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AWn, : Gradient électrochimique

HA : microampére

['**F]AV-45 : Florbetapir

ACN : Acétonitrile

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADP : Adénosine DiPhosphate

AlF : Apoptosis inducing factor

AMS : Amyotrophie musculaire spinale

ANSM : Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé
ANT : Transporteur de I'adénine nucléotidique

Apaf-1: Apoptosis activating factor 1

ARN : Acide Ribonucléique

ARNm : Acide Ribonucