande. Ce dernier cas se justifie par le fait que, dans
les milieux liquides en particulier, la molécule retourne a I'état fondamental a partir du niveau
de vibration le plus bas de I'état excite (regle de Kasha). Cette différence est appelée
déplacement de Stokes (Figurel5) et se calcule selon la formule :

A StOkeS:_Vex _;'em 5 621/7\4
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e

Déplacement de Stokes
A

Intensit

absorption

Longueur d'onde

Figure 15 : Déplacement de Stokes

Ce déplacement du spectre d'émission vers des longueurs d'onde plus élevées donc de
moindre énergie, décrit par la loi de Stokes est essentiel pour la séparation et la détection de la
lumiere de fluorescence, signal spécifique délivré par le fluorophore.

Contrairement a la spectrophotomeétrie, la détection ne se fait pas par rapport a une
référence, mais le photomultiplicateur (PM) opére un comptage de tous les photons émis, d’ou
une plus grande sensibilité de la technique. La limite de détection dans un spectrofluorimetre
atteint 10™ & 10™ mol/L, et peut descendre jusqu’a 10" mol/L en microscopie &
fluorescence.

Cependant, du fait qu’on travaille sans référence, la possibilité d’observer des artéfacts est
plus grande : en effet, le photomultiplicateur prend en compte tous les photons émis,
notamment ceux pouvant provenir d’impuretés présentes dans le milieu d’analyse ou sur les
parois de la cuve, ainsi que le signal correspondant a la diffusion par 1’échantillon de la
lumiere excitatrice.

Par ailleurs, pour des solutions suffisamment diluées, 1’intensité de fluorescence est
proportionnelle a la concentration. L’écart par rapport a la linéarité augmente avec la
concentration et il est possible d’observer pour de fortes concentrations une diminution de
I’intensité de fluorescence due a des effets de filtres internes.

Il existe un grand choix de fluorochromes, chacun pouvant étre caractérisé par ses spectres
d'excitation et d'émission. Les différentes caractéristiques des fluorophores sont :

- Longueurs d'onde : celles qui correspondent aux pics des spectres d'excitation et

d'émission

- Coefficient d'extinction (ou absorption molaire) : il relie la quantité de lumiére

absorbée, a une longueur d'onde donnée, a la concentration du fluorophore en solution
-1 -1

(M™~.cm™)

- Rendement quantique : efficacité relative de la fluorescence comparée aux autres
voies de désexcitation (= nombre de photons émis / nombre de photons absorbes)

- Durée de vie a I'état excité : c'est la duréee caractéristique pendant laquelle la
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molécule reste a I'état excité avant de retourner a son état fondamental (ordre de la
picoseconde). Cette durée est assimilable a la demi-vie de I'état excité.

- Photoblanchiment (photobleaching) : lorsque la molécule est a I'état excité, il existe une
certaine probabilité pour qu'elle participe a des réactions chimiques (on parle alors de
réactions photochimiques), en particulier avec I'oxygene sous forme de radicaux libres. Le
fluorochrome perd alors ses propriétés de fluorescence. Autrement dit, quand on excite une
solution de molécules fluorescentes, une certaine proportion d'entre elles est détruite a chaque
instant et par conséquent l'intensité de fluorescence décroit au cours du temps. Ce phénomeéne
peut étre génant, notamment en microscopie de fluorescence, mais il peut également étre mis
a profit pour mesurer la mobilité moléculaire par la méthode de redistribution de fluorescence
apres photoblanchiment (FRAP) ou de FLIP (Perte de fluorescence au cours d'un
photoblanchiment local).

Les principales applications de la fluorescence sont :
¢+ La détection et le dosage d’espéces fluorescentes.

s La détection et le dosage d’espéces a I’aide de sondes fluorescentes (puces a ADN,
balises moléculaires, dosage de protéines, d’anticorps, etc.).

%+ La mesure des distances entre espéces dans les cas de transferts de fluorescence.

K/
L X4

L’¢étude de I’influence des parameétres du milieu sur la fluorescence moléculaire.

X/
°

L’¢étude des modifications structurales ou chimiques d’une molécule fluorescente.

X/
°

Et de nombreuses applications pratiques (lampes fluorescentes, marquage de sécurité
de documents, criminologie, décoration, spectacle, etc.) [58].
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I1-Matériel et méthodes
11-1-Matériel
11-1-1-Réactifs et produits chimiques

Tous les solvants et réactifs sont obtenus aupres de SIGMA ou de FLUKA et sont de pureté
chimique adaptée pour une utilisation en CLHP et CCM :

Acide chlorhydrique.....................coo FLUKA
Acide sulfurique..................o FLUKA
Acide p-toluénesulfonique monohydrate......................... SIGMA
ACEtoNItrile ... SIGMA
MEhanol ... SIGMA
Dichlorométhane...................c.cocooooiiiiioe e SIGMA
RESOICINOL. ..., SIGMA
Ethyl acétoacetate........................coooio SIGMA
Ether éthylique.................... SIGMA
Chloramine T (CAT) ..o SIGMA
Hypochlorite de sodium 6%................c.cccooooooiiiiiieieee, SIGMA
Peroxyde d’hydrogene 30V.........ciiiiiiiii, SIGMA
lode bisublimeé (12) ..o SIGMA
N OO MDS, NORDION, Belgique
Thiosulfate de SOIUM...............coccooooiiiiiiieiee SIGMA

Les dérives de la coumarine :

Composé A : 2-oxo-2H-chromene-3-cyano

Composé B : 2-0xo-2H-chromene-3-carboxy
Composé C : 7-hydroxy-4-methyl-2-2H-chromene
Composé D: 7-hydroxy-2-ox0-2H-chromene-3-cyano

Composé E : 7-hydroxy-2-oxo-2H-chromene-3-carboxy

Les cinq composés ont été aimablement fournis par 1I’équipe du laboratoire de chimie
organique appliquée (LCOA) de la faculté de chimie de 'USTHB.
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I1-1-2-Instruments pour les études analytiques
Point de fusion (mp) :

Les points de fusion des solides sont mesurés sur un appareil STUART SCIENTIFIC SMP3
dans des tubes capillaires ouverts et ne sont pas corrigeés.

Spectrophotomeétre UV :

Le spectrophotometre utilisé est un appareil CARY 50 SCAN U-V visible de VARIAN
Spectrophotométrie de fluorescence :

Le fluorimétre employé est un CARY ECLIPSE de VARIAN.
Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) :

Les séparations CLHP sont realisées sur deux systemes :

1- CLHP PERKIN ELMER Série 200 muni d’un détecteur UV-visible a barrette de
diodes (Perkin Elmer Ct, USA) et d’un injecteur rhéodyne 7725i. La phase
stationnaire du systeme HPLC est matérialisée par une colonne en acier 150x4.6
mm renfermant un gel de silice sous forme de microsphéres (de 5 um de diamétre)
greffées par une chaine C18. La colonne était a la température du laboratoire.

2- CLHP HP HEMLETT PACKARD Série 1100 muni d’un détecteur UV-visible a
barrette diode et d’une colonne C18.

Les solvants utilisés sont de qualité CLHP.

La chromatographie sur couche mince : les plaques utilisées pour la détection des
molécules iodées apres synthése sont des plaques aluminium « TLC Silicagel gel 60 Fas4 »

(MERCK) .Le systéme d’élution est composé de dichlorométhane/méthanol 11 :1.Les CCM
sont analysées en lumiére visible et sous UV (254 et 356 nm).

Les plaques utilisées pour les contrdles de puretés radiochimiques sont des plaques ITLC-SG
(Gelman Sciences Inc) .

Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :
RMN du proton 1H :

Les spectres RMN du proton 1H sont enregistrés sur des appareils BRUCKER 300 ou 400
MHz. Les valeurs des déplacements chimiques sont exprimées en ppm (9) relativement au
signal résiduel du solvant utilisé comme référence interne le tétraméthylsilane (TMS). Les
spectres sont enregistrés dans le DMSO deutéré.

Les constantes de couplages (J) sont données en Hertz (Hz) par ordre croissant. Les
abréviations suivantes sont utilisées pour décrire la multiplicité des signaux : s (singulet), d
(doublet), t (triplet).
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Mesure de la radioactivité :

Différents instruments de mesure de la radioactivité ont été utilisés. La mesure des
échantillons liquides et solides est réalisée soit par un activimetre ISOMED 1010
(pour les activités supérieures a 37 KBq), Soit par un passeur d’échantillon, compteur
gamma Perkin Elmer 2470 (pour les activités inférieures a 37 KBq) assisté par ordinateur et
piloté par un logiciel d’exploitation.

Four a micro-ondes domestique : modifié type SAMSUNG DIGITAL TDD system
2450MHz 800W.

Lampe UV ... e CAMAG UV-BETRACHTER
Balance .......o.ooeiiiii OHAUS

BtUVe .o THELCO

VOMTEX o LABINCO

CentrifugeUSE ... BECKMAN

Plaque chauffante avec agitation ...........................ooea HEIDOLPH

Boite a gants en dépression avec aspiration d’air dans un filtre a charbon.

Thermométre infrarouge portable avec pointeur laser.............. TESTO 826-T4
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11-2-Méthodes

La premiére partie de ce travail est une étude théorique basée sur 1’utilisation de différents
logiciels permettant d’établir la répartition des charges, les déplacements chimique du proton
en RMN et le calcul des LogP des cing dérivés de la coumarine ainsi que de leurs homologues
iodés. L’interprétation des résultats permettra d’avoir une vue d’ensemble sur les sites
d’iodation des cinq dérivés iodés.

La seconde partie est la partie expérimentale, un protocole d’iodation sera appliqué sur les
cing dérivés de la coumarine, ce protocole est inspiré de divers publications scientifiques
traitant de 1’iodation de molécules aromatiques activées .Les réactions d’iodation seront
suivies par CCM .Les produits de réactions seront analysés par RMN du proton, les résultats
de cette analyse permettront de sélectionner le ou les composés ayant le mieux réagit a
I’iodation, et ils permettront de comparer les résultats de 1’étude théorique avec ceux de
I’expérimentation, le ou les composés sélectionnées seront synthétisées selon les préceptes de
« la chimie verte » . Des réactions d’iodation seront alors réalisées avec différents oxydants, et
les produits de réactions seront étudiés par CLHP.

Enfin, un protocole d’iodation adapté a I’utilisation de 1’iode 125 (radioactif) sera validé
d’abord a froid (avec la molécule de Nal froide) puis sera appliqué sur la ou les molécules
sélectionnées. Un controle de qualité sera effectué sur le ou les composés marqueés.

11-2-1- Etude théorique par logiciel

La prédiction des sites d’iodation par répartition des charges a été réalisée avec le logiciel
GAUSSIAN par la méthode semi empirique du modéle AM1 (Austin Model 1) et du modele
PM3 (Parametrised Model 3) qui est une variante du modéle AM1.Ce modele est adapté a la
détermination des répartitions de charges [59]. Les méthodes semi-empiriques permettent des
calculs rapides et sont de précision suffisante pour la prévision des propriétés physico-
chimiques.

GAUSSIANO3 permet de connaitre la répartition des charges sur les dérivés de la coumarine
ainsi que sur les dérivés 10dés , les sites potentiels d’iodation seront alors déterminés.

Les déplacements chimiques du proton des cing dérivés coumariniques et de leurs
homologues iodés sont évalués avec le logiciel ChemNMR.

Les valeurs de LogP (qui détermine le caractere lipophile ou hydrophobe d’un composé) des
dérivés coumariniques et de leurs homologues iodés sont calculées par le logiciel
ChemSketch. Le caractere lipophile des composés étudiés est a comparer aux résultats des
analyses CCM et CLHP.
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11-2-2-Etude expérimentale
11-2-2-1-Etude UV et fluorescence des compose A-E

Les composés A a E ont été analysés en spectrométrie U-V-visible et de fluorescence dans
le méthanol & une concentration de 8x10™ mole/L.

11-2-2-2-Syntheses et caractérisation des dérivés iodés A-E
Les composes A a E ont été iodés selon le protocole suivant :

Toutes les réactions d’iodation on été réalisée a pH~ neutre car a ce pH ’iode s’oxyde
facilement en cation indonium I" et le cycle benzénique est alors ionisé en anion par la perte
d’un proton H" [60].

Dans un ballon Bicol de 100ml, 10mmol du composeé (A-E) ainsi que le Nal (0.15g,10mmol)
sont dissous a chaud dans 10ml d’acétonitrile/MeOH (V/V) , le ballon est placé dans un bain-
marie a 60°C sous reflux et sous agitation, 5ml de chloramine T (0.227g,10mmol) sont
ajoutés goutte a goutte pendant 20 minutes .On note un changement de couleur du mélange
réactionnel qui vire du jaune au marron foncé lors de I’ajout de I’oxydant, c’est le signe de la
production de I,.

L’évolution de la réaction est suivie pendant deux heures par CCM, et arrétée avec 3ml de
Na;S,03 a 10% afin de réduire 1’iode qui n’a pas réagit, le mélange réactionnel est centrifugé
apres ajout de quelques gouttes de HCI 10% afin de précipiter le produit formé, le culot est
rincé plusieurs fois jusqu’a pH neutre puis séché.

Les préparations d’une solution oxydante de chloramine T et d’une solution réductrice de
thiosulphate de sodium en solution aqueuse, sont extemporanées.

Les cinq réactions de syntheses ont été suivies par CCM, le systeme d’élution est composé
de Dichlorométhane : Méthanol (11:1), les taches sont révélées par lampe UV. Les produits
des réactions seront analysés par RMN du proton.

Selon les résultats (CCM et RMN) le composé ayant le mieux réagi a la réaction d’iodation
est le composé C (les explications sont données dans la partie résultats et discussions) il fera
donc I’objet d’une nouvelle synthése, réalisée dans le respect des principes de la chimie
durable ou « chimie verte », et d’une optimisation de la réaction d’iodation.

11-2-2-3-Synthése « verte » du composé C

De nombreux catalyseurs acides ont été utilisés dans la réaction de « Von Pechmann » [61]
pour la synthese de dérivés coumariniques, comme 1’acide sulfurique [62-65] acide
trifluoroacétique [66], pentachlorure de phosphore [67,68] trichlorure d’aluminium [69], zinc
iodide [70], ainsi que des métaux onéreux comme les halogénures d’indium [71] et de
palladium [72]. Ces catalyseurs étaient utilisés en exces, par exemple pour 1’acide sulfurique
les proportions étaient de dix a douze équivalents. Tous les catalyseurs utilisés sont nocifs, et
ne sont pas tres efficace en termes de temps et de rendement. Dans certains cas, la synthese
durait des jours et les rendements faibles alors que les catalyseurs étaient utilisés en exces.
Ces inconvenients requierent la recherche de méthode pratique, plus sre et plus efficace.
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Récemment, 1’iode a été utilisé comme un acide de Lewis mou et comme catalyseur dans
differentes réactions de transformations organiques [73-76] a cause de sa réactivité unique
dans les milieux aqueux et organiques et de sa stabilité .Cet agent électrophile a été utilisé afin
de surmonter les inconvénients de la condensation de VVon Pechmann.

Nous rapportons ici trois procédures efficaces et pratiques pour la synthése du composé C
en I’absence de solvant, avec catalyseurs et sous irradiations micro—onde :

> un mélange de résorcinol pulvérisé (1.1g, Immol), d’acétylacétate d’éthyle (1.3g,
1mmol) et d’iode bisublimé (0.025g) est homogénéisé dans 5ml d'éther éthylique et
placé dans un ballon. Apres évaporation de I'éther éthylique a I’air libre, la réaction a
lieu sous irradiations micro-ondes (300W) pendant 1.5 minutes (80-85°C) puis
pendant 1minute (300W, 100-105°C). Le mélange réactionnel est laissé a température
ambiante, 1.2ml d’une solution de sodium thiosulfate a 6% est ajouté, le tout est agité
pendant 10 a 15 minutes [77].

Le précipité qui se forme est alors séparé¢, lavé avec de 1’eau glacée et recristallisé dans de
I”éthanol.

HO, -~ _ . OH _ - Ol Tode HO, -~ -9 __0
X e XY - |

l

ERésorcinol Acétylacétate Compose C
d"éthyle

> un mélange de résorcinol pulvérisé (1.1g, Immol), d’acétylacétate d’éthyle (1.3g,
Immol) et d’acide p-toluénesulfonique (0.15g) est homogénéisé dans 2ml d'éther
éthylique, et placé dans un ballon. Aprés évaporation de I'éther éthylique a I’air libre,
la réaction a lieu sous irradiations micro-ondes (300W) pendant 2 minutes (80-85°C)
puis pendant 1minute (300W, 100-105°C). Le mélange réactionnel laissé a
température ambiante se solidifie, il est alors dissous dans de 1’éthanol. De I’eau
glacée est ajoutée, un précipité se forme.

» un mélange de résorcinol pulveérisé (1.1g, Immol), d’acétylacétate d’éthyle (1.3g,
1mmol) et 0.1g de silice imprégnée d’acide sulfurique est homogénéisé dans 2ml
d'éther éthylique, et placé dans un ballon. Aprés évaporation de I'éther éthylique a I’air
libre, la réaction a lieu sous irradiations micro-ondes (300W) pendant 2 minutes (80-
85°C) puis pendant 1minute (300W, 100-105°C). Le mélange réactionnel laissé a
température ambiante, puis traité a I’éthanol chaud, il est enfin filtré et précipité a
I’eau glacée.
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Toutes les réactions sont contrélées par CCM. Le point de fusion du composé C est mesuré
ainsi que le rendement de la réaction pour chaque procédé. Le composé C obtenu avec le
rendement le plus élevé sera utilisé pour les manipulations suivantes.

11-2-2-2-4-Détermination des paramétres de la réaction d’iodation

Nous avons cherché a optimiser la réaction en fonction de la nature, de la quantité de
I’oxydant et du temps de réaction, ainsi que de la proportion de 1’agent d’iodation.

11-2-2-4-1-Etude de I’effet de I’agent oxydant et du temps de réaction

Nous avons étudi¢ I’effet d’un exces en chloramine T ainsi que 1’effet d’autres oxydants :
I’hypochlorite de sodium, et le peroxyde d’hydrogene, I’agent d’iodation est présent a la
méme concentration soit Immol. On obtient trois produits au cours de la réaction d’iodation
suivant que le composeé est mono-iodé, di-iodé ou non iodé.

» Le méme protocole d’iodation est appliqué au composé C avec un léger exceés en
chloramine T (0.4g, 1.76 mmol au lieu de 0.3g, Immol) pendant un temps de réaction
de 30, 60,90 et 120 minutes.

» Une réaction d’iodation est réalisée en présence de 2ml d’hypochlorite de sodium 13°
(soit 4.12% en chlore actif) comme agent oxydant sont utilisés pendant un temps de
réaction de 30, 60,90 et 120 minutes.

» Une autre réaction d’iodation est réalisée en présence de peroxyde d’hydrogéne
(H20,), le protocole est alors adapté car la présence d’un acide fort est requise afin
d’initier la réaction d’oxydation [78-79]:

Dans un ballon Bicol de 100ml, le composé C (1.05mmol) et le Nal (0.15g,1mmol) sont
dissous a chaud dans 10ml d’acétonitrile/MeOH (V/V) , le ballon surmonté d’un réfrigérant a
reflux, est placé dans un Bain-marie a 60°C et sous agitation, 0.62ml de H,0,(1.55mmol) sont
ajoutés goutte a goutte pendant 20 minutes .Le ballon est alors placé dans bain de glace afin
d’ajouter goutte a goutte 0.077ml de H,SO,4 (2.8mmol) ,la réaction se poursuit a 60°C sous
reflux et agitation. Le temps de réaction est de 30, 60,90 et 120 minutes.

Les réactions sont suivies par CCM.

Afin de mettre en évidence le role de I’acide (H,SO,) dans la réaction d’iodation, on a
procédé a la méme réaction mais sans la présence de ’acide.

Les produits des réactions seront analyses en CLHP dans les conditions suivantes :

e Mode d’élution : Isocratique (composition du mélange identique pendant toute
’analyse)

Phase mobile : Acétonitrile/Eau (30/70)

Longueur d’onde : A=254nm

Débit : ImL/mn

Volume injecté : 10ul
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11-2-2-4-2- Etude de ’effet du rapport molaire composé C/agent d’iodation

Une réaction d’iodation est réalisée avec un excés de Nal : 2mmol, les autres éléments de la
réaction sont présents en quantité équimolaire (Immol de C et de chloramine T)

Les réactions sont suivies par CCM, et le produit final est analysé par RMN du proton.
11-2-2-5-Marquage du composé C a froid

Le protocole du marquage radioactif doit étre compatible avec les contraintes qu’impose la
manipulation de radioisotopes :

- Le temps de chauffage doit étre réduit au maximum

- La radioiodation est d’autant plus efficace que le volume de la réaction est faible, en général
on travaille dans un volume inférieur a 100 pl et au maximum de 2 ml [80].

- Le nombre de mole d’iode contenu dans un volume d’iodure de sodium (NaI'?®) doit étre
connu afin de I’appliquer dans le protocole de radioiodation « a froid », le radiomarquage se
fera avec 0.5mCi de Nal*® soit 2.3x10™% mole d’iode (voir détails des calculs dans I’annexe
4),

- Toutes les étapes de la réaction doivent étre ajustées afin de réduire le plus possible le temps
d’exposition aux rayonnements.

Afin de savoir si le composé C marqué a I’iode 125 est mono ou di-iodé dans les conditions
de marquage « chaud », une réaction d’iodation « a froid » [81-82] a été effectuée comme
suit :

Dans un tube en verre, 20ul d’une solution de C & 2x10® mole dissous dans
I’acétonitrile/méthanol (v/v) ainsi que 10pul d’une solution de Nal a 2x10™ et 1ml d’une
solution de chloramine T & 10° mole fraichement préparée, sont incubées 3 minutes & 100°C ,
puis 20 minutes a 60°C. Une coloration jaune apparait dés le début de la réaction.

La réaction d’oxydation est arrétée par I’ajout de 250ul de Na,S,03 (10%), puis le mélange
réactionnel est acidifié avec du HCI a 0.1N, une précipitation spontanée se produit, le culot est
récupéré apres centrifugation (3000 T/Min pendant 10 minutes) et lavé avec de HCIl a 0.1N
afin d’éliminer toutes traces d’iode n’ayant pas réagit.

Un échantillon du culot est dissout dans du DCM pour des tests en CCM.
11-2-2-6-Marquage du composé C a I’iode 125
11-2-2-6-1-Radioprotection

Il va sans dire que la manipulation de substances radioactives comporte des dangers pour la
santé. De grandes précautions s'imposent.

Les isotopes n'ont pas tous le méme niveau de dangerosité. Une grande partie du danger que
représente un isotope dépend du niveau d'énergie des particules qu'il produit. Plus ce niveau
est grand, plus les particules sont pénétrantes et plus elles sont susceptibles de causer des
dégats dans lI'organisme. Le niveau de protection dépend donc de ce critére.

47



Matériel et Méthodes

Un autre facteur tres important a considérer est que certains isotopes s'accumulent dans
certaines parties de lI'organisme et représentent des dangers spécifiques. Ainsi, I'iode se
concentre dans la thyroide alors que le phosphore a tendance a s'accumuler dans les organes
génitaux. .(@3)

La manipulation de la radioactivité nécessite de travailler en dépression et en zone
surveillée afin de limiter I’irradiation du personnel. L’iode 125 étant trés volatil et de demi-vie
longue (60jours), les manipulations (marquages, dilutions) s’effectuent dans une boite a gants
en dépression avec aspiration d’air dans un filtre a charbon.

La manipulation de produits radioactifs nécessite une gestion des déchets appropriée et
fonction du type de déchets (liquide, solide, gazeux) et de la demi-vie de I’isotope.

Les déchets sont conservés sur une période correspondant a 10 demi-vies du radioélément
concerné.

11-2-2-6-2-Protocole de la réaction de marquage du compose C

Le radiomarquage a I’iode du composé C est réalisé par substitution électrophile sur le
carbone ayant la densité de charge la plus élevée .L’iode est oxydé par la méthode a la
chloramine T et est apporté sous forme d’iodure de sodium NaI**®.La chloramine T
transforme les ions *#I"en ions iodonium *°I".Ces derniers représentent des électrophiles
puissants capables par une réaction de substitution électrophile de se fixer sur un site
nucléophile (site donneur d’¢électrons) ,comme les doubles liaisons ou un noyau aromatique .

Comme spécifié précédemment, la manipulation est réalisée sous hotte plombée et ventilée
en raison du risque de production de molécules d’iode radioactives et volatiles au cours des
réactions d’oxydation.

Dans un tube en verre, 20ul d’une solution de C a 2x10° mole sont marqués par 6ul d’une
solution d’iodure de sodium (NaIlZS,O.SmCi) en présence de 100ul d’une solution de
chloramine T & 10 mole fraichement préparée, La réaction d’oxydation dure 3 minutes a
100°C , puis 20 minutes a 60°C. Une coloration jaune apparait des le début de la réaction.

11-2-2-6-3-Purification

Le mélange réactionnel est acidifié avec 4-5 pl d’une solution de HCI a 0.IN puis
centrifuger pendant 10 minutes a 3000 T/mn.

Le surnagent est separé du culot, ce dernier est rincé avec 100ul de HC1 0.1N afin d’éliminer
I’iode qui n’aurait pas réagit. Le culot est dissous dans 40ul de DCM/MeOH.

Les deux fractions (culot et surnageant) sont comptées a 1’aide d’un activimetre.

Le composé C marqué a I’iodel25 sera évalué par rapport au rendement de marquage, a
’activité spécifique et a la pureté radiochimique.

48



Matériel et Méthodes

11-2-7-Contrdle de qualité du composé C marqué I’iode 125:
11-2-2-7-1-Controle du rendement de marquage :
Le rendement est calculé selon la formule suivante :

Activité du culot
Activité totale

00 =

11-2-2-7-2-Contréle de la pureté radiochimique (PRC) :

La PRC est déterminée par une méthode simple et rapide qui est la chromatographie
instantanée type ITLC-SG (Instant Thin Layer Chromatography —Silice Gel) sur papier en
fibre de verre imprégné de gel de silice (Gelman Sciences) utilise comme phase stationnaire et
une phase mobile constituée d’un mélange DCM/MeOH (5 :1). Elle est donc évaluée en
mesurant le pourcentage d’impuretés radioactives.

Une goutte du culot reconstitué est déposée sur une ligne de dépot d’une bande de papier
(2x12cm). Apres séchage, la bande est placée dans cuve en verre contenant la phase mobile.
Une fois la migration terminée, la bande est mise a sécher sous hotte ventilée.

Afin d’éviter la contamination des mains, la bande est placée sur une feuille de papier et
recouvertes d’un ruban adhésif, elle est découpée alors en bandelettes de 0.5cm et déposées
dans des tubes numérotés en polystyrene de dimension 12x75mm.

La radioactivité est ensuite mesurée pendant 10 secondes avec un compteur gamma.

Le radiochromatogramme est établi en portant le nombre de coups par minute (CPM de
chaque tube en fonction du nombre de fraction (nombre de tube).

La PRC du composé C marqué est calculée selon la formule suivante :

Activité de la molécule marquée

— N — - X100
Activité de toutes les especes chimiques présentes

PRC%=

Pour étre qualifiée de « conforme » la PRC doit étre supérieure, si possible, a 90% afin
d’éviter une étape de purification supplémentaire difficilement réalisable en routine au
laboratoire de préparation des radiopharmaceutique.
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11-2-2-7-3-L activité spécifique :

L’activité spécifique traduit la proportion des molécules marquées par rapport a I’ensemble
des molécules. Elle est exprimée en unité d’activité (uCi) par unité de masse pug ou moles.

Taux d’incorporation du radioélément X la radioactivité totale
Masse de substance (g)

AS uCi/ug=
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Résultats et Discussion

I11-Résultats et discussion
I11-1-Etude théorique par logiciel

I11-1-1-Calcul semi-empirique de la répartition des charges par le logiciel
Gaussian03

I11-1-1-1-Répartition AM1 des charges des composés A-E
Les schémas de distribution des charges sur les carbones des cing composes étudiés se
trouvent en annexe 5, les Tableaux (111 et 1V) résument les résultats selon deux méthodes semi

empiriques AM1 et PM3 :

Tableau I11: Répartition AM1 des charges des composés A-E

Positions
Composés C3 C4 C5 C6 c7 C8
A - 0.030 -0.062 -0.159 -0.071 -0.150
B - 0.072 -0.056 -0.159 -0.066 -0.151
C -0.254 X -0.043 -0.184 X -0.246
D - 0.042 -0.029 -0.185 X -0.251
E - 0.083 -0.023 -0.185 X -0.253
I11-1-1-2-Répartition PM3 des charges des composés A-E
Tableau 1V: Répartition PM3 des charges des composés A-E
Positions
Composés C3 C4 C5 C6 c7 C8
A - 0.060 -0.028 -0.135 -0.038 -0.133
B - 0.117 -0.022 -0.132 -0.035 -0.131
C -0.238 X -0.008 -0.175 X -0.240
D - 0.074 0.012 -0.176 X -0.245
E - 0.131 0.017 -0.174 X -0.244

Rappelons que lors de la réaction d’iodation, 1’oxydation de I’iode sous forme I" en I” (entité
électrophile) fait que ce dernier se fixera sur le carbone portant la plus grande charge

négative.

D’apres les calculs de la répartition des charges pour les cinqg composés en AM1 ou en PM3
le premier site d’iodation est en position C6 pour les composés A et B.

Concernant les composés C, D et E le premier site d’iodation est en C8. Les sites d’iodation
prédits sont donc en position ortho .Ce résultat était attendu par les principes des activations et
d’orientation des groupements.
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I11-1-1-3- Répartition PM3 des charges des composes A-E mono-iodés

Afin de confirmer les sites de la seconde iodation, les répartitions des charges ont été
calculées par la méthode PM3 sur les composés mono-iodés. Les schémas de distribution des
charges sur les carbones des cing composes étudies, sous leur forme iodée, se trouvent en
annexe 5. Les résultats du calcul sont résumés dans le tableau V.

Tableau V: Répartition PM3 des charges des composes mono-iodés

Positions

C3 C4 C5 C6 C7 C8

Composés

A X 10.060 | -0.238 | -0.135 | -0.038 | -0.133
AiodéenC6 | X |0.058|-0.005| X |-0.016-0.128

B X 10.117|-0.022 | -0.132 | -0.035 | -0.131
BiodéenC6 | X |0.080(-0.003| X |-0.017 |-0.130

C -0.238| X |-0.008|-0.175| X |-0.240
CiodéenC8|-0.237 | X |-0.004|-0.180| X X

D X 0.074 | 0.012 | -0.176 X -0.245
DiodéenC8| X |0.074|0.014 |-0180| X X

E X 10131 0.017 |-0.174| X |-0.244
EiodéenC8| X |0.130| 0.019 |-0.178| X X

Les résultats du tableau V montrent qu’une premiére iodation en C6 pour les composés A et
B entrainerait un changement de la répartition des charges. C’est la position C8 qui porte la
plus grande charge négative, elle devient donc le second site d’iodation. Par contre, pour les
composés C, D et E, la premiére iodation se fait en position C8 et la seconde en position
C6.0n pourrait en conclure, qu’une premiére iodation induit une seconde par le changement
des répartitions des charges sur les carbones des composés étudiés.

I11-1-2-Déplacements chimiques en RMN du proton prédit par logiciel ChemNMR :

La prédiction des déplacements chimiques en RMN du proton est possible avec ChemNMR
En effet, le pic correspondant au proton qui sera remplacé par la molécule d’iode disparait
dans le spectre RMN du composé iodé. Les spectres RMN du proton des composés A-E et de
leurs dérivés iodés sont donnés en annexe 6. Ces résultats sont donc & comparer avec ceux
obtenus en pratique.

53



Résultats et Discussion

Nous traiterons ici en détail le cas du composé C (Figure 16):

Les déplacements chimiques du composé C mono-iodé en RMN du proton, montrent
I’absence du signal du proton en position C8 correspondant & 6.49 ppm (Figure 17). Quand le
composé est di-iodé, on constate alors 1’absence du signal proton en position 8 correspondant
a 6.49 ppm et en position 6 correspondant & 6.26 ppm (Figure 18). La fléche désigne le pic
correspondant au proton qui va étre remplacé par 1’iode.

Le spectre de simulation du composé C (a), mono-iodé (b) et di-iode (c) donne les
déplacements suivants :

ChemNMR H-1 Estimation

1.71
740
5 a0
6.49 = -H
a
., HO 0~ =0
6.49

Estirnation Quality: blue = good, magenta = mediom, red = rough

Premier site d'iodation

PEM

Figure 16: Simulation du composé C
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ChemNMR H-1 Estimation

E stimation GQuality: blue = good, magenta = medium , red = rough

Second site d"iodation

¢
B

PPM

Figure 17 : Simulation du composé C mono-iodé

ChemNMR H-1 Estimation

S_DHO 8] 8]

Estimation Guality: hlue = good, magenta = medium, red = rough

7 e s 4 3T T

PP

Figure 18 : Simulation du compose C di-iodé
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I11-1-3-Caractere lipophile prédit par le logiciel ChemSketch :

La valeur de LogP calculée pour chaque composé ainsi que pour son dérivé mono et di-
iodé, par le logiciel Chemsketch sont mentionnées dans le tableau V1 :

Tableau VI : Valeur du LogP des composés A a E et leurs dérivés mono et di-iodes.

Valeur LogP
Composés
LogP LogP iodo8 LogP iodo6 | LogP di-iodé 6,8
A 1.52 2.52 2.79 3.33
B 1.61 2.61 2.88 3.42
C 2.73 3.50 3.77 4.44
D 1.46 2.60 2.87 3.54
E 1.55 2.69 2.96 3.63

Les résultats montrent que le composé C, sous toutes ses formes, est celui qui posséde le
caractere lipophile (hydrophobe) le plus éleve.

L’étude théorique nous permet donc de sélectionner parmi les cinqg composés le composé
C :il est le plus lipophile (LogP le plus éleve) et donc le plus indiqué & une éventuelle
¢laboration d’un radioharmaceutique. La répartition des charges indique qu’il peut étre iodé
en deux positions : C8 et C6 .La partie expérimentale devrait confirmer ce résultat.
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I11-2-Etude expérimentale
I11-2-1-Etude UV et fluorescence des composés A-E

111-2-1-1-Etude en UV

L'analyse spectrophotométrique UV-visible des composés A-E a éte effectuée dans du
méthanol .Les spectres UV sont en annexe 7.

Le composé A donne les résultats suivants :

Les bandes 1 2 3
Longueur d’ondes (nm) 213 298 334
Absorbance 1.77 1.65 0.84

Le composé B donne les résultats suivants :

Les bandes 1 2 3
Longueur d’ondes (nm) 211 297 333
Absorbance 1.54 1.47 0.73

Le composé C donne les résultats suivants :

Les bandes 1 2
Longueur d’ondes (nm) 209 323
Absorbance 1.61 1.25

Le composé D donne les résultats suivants :

Les bandes 1 2
Longueur d’ondes (nm) 366 412
Absorbance 2.61 0.63

Le composé E donne les résultats suivants :

Les bandes 1 2
Longueur d’ondes (nm) 356 412
Absorbance 1.00 0.37

Ces résultats concordent avec ceux de la littérature [23].En effet, nous retrouvons les
mémes bandes (en nombre et en longueur d’ondes).
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111-2-1-2-Etude en fluorescence

L’analyse en fluorescence des composés A-E a été effectué dans du méthanol, les spectres
sont en annexe 8. Le calcul du déplacement de Stokes pour chaque composé est résumé dans
le tableau VII :

Tableau V11 : Calcul du déplacement de Stokes des composés A-E

Composés : r;;;r)(]) (i/ri?)l() (ﬁe&]n) (i/;»]é_f{‘) A(i;t:])_lf)es
A 334 29940 409 24449 5491
B 333 30030 412 24272 5758
C 323 30959 385 25974 4985
D 412 24271 451 22173 2098
E 412 24271 451 22173 2098

11 apparait d’apres les résultats du tableau VII, que les composés A, B et C sont les plus
fluorescents.

111-2-2-Synthese de dérivés iodés des composes A-E

Le résultat des réactions d’iodation réalisées sur les composés A-E (oxydant : chloramine T,
agent d’iodation : Nal, durée de la réaction : 2 heures a 60°C) sont les suivants :

Les CCM des composés A, B, D et E soumis a la réaction d’iodation révelent une seule
tache de R¢ identique aux produits de départ purs.

La réaction d’iodation du composé C a montré trois taches en CCM, dont les R sont les
suivants (Figure 19) :

Rsu= 0.40 (qui correspond au Rfdu composé C)
R o= 0.50
R = 0.60

La réaction d’iodation n’est donc pas totale puisque le composé de départ est toujours
présent mais en plus faible quantité, il n’est pas possible ici de calculer le rendement de la
réaction puisque 1’on obtient a la fin de la réaction deux produits, que 1’0on suppose étre le
composé C mono-iodé (Rg=0.5), et le composé C di-iodé (R=0.6), les composés mono-iodés
et di-iodé se forment au bout de 30 minutes. L’étude en RMN complétera notre supposition.
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Figure 19 : CCM du composé C et du composé C iodé.

111-2-3-Synthese « verte » du composé C

Parmi tous les composés A-E le composé C est le plus adapté a la réaction d’iodation dans
les conditions adoptées. Il a donc fait 1’objet d’une nouvelle synthése selon trois procédés,
les CCM ont révélé une seule tache avec un Ryde 0.40 correspondant a celui de la littérature
[83] (DCM/MeOQH, 11 :1). Le point de fusion du composé obtenu est de : 185°C, il
correspond & celui de la littérature qui est de : 185°C [84].

e Le rendement de la réaction de synthése par catalyse a I’iode est d’environ 70%.
Le rendement de la réaction de synthese par catalyse a 1’acide p-toluéne sulfonique
est d’environ 85%.

e Lerendement de la réaction de synthese par catalyse a la silice imprégnée de H,SO,
est d’environ 80%.

Par cette approche « verte » nous avons donc pu obtenir le composé C avec un rendement
de synthese satisfaisant par catalyse a I’acide p-toluéne sulfonique.
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I11-2-4-Caractérisation par RMN

111-2-4-1- Le Compose C

Le spectre RMN™H (annexe 9) enregistré & 300 MHz dans le DMSO-ds comme solvants
avec le TMS comme référence interne donne les résultats suivants :

Tableau V111 : Indexation des spectres

d en ppm Nombre de protons Multiplicité attribution
10.53 1H s (large) H (OH)
7.59 1H d, J56=8.4 H(5)
6.81 1H dd, Js.5=2.4, J5.6=8.4 H(6)
6.72 1H d, Jss=2.4 H (8)
6.13 1H s H(3)
2.52 3H s H du (CHs)

- Le nombre de signaux est compatible avec le nombre de proton du composé C.

- La présence des trois signaux 7.59, 6.81 et 6.72 caractérisent le noyau benzénique.

- Laprésence du signal singulet du proton en position 3 avec une valeur de 6.13ppm
indique la présence de la liaison vinylique, ce qui confirme la structure du cycle

benzopyronique.

- Laprésence du signal 2.52ppm indique la présence du proton du groupement méthyle.

Quand on compare le spectre prédit par ChemNMR pour le composé C, avec celui de la
pratique, on constate que I’ordre de grandeur des & est concordant avec quand méme des
valeurs sous estimés pour les fonctions CH3 et OH.

111-2-4-2-Le Composé C iodé a la chloramine T

Le spectre RMN'H enregistré & 300 MHz dans le DMSO-ds comme solvants et dans le
TMS comme référence interne donne les résultats suivants :

Tableau IX : Indexation des spectres

d en ppm Nombre de protons Multiplicité attribution
11.37 1H S H phénolique
7.62 1H d, Js5=8.6 H(5)
6.93 1H d, J5.6=8.6 H(6)
6.18 1H S H(3)
2.38 3H s H du (CHa)

L’absence du pic a 6.72 du composé C en position 8 confirme que la mono-iodation s’est
faite a cette position (en ortho du radical hydroxyle), et que dans cette expérience le composé
C di-iodé n’a pas été détecté .Le spectre RMN de ChemNMR est comparable a celui de la

pratique.
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I11-2-5-Caractérisation par CLHP du composé C et du composé C iodé a la
chloramine T

Parmi tous les composés A-E seul le composé C a donné des résultats qui répondent aux
exigences d’un choix de molécule modéele a 1’étude de la réaction d’iodation. En effet, le
composé C possede des propriétés physico-chimiques qui permettent son analyse par les
techniques traditionnelles (CLHP, UV, RMN...).Nous avons donc entrepris 1’analyse en
CLHP du composé C et des prelevements a des temps différents (30, 60,90 et 120 minutes) de
la réaction de son iodation. Dans un souci d’économie de solvant organique, nous avons
utilisés un premier essai le mélange acétonitrile/eau (30/70).

Les chromatogrammes de cette méthode sont donnés dans les figures suivantes (20-24) :

— Produit C3 - Channel 1
— Produit C3 - Channel 2
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Figure 20 : Analyse chromatographique par CLHP du composé C.
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Figure 21: Analyse chromatographique par CLHP de I’échantillon préleve et traité apres 30
minutes de réaction d’iodation.
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Figure 22 : Analyse chromatographique par CLHP de 1’échantillon prélevé et traité aprés 60
minutes de réaction d’iodation.
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Figure 23: Analyse chromatographique par CLHP de I’échantillon préleve et traité apres 90
minutes de réaction d’iodation
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Figure 24 : Analyse chromatographique par CLHP de 1I’échantillon prélevé et traité aprés 120
minutes de réaction d’iodation

Pour le composé C pur on obtient un pic a 6,28 minutes (Figure 20).Pour les prélevements
successifs : 30, 60,90 et 120 (Figures 21-24), on observe un pic de méme allure a 6,70 ; 7,11
et 6,87 minutes successivement On ne retrouve pas sur les chromatogrammes du composé C
iodé les pics attendus c’est-a-dire le pic correspondant au composé C et celui correspondant
au composé C iodé avec un temps de rétention plus élevé.

De toute évidence, ces résultats en CLHP ne donnent pas la reproductibilité de temps de
rétention pour le composé C et de son produit d’iodation alors que les analyses en RMN ont
confirmé sans ambigiiité 1’obtention du composé C mono-iodé.

Les conditions choisies dans cet essai ne sont pas les plus indiquées. Nous avons fait varier
les proportions acétonitrile/eau et la longueur d’onde. Les nouvelles conditions sont les
suivantes :

e Mode d’élution : Isocratique (composition du mélange identique pendant toute
I’analyse)

Phase mobile : Acétonitrile/Eau (70/30)

Longueur d’onde : A=315nm

Débit : ImL/mn

Colonne : C18

Volume injecté : 10ul

Les analyses du composé C et du composé C iodé a la chloramine T apres 90 et 120
minutes de réaction, en CLHP donnent les chromatogrammes suivants (Figures 25-27) :
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Figure 25 : Analyse chromatographique par CLHP du composé C
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Figure 26 : Analyse chromatographique par CLHP de 1’échantillon prélevé et traité (CAT)
aprés 90 minutes de réaction d’iodation.
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Sorted By : Signal
Multiplier H 1.0000
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Signal 1: VWDl A, Wavelength=315 nm

Peak RetTime Type Wldth Area Height Area
# [min] [min] mAl *s [mAll ] L]
= e o | e e e m e | m e | ————
1 3.505 BV 0.3628 319.65323 13.53874 5.4042

2 3.6095 W 0.1641 232.61374 26.008&7 5.6232
3 5.107 ¥v Q.1716 5039.2460% 408.52631 B5.1258
4 5.601 VB 0.16483 81.02098 6.T74367 1.3698
5 B.0908 BBAR 0.4192 142.36751 4.44084 Z.4060

Totals : 5814.90155 4&0.24803

aprés 120 minutes de réaction d’iodation.
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Figure 27 : Analyse chromatographique par CLHP de 1’échantillon prélevé et traité (CAT)
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Apres avoir modifié les conditions de la CLHP, nous avons obtenu de meilleurs résultats :

En effet, on obtient un seul pic correspondant au composé C, ce qui prouve que le composé
est pur. Son temps de rétention de 3.71 minute (Figure 25).

Le pic correspondant au composé C iodé a la chloramine T préleveé apres 90 minutes (Figure
26) de réaction est élué apres 5.15 minute, 1’aire du pic est estimée a 94.44%. Le prélevement
a 120 minutes (Figure 27) est élué a 5.10 minutes avec une aire estimée a 94.03%, une
augmentation du temps de rétention est donc constatée pour le composé C mono-iodé. Le pic
correspondant au composé C n’ayant pas réagi est présent en faible concentration sur les
chromatogrammes des prélévements a 90 minutes et 120minutes (5.56% et 5.97%). Les temps
de rétention du composé C mono-iodé démontrent que la réaction se produit en moins d’une
heure.

111-2-6-Etude de I’effet de I’agent oxydant et du temps de réaction
I11-2-6-1-Caractérisation par RMN

I11-2-6-1-1-Le composé C iodé avec un exceés de chloramine T

La réaction a été suivie par CCM qui réveéle trois taches dont les R¢ sont les suivants :
R = 0.30 (qui correspond au Rfdu composé C)
R =0.40
R = 0.54

Le produit de réaction apparait des 30 minutes.

Le spectre RMN'H enregistré & 300 MHz dans le DMSO-ds comme solvants et dans le
TMS comme référence interne donne les résultats suivant :

Tableau X : Indexation des spectres

d en ppm Nombre de protons Multiplicité attribution
11.37 1H S H phénolique
7.62 1H d, Js5=8.7 H(5)
6.93 1H d, J56=8.6 H(6)
6.18 1H S H(3)
2.39 3H s H du (CHs)

L’absence du pic a 6.72 du composé C confirme que I’iodation s’est faite a la position 8 et

qu’un exces en chloramine T ne change pas ’issue de la réaction d’iodation, c’est-a-dire
qu’on obtient toujours le composé C mono-iodé en position 8 position ortho. Le composé
C di-iodé n’a pas été détecté.
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VI-1-2-Le composé C iodé a ’hypochlorite de sodium

La réaction a été suivie par CCM qui révéle deux taches dont les R¢ sont : Rpy= 0.50 (qui
correspond au R¢du composé C) et R .= 0.61 (qui correspond au composé C mono-iodé).

Le composé C mono-iodé apparait dés 30 minutes de réaction.

Le spectre RMN™H enregistré & 300 MHz dans le DMSO-ds comme solvants et dans le
TMS comme référence interne, donne les résultats suivant:

Tableau XI : Indexation des spectres

d en ppm Nombre de protons Multiplicite attribution
11.37 1H S H phénolique
7.62 1H d, Je5=8.7 H(5)
6.93 1H d, J5.6=8.6 H(6)
6.18 1H S H(3)
2.38 3H S H du (CHs)

Les spectres montrent qu’il y a détection du composé C mono-iodé en position 8 puisque
nous constatons 1’absence du pic a 6.72.

I11-2-7-Caractérisation par CLHP
111-2-7-1-Le compose C iodé a ’hypochlorite de sodium

Les analyses du composé¢ C iod¢é a I’hypochlorite de sodium 120 minutes de réaction, en
CLHP donnent le chromatogramme suivant (Figure 28):
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Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000

Zignal 1: VWDl A, Wavelength=315 nm

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAL ‘a3 [mAL ] L]
=== ===——== |====]======= |========== e |========
1.698 EB 0.0865 250.132%8 44.16718 4.7838
2 5.105 BV 0.1613 4870.75732 429.97354 23.1429
3 5.604 VE 0.1743 108.054B1 B.BSB0B 2. 0865
Totals : 5228.24511 4B2.922BB0

Figure 28 : Analyse chromatographique par CLHP de I’échantillon prélevé et traité (NaOCI)
aprés 120 minutes de réaction d’iodation.
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Le pic correspondant au composé C mono-iodé a I’hypochlorite de sodium en fin de
réaction est élué a 5.10 minutes avec une aire estimée a 95.51% (Figure 28), une
augmentation du temps de rétention est constatée pour le composé C mono-iodé a
I’hypochlorite de sodium. Le pic correspondant au composé C n’ayant pas réagi est présent en
tres faible concentration (une aire de 4.49%)

111-2-7-2-Le composé C iodé au peroxyde d’oxygeéne

La réaction d’iodation avec ou sans H,SO, a été suivie par CCM qui révéele deux taches
dont les R¢ sont : Ry = 0.47 (qui correspond au Rfdu composeé C) et R = 0.56 (qui correspond
au composé C mono-iodeé).

Le composé C mono-iodé apparait des 30 minutes de réaction.

Les analyses du composé C iodé au peroxyde d’oxygéne aprés 120 minutes de réaction
avec et sans H,SO,4, en CLHP donnent les chromatogrammes suivants (Figures 29-30) :
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Sorted By : Signal
Multiplier i 1.0000
Dilution H 1.0000

Signal 1: VWDl A, Wavelength=215 nm

Peak RetTime Type Widcth Rrea Helght Area
# [min] [min] mAL ol | [mALY 1 %

| e e e | m e e | s ——— | m———————
1 1.409 BV 0.3707 162.66896 6.13074 0.6547
2 3.741 v 0.1362 1.70917ed 1998.51282 G6B.7919
3 4.538 WV 0.1315 61.33447 6.61037 0.246%
4 5.163 Vv 0.1836 T103.48389 &16.47815 28.5806
5 5.662 WV 0.2048 335.86304 Z2.86836 1.3518
& 5.994 VW 0.16532 31.84402 2.78863 0.1282
7 6.335 Vv 0.2057 33.41108 2.32188 0.1345
B B.520 VBA 0.1817 25.22109 2.17198 0.101%

Totals : 2.48455eq4 265T7.BHZE9

Figure 29 : Analyse chromatographique par CLHP de 1’échantillon prélevé et traité (H,O,en
présence de H,SO,) aprés 120 minutes de réaction d’iodation.
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Sorted By : Signal
Mulcipller ] 1.0000
Dilution H 1.0000

Signal 1l: VWDl A, Wavelength=215 nm

Feak RetTime Type Width Ares Helght Area
# [min] [min] mAD *5 [mAL 1 %
m——m———— [ | m———— | mm———— [ | == |
i 3.774 BV 0.0%4% 1.055%1ed 1721.14844 92,1648
2 4.564 VV 0.12921 19.73734 2.20730 0.1723
3 5.225% VW 0.1%1% B30.82477 59.56181 7.2518
i 5.701 Vv 0.20486 47.09634 3.18414 0.4111
Totals : 1.14568e4 1786.1016%9

Figure 30 : Analyse chromatographique par CLHP de I’échantillon prélevé et traité (H,O;
sans H,SOy) apres 120 minutes de réaction d’iodation
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L’étude en CLHP montre que I’échantillon prélevé apres 120 minutes de réaction d’iodation
du composé C iodé au peroxyde d’oxygene en présence de H,SO,4 est élué a 5.16 minutes
(Figure 29) .La concentration du composé C mono-iodé est faible (‘une aire de 29.35%), celle
du composé C est ¢levée (une aire de 70.64%) ce qui démontre que la réaction s’est produite
avec un faible rendement.

Les chromatogrammes de la réaction d’iodation au peroxyde d’oxygene sans H,SO, (Figure
30), montrent que le composé C mono-iodé est présent en tres faible quantité (une aire de
7.3%), il est évident que sans la présence de H,SO4 la réaction ne se produit quasiment pas.

I11-2-8-Etude de I’effet du rapport molaire composé C/agent d’iodation

La réaction d’iodation avec un exces de Nal a été suivie par CCM qui révele une seule tache
d’un R¢ = 0. 64 (qui correspond au composeé C di-iode)

Le composé C di-iodé apparait aussi dés 30 minutes de réaction. Donc un exces en agent
d’iodation conduit a I’obtention d’un composé di-iodé et la réaction est compléte.

Le spectre RMN'H enregistré & 300 MHz dans le DMSO-ds comme solvants et dans le
TMS comme référence interne, donne les résultats suivants:

Tableau XI1 : Indexation des spectres

d en ppm Nombre de protons Multiplicité attribution
8.07 1H S H(5)
6.23 1H s H(3)
2.40 3H S H du (CH3)

L’absence des deux pics a 6.72 et 6.81 confirme que le composé C a été iodé en positions
C8 et C6 donc c’est un composé di-iodé que nous obtenons avec un excés de Nal. Le spectre
RMN de ChemNMR est comparable a celui de la pratique.

Les différentes experiences effectuées sur le composeé C nous ont permis de mettre en place
le protocole d’iodation permettant d’obtenir un composé mono-iode en majorité, on a testé
trois oxydants, dont deux sont utilisables dans les marquages a 1’iode125 : la chloramine T et
le peroxyde d’oxygéne , seule la chloramine T a permis I’obtention du composé C mono-iodé
en majorité. L utilisation d’un exces en Nal n’est pas appropriée car elle conduit a 1I’obtention
d’un composé di-iodé. Le temps de réaction minimum est de 30 minutes.
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111-2-9- Marquage du compose C a froid

Toutes les approches précédentes nous ont conduits a proposer une méthode de marquage a
froid (avec la molécule d’iode non radioactive) a la chloramine T dans un volume réactionnel
de 1ml avec le minimum de molécules d’iode ainsi qu’une étape de chauffage a 100°C
pendant 3 minutes et 60°C pendant 20 minutes.

La CCM de la réaction montre trois taches dont les R¢ sont les suivants :

e Rp=0.31 (qui correspond au R¢du composé C)
e Rp=0.37
e R=0.48

D’apres ces résultats et selon ceux obtenus dans les manipulations précédentes nous
sommes en mesure de dire que dans le mélange réactionnel obtenu coexistent le composé C,
le composé C mono-iodé et le composé C di-iodé.

111-2-10-Controle de qualité du composé C marqué a I’iode 125

Le marquage du composé C (2x10° mole) a été réalisé avec 0.5mCi de Nal'® et en
présence de chloramine T (10” mole).

111-2-10-1-Contrdle du rendement de marquage

Comme indiqué dans le tableau XIII, le rendement de marquage est de 64.5% dans la
réaction de radioiodation directe du composé C.

Tableau X111 : Calcul du rendement de marquage

Activité totale (uCi) Comptage du Comptage du culot Pourcentage de
surnageant (uCi) (LCi) marquage %
517.8 133.47 333.88 64.5

111-2-10-2-Contrdle de la pureté radiochimique (PRC)
La radioactivité mesurée sur le compteur gamma est exprimée en cpm, selon les
expérimentations faites a froid dans le systéeme d’¢élution DCM/MeOH, la molécule iodée

migre au front du solvant, I’iode libre, reste au point de dépdt de I’échantillon.

La pureté radiochimique du composé C calculée (Figure 31) est en parfaite concordance
avec les normes préconisé par la Pharmacopée Européenne (>90%) et est de 99.98%.

111-2-10-3-L’activité spécifique
L’activité spécifique est de 18.83 puCi/ug
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Figure 31 : Profils chromatographique d’ascendance sur papier ITLC-SG du composé C-

(Phase mobile: DCM: MeOH)

75

125|




Résultats et Discussion

I11-3-Discussion genérale:

L’étude théorique réalisée sur les cinq dérivés de la coumarine a permis de prévoir les sites
d’iodation, les déplacements chimiques en RMN du proton ainsi que la valeur du coefficient
de partage (LogP). L’étude de la lipophilie a mis en évidence la nette prédominance du
composé C sur les autres composés étudies.

Les résultats d’analyses UV réalisées sur les cinq dérivés de la coumarine concordent avec
ceux de la littérature.

La fluorescence du composé C a été demontrée par le calcul du déplacement de stokes sa
valeur (4985 cm™) est proche de celle de la littérature (4782cm™) [5].

L’étude théorique a permis de démontrer que le composé C est le plus lipophile. Il semble
étre le candidat le plus indiqué a une éventuelle élaboration d’un radiopharmaceutique. Les
sites d’iodation prédits sont la position C8 pour la mono-iodation, et la position C6 pour la di-
iodation.

La partie expérimentale a démontré que seul le composé C répondait favorablement au
protocole d’iodation appliqué aux cinq dérivés, de ce fait, nous n’avons pas cherché a réitérer
I’expérience avec les quatre autres composés, puisque notre but était de mettre au point un
protocole de marquage a 1’iode 125 avec un composé doté d’une bonne liposolubilité afin
qu’il puisse atteindre ses cibles en étude de biodistribution. De plus, I’étude théorique a
permis de sélectionner le composé C pour la suite des manipulations.

Ainsi, nous nous sommes attelés a synthétiser ce composeé selon trois procedés différents et
en suivant les préceptes de la chimie verte afin de réduire au maximum I’impact négatif sur
I’environnement. Cette synthese « verte » (synthese sous irradiation micro-ondes, avec
catalyseurs et sans solvant) a permis d’obtenir le composé C avec un rendement satisfaisant
(85%).

Les réactions d’iodation effectuées avec la chloramine T et I’hypochlorite de sodium
(NaOCl) ont permis d’obtenir la mono-iodation du composé C .Les résultats des analyses en
RMN ont bien confirmé les sites d’iodation prédits par les calculs théoriques du compose C
c'est-a-dire en position ortho : la position C8 pour la réaction de mono-iodation.

Une réaction d’iodation avec du peroxyde d’oxygeéne (H,0,) a également été effectuée, avec
ou sans HySO,4. La CCM a révélé deux taches suggérant 1’obtention d’un produit mono-iodé.

Quel que soit I’oxydant utilisé, nous avons remarqué que la réaction d’iodation a lieu au
bout de 30 minutes de réaction.

Le protocole adopté (quantités équimolaires du composé C, de la chloramine T et du Nal
sous reflux a 60°C) a permis d’obtenir un composé mono-iodé en majorité car les CCM
montraient I’existence d’une troisiéme tache qui serait le composé C di-iodé, néanmoins les
analyses RMN ont mis en évidence un composé mono-iode, cela est peut étre du au seuil de
détection de I’appareil ou bien a la trés faible quantité du composé di-iodé dans le mélange
réactionnel.

L’utilisation d’un excés de Nal (agent d’iodation) a conduit a I’obtention d’un composé di-
iodé, cette reaction est compléte et les analyses en RMN le confirment. En effet, il en ressort
que deux positions sont des sites d’iodation : C8 et C6 .Ceci concorde avec les calculs
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théoriques des répartitions des charges du composé C mono-iodé qui donnaient la position C6
comme second site d’iodation.

Les analyses en CLHP des réactions d’iodation effectuées avec les trois oxydants
(chloramine T, NaOCI et H,0,) ont permis de mettre en évidence le caractere lipophile du
composé C mono- iodé : un compose iodé voit son temps de rétention augmenté. En effet,
c’est ce qui a été constaté qu’apres avoir changé les conditions opératoires de la CLHP, nous
voulions réduire la quantité en acétonitrile de la phase mobile (acétonitrile/eau, 30/70) mais
un réajustement de la composition de la phase mobile (acétonitrile/eau ,70/30) a été
nécessaire, avec ajustement de la longueur d’onde (de 254 a 315nm) également .

Nous n’avons pas constaté de second pic sur les chromatogrammes pouvant correspondre au
composé C di-iodé, cette analyses confirme donc I’obtention du composé C mono-iodé en
majorité selon le protocole adopté.

Des trois oxydants utilisés, la chloramine T et ’hypochlorite de sodium se sont révélés les
plus efficaces.

La méthode de mono-iodation étant établie, nous avons procédé a la réaction de marquage
mais a froid, c'est-a-dire que nous avons procédé a une réaction d’iodation du composé
C avec de I’iode froid (non radioactif) dans les mémes conditions que le marquage a I’iode
125.Cette étape est importante car elle permet d’éviter de chercher a optimiser les paramétres
de la réaction de marquage avec de 1’iode radioactif.

Il a fallut ajuster certaines étapes de la réaction de marquage, nous avons réduit le temps de
réaction, réduit les volumes réactionnels et les concentrations du composé C et de la
chloramine T.L’étude en CCM a froid a montré trois taches donc il y a possibilité d’obtenir le
compose C di-iodé. Le temps d’incubation le plus court permettant d’obtenir le composé iodé
a été défini dans les essais a froid, il est de 30 minutes, pour le marquage radioactif ce temps a
été diminué a 23 minutes.

Le marquage a I’iode 125 a été obtenu avec un bon rendement et une pureté radiochimique
supérieure a 95%.

Il n’est pas possible de dire que le composé C marqué a I’iode 125 et mono ou di-iodé, car
pour cela il aurait fallut procéder a une analyse CLHP dédiée aux radiopharmaceutiques afin
de repérer les pics correspondants au deux formes, il est donc possible que le composé C
marqué a I’iode 125 existe sous forme mono-iodée, di-iodée ou bien sous les deux formes
simultanément. Ce probleme se pose aussi pour le marquage des protéines, car les résidus
« tyrosine » (acide aming) naturellement présents dans la protéine sont susceptibles d’étre
aussi di-iodes.
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Conclusion

Ce travail préliminaire portant sur 1’étude de la réaction d’iodation électrophile de cinq
dérivés coumariniques en vue d’étudier la possibilité de synthétiser un radiopharmaceutique, a
fait I’objet de plusieurs techniques a savoir : analyses UV et fluorescence, synthese sous
reflux et sous micro-onde, analyses en RMN du proton, analyses en CLHP et radiomarquage a
I’iode 125.

Cette ¢tude devait permettre de mettre au point une méthode qui permet d’obtenir un
composé mono-iodé, chose que nous avons réussi a réaliser tout en essayant au maximum de
respecter les préceptes de la « chimie verte ».

La contribution de la chimie théorique n’a pas été négligeable dans ce travail, car elle a
permis de confirmer nos résultats expérimentaux .Elle nous a aussi orienté vers le composé
susceptible de satisfaire les critéres exigés d’un futur radiopharmaceutique.

Le composé C fut sélectionné pour un essai de radiomarquage. L’essai de radiomarquage
s’est révélé concluant car il a permis d’atteindre un rendement satisfaisant de 64.5%.

L’évaluation du traceur obtenu a donné une pureté radiochimique de 99.89% et une activité
spécifique de 18.83uCi/ug.

Notre étude a permis de démontrer qu’un marquage radioactif est possible sur le composé
sélectionné et simple a mettre en ceuvre.

Ces resultats sont encourageants et la suite de ce travail réside dans la recherche du potentiel
de ce composé marqué a 1I’iode 125 en tant que radiopharmaceutique.

Pour cela il nous faut :

» Procéder a d’autres essais de marquage a I’iode 125 afin d’améliorer le
rendement de marquage.

» Trouver des solvants compatibles avec une administration chez les animaux et
dans lesquels le composé C soit soluble car il est lipophile et donc soluble dans
les solvants organiques.

> Etudier le caractere lipophile du composé radiomarqué afin de savoir si la
fixation des atomes d’iode modifie les propriétés physico-chimiques du
COmposeé.

> Etudier les propriétés thérapeutiques de ce composé (propriétés

anticancéreuses, antifongiques...etc).

> Etudier la stabilité du composé radiomarqué, celle-ci doit durer au moins 24
heures en solution aqueuse permettant ainsi sa préparation sous forme de
médicament prét a I’emploi ou de médicaments multidoses.
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Annexe 2

Tableau des propriétés chimiques des dérivés coumariniques étudiés

Formule Poids Point de Synonyme Exemple d’utilisation
moléculaire | moléculaire fusion
(g/mole) (°C)
Composés
A C1oHsNO, 171.15 184-188 3-Cyanocoumarine Synthese de
céphalosporines
B C10HeO4 190.15 189-192 3-Carboxycoumarine Fluorophore
C C1oHgOs 176.17 185-187 | 4-Methylumbelliferone | Standard fluorométrique
pour la détermination de
I’activité enzymatique
D C1oHsNO;3 187.15 >250 3-Cyanoumbelliferone Fluorophore
E Ci10HeOs 206.15 261 7-Hydroxycoumarine-3- Indicateur de pH
acide carboxylique
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10.

11.

12.

Annexe 3

Les 12 principes de la chimie verte

Prévention : il vaut mieux produire moins de déchets qu'investir dans I'assainissement ou
I'élimination des déchets.

L'économie d'atomes : les synthéses doivent étre congues dans le but de maximiser
I'incorporation des matériaux utilisés au cours du procéde dans le produit final.

Lorsque c'est possible, les méthodes de synthése doivent étre congues pour utiliser et
créer des substances faiblement ou non toxiques pour les humains et sans conséquences
sur lI'environnement.

Les produits chimiques doivent étre concus de maniére a remplir leur fonction primaire
tout en minimisant leur toxicité.

Lorsque c'est possible, il faut supprimer I'utilisation de substances auxiliaires (solvants,
agents de séparation...) ou utiliser des substances inoffensives. Des méthodes non
conventionnelles d'activation peuvent étre utilisées : I'utilisation de I'eau comme solvant,
utilisation de fluides supercritiques, chauffage par micro-ondes, remplacement par des
liquides ioniques, ...

Les besoins énergétiques des procédés chimiques ont des répercussions sur I'économie et
I'environnement dont il faut tenir compte et qu'il faut minimiser. Il faut mettre au point
des méthodes de synthese dans les conditions de température et de pression ambiantes.
Lorsque la technologie et les moyens financiers le permettent, les matieres premieres
utilisées doivent étre renouvelables plutdt que non renouvelables.

Lorsque c'est possible, toute déviation inutile du schéma de synthése (utilisation d'agents
bloquants, protection/déprotection, modification temporaire du procédé
physique/chimique) doit étre réduite ou éliminée.

Les réactifs catalytiques sont plus efficaces que les réactifs steechiométriques. Il faut
favoriser I'utilisation de réactifs catalytiques les plus sélectifs possibles.

Les produits chimiques doivent étre concus de facon a pouvoir se dissocier en produits
de dégradation non nocifs a la fin de leur durée d'utilisation, cela dans le but d'éviter leur
persistance dans lI'environnement.

Des méthodologies analytiques doivent étre élaborées afin de permettre une surveillance
et un contréle en temps réel et en cours de production avant qu'il y ait apparition de
substances dangereuses.

Les substances et la forme des substances utilisées dans un procédé chimique devraient
étre choisies de fagon a minimiser les risques d'accidents chimiques, incluant les rejets,
les explosions et les incendies.
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Annexe 4

Calcul de Pactivité d’un gramme d’iode 125
A : activité
A=constante radioactive
T= période ou demi-vie physique (iode 60 jours)
N=nombre d'atome
Na= nombre d’Avogadro
M=masse molaire
A=A xN A= Ln2/T
A= 0.693 /60x24x3600 =1.34x10" s™
m=M X N/Np N=Nax m/M
si m=1g
N=Na/M=6.02x10%*/125=4.81x10*
donc I’activité d’un gramme d’iode :

A=1.34x10""x4.81x10%'=6.44x10" Bq

Donc 1g d’iode a une activité de 6.44x10" Bq

Si A=1.85x10" Bq ou 0.5mCi donc la quantité en gramme d’iode = 2.872x10® g
En mole :

Imole —, 125¢g

X  __, 2.872x10°

X=2.3x10""" mole ou 0.23 10" mole

Ratio de mole :
Composé C =2x10°® mole
lode 125=0.23 nmole

Ratio=n.de mole du composé C/ n.nombre de mole d’iode =1 :0.000115
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Annexe 5

g ' 2 o (e gg

Composé A méthode AM1 Composé A méthode PM3

Composé B méthode AM1 Composé B méthode PM3

Composé C méthode AM1 Composé C méthode PM3
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Annexe 5

(a@)

CRY 5

Composé D méthode AM1 Composé D méthode PM3

@2

(a’)

Composé E méthode AM1 Composé E méthode PM3

CF 3
Répartition des charges du composé A Répartition des charges du composé B
iodé en C6 méthode PM3 iodé en C6 méthode PM3
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Annexe 5

Répartition des charges du composé E iodé en C8 méthode PM3
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.27 7.26 l-benzene
0.04 1 -C=C
-0.03 1 -0C (=0)
CH 7.02 7.26 l-benzene
-0.05 1 -C=C
-0.19 1 -0C (=0)
CH 7.02 7.26 1-benzene
-0.05 1 -C=C
-0.19 1 -0C (=0)
CH 7.11 7.26 l-benzene
-0.12 1 -C=C
-0.03 1 -0C (=0)
H 8.11 5.25 l-ethylene
0.75 1 -C+N cis
0.46 1 -C(=0)0-R trans
1.65 1 -1:C*C(R)*C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du composé A
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ChemNMR H-1 Estimation

6.79

Annexe 6

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node

CH

CH

CH

Shift

7.49

Base + Inc.

.26
.38
.03
.12
.26
.23
.19
.05
.26
.38
.03
.04
.25
.75
.46
.65

Comment (ppm rel. to TMS)

l-benzene

1 -I

1 -0C (=0)
1 -C=C
l-benzene
1 -I

1 -0C(=0)
1 -C=C
l-benzene
1 -I

1 -0C (=0)
1 -C=C
l-ethylene

1 -C+N cis
1 -C(=0)0-R trans
1 -1:C*C(R)*C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du compose A iodé en C6
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

I

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

PPM

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.87 7.26 l-benzene
0.38 1 -I
0.38 1 -I
-0.03 1 -0C (=0)
-0.12 1 -C=C
CH 7.64 7.26 l-benzene
0.38 1 -I
-0.01 1 -I
-0.03 1 -0C (=0)
0.04 1 -C=C
H 8.11 5.25 l-ethylene
0.75 1 -C+N cis
0.46 1 -C(=0)0O-R trans
1.65 1 -1:C*C(R) *C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du composé A di-iodé en C6 et C8
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.27 7.26 l-benzene
0.04 1 -C=C
-0.03 1 -0C (=0)
CH 7.02 7.26 l-benzene
-0.05 1 -C=C
-0.19 1 -0C (=0)
CH 7.02 7.26 l-benzene
-0.05 1 -C=C
-0.19 1 -0C (=0)
CH 7.11 7.26 l-benzene
-0.12 1 -C=C
-0.03 1 -0C (=0)
OH 11.0 11.00 carboxylic acid
H 8.23 5.25 l-ethylene
1.01 1 -C(=0)0O-R cis
0.32 1 -C(=0)0 trans
1.65 1 -1:C*C(R) *C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du composé B
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

6.79

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

I |

10 8 6 4 2

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.49 7.26 l-benzene
0.38 1 -I
-0.03 1 -0C(=0)
-0.12 1 -C=C
CH 6.79 7.26 l-benzene
-0.23 1 -I
-0.19 1 -0C (=0)
-0.05 1 -C=C
CH 7.65 7.26 l-benzene
0.38 1 -I
-0.03 1 -0C (=0)
0.04 1 -C=C
OH 11.0 11.00 carboxylic acid
H 8.23 5.25 l-ethylene
1.01 1 -C(=0)0-R cis
0.32 1 -C(=0)0 trans
1.65 1 -1:C*C(R) *C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du composé B iodé en C6
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

T
10 8 4 2
PPM
Protocol of the H-1 NMR Prediction:
Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.87 7.26 l-benzene
0.38 1 -1
0.38 1 -1
-0.03 1 -0C (=0)
-0.12 1 -C=C
CH 7.64 7.26 l-benzene
0.38 1 -1
-0.01 1 -1
-0.03 1 -0C (=0)
0.04 1 -C=C
OH 11.0 11.00 carboxylic acid
H 8.23 5.25 l-ethylene
1.01 1 -C(=0)0O-R cis
0.32 1 -C(=0)0 trans
1.65 1 -1:C*C(R) *C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du compose B di-iodé en C6 et C8
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

1.71
7.10 FPQO
6.49 A
HO ®) O
50 6.49

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.10 7.26 l-benzene
0.04 1 -C=C
-0.03 1 -0OC (=0)
-0.17 1 -0
CH 6.49 7.26 l-benzene
-0.05 1 -C=C
-0.19 1 -0OC (=0)
-0.53 1 -0
CH 6.49 7.26 l-benzene
-0.05 1 -C=C
-0.19 1 -0C (=0)
-0.53 1 -0
OH 5.0 5.00 aromatic C-OH
CH3 1.71 0.86 methyl
0.85 1 alpha -C=C
H 5.90 5.25 l-ethylene
0.78 1 -C(=0)0-R gem
0.09 1 -1:C*C(R)*C*C*C*C*1 trans
-0.22 1 -C cis

Estimation du spectre RMN du proton du composé C
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

1.71

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 6.26 7.26 l-benzene
-0.53 1 -0
-0.23 1 -1
-0.19 1 -0C (=0)
-0.05 1 -C=C
CH 7.09 7.26 l-benzene
-0.17 1 -0
-0.01 1 -1
-0.03 1 -0C (=0)
0.04 1 -C=C
CH3 1.71 0.86 methyl
0.85 1 alpha -C=C
OH 5.0 5.00 aromatic C-OH
H 5.90 5.25 l-ethylene
0.78 1 -C(=0)0-R gem
0.09 1 -1:C*C(R)*C*C*C*C*1 trans
-0.22 1 -C cis

Estimation du spectre RMN du proton du composé C iodé en C8
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

1.71
I 7.47 FFQO
X
HO o o

5.0

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.47 7.26 l-benzene
0.38 1 -I
-0.17 1 -0
-0.01 1 -I
-0.03 1 -0OC (=0)
0.04 1 -C=C
CH3 1.71 0.86 methyl
0.85 1 alpha -C=C
OH 5.0 5.00 aromatic C-OH
H 5.90 5.25 l-ethylene
0.78 1 -C(=0)0-R gem
0.09 1 -1:C*C(R)*C*C*C*C*1 trans
-0.22 1 -C cis

Estimation du spectre RMN du proton du composé C di-iodé en C8 et C6
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

8.11
710 H
6.49 N\
HO O @)
5.0 6.49

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.10 7.26 l-benzene
0.04 1 -C=C
-0.03 1 -0C (=0)
-0.17 1 -0
CH 6.49 7.26 l-benzene
-0.05 1 -C=C
-0.19 1 -0C (=0)
-0.53 1 -0
CH 6.49 7.26 l-benzene
-0.05 1 -C=C
-0.19 1 -0C (=0)
-0.53 1 -0
OH 5.0 5.00 aromatic C-OH
H 8.11 5.25 l-ethylene
0.75 1 -C+N cis
0.46 1l -C(=0)0-R trans
1.65 1 -1:C*C(R)*C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du composé D
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 6.26 7.26 l-benzene
-0.53 1 -0
-0.23 1 -I
-0.19 1 -0C (=0)
-0.05 1 -Cc=C
CH 7.09 7.26 l-benzene
-0.17 1 -0
-0.01 1 -I
-0.03 1 -0C (=0)
0.04 1 -C=C
OH 5.0 5.00 aromatic C-OH
H 8.11 5.25 l-ethylene
0.75 1 -C+N cis
0.46 1 -C(=0)0-R trans
1.65 1 -1:C*C(R)*C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du composé D iodé en C8
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

8.11

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.47 7.26 l-benzene
0.38 1 -T
-0.17 1 -0
-0.01 1 -I
-0.03 1 -0C (=0)
0.04 1 -C=C
OH 5.0 5.00 aromatic C-OH
H 8.11 5.25 l-ethylene
0.75 1 -C+N cis
0.46 1 -C(=0)0-R trans
1.65 1 -1:C*C(R)*C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du composé D di-iodé en C8 et C6
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

8.23
H o
7.10
6.49 A
OHlLO
HO o o
50 6.49

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.10 7.26 l-benzene
0.04 1 -C=C
-0.03 1 -0C (=0)
-0.17 1 -0
CH 6.49 7.26 l-benzene
-0.05 1 -C=C
-0.19 1 -0C (=0)
-0.53 1 -0
CH 6.49 7.26 l-benzene
-0.05 1 -C=C
-0.19 1 -0C (=0)
-0.53 1 -0
OH 5.0 5.00 aromatic C-OH
OH 11.0 11.00 carboxylic acid
H 8.23 5.25 l-ethylene
1.01 1 -C(=0)0O-R cis
0.32 1 -C(=0)0O trans
1.65 1 -1:C*C(R) *C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du composé E
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 6.26 7.26 l-benzene
-0.53 1 -0
-0.23 1 -I
-0.19 1 -0OC (=0)
-0.05 1 -C=C
CH 7.09 7.26 l-benzene
-0.17 1 -0
-0.01 1 -I
-0.03 1 -0C (=0)
0.04 1 -C=C
OH 5.0 5.00 aromatic C-OH
OH 11.0 11.00 carboxylic acid
H 8.23 5.25 l-ethylene
1.01 1 -C(=0)0O-R cis
0.32 1 -C(=0)0 trans
1.65 1 -1:C*C(R)*C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du composé E iodé en C8
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Annexe 6

ChemNMR H-1 Estimation

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

PPM

Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Node Shift Base + Inc. Comment (ppm rel. to TMS)
CH 7.47 7.26 l-benzene
0.38 1 -I
-0.17 1 -0
-0.01 1 -I
-0.03 1 -0C (=0)
0.04 1 -C=C
OH 5.0 5.00 aromatic C-OH
OH 11.0 11.00 carboxylic acid
H 8.23 5.25 l-ethylene
1.01 1 -C(=0)0O-R cis
0.32 1l -C(=0)0 trans
1.65 1 -1:C*C(R)*C*C*C*C*1 gem

Estimation du spectre RMN du proton du composé E di-iodé en C8 et C
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Annexe 7

Spectre UV du composé A

Spectre UV du composé B
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Annexe 7

Spectre UV du composé C

Spectre UV du composé D
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Annexe 7

e N

Spectre UV du composé E
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Annexe 8

e

Spectre émission du composé A

=

Spectre excitation du composé A
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Annexe 8
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Spectre excitation du composé B
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Annexe 8
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Spectre émission composé C

600

324

500

400

300

219

200

100

385

200 240 300 340 400

Spectre excitation du composé C
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Annexe 8

Spectre émission du composé D

414

3 &

Spectre excitation du composé D
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Annexe 8
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Spectre émission du composé E

Spectre excitation du composé E
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Annexe 9
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Annexe 10

-
Nordion
Science advancing heaith

FINAL QUALITY CONTROL REPORT

1-125 Bulk PFIO039B.PAN

Validlity:on 26111/2008

ANALYSIS N* 13D
BATCHN: [I[1{
i 16 11220

Lot foumisseur : us oo Ui REFERENCE DATE (1) o/ ciol
TESTS SPECIFICATIONS RESULTS
APPEARANCE Clear, colourless solution “ MﬁCD
RADIONUCLIDIC IDENTITY Photopeak at 35.5 keV - jen.

&

RADIONUCLIDIC PURITY 1-126/1-125 : max 10" ) Shb
RADIOCHEMICAL PURITY lodide : min 95 % o

QC Manager

Nomn . Signature R Date
wlf ¢ ﬂ/%\ Mo 11

Rapport du contréle de qualité de I’iode
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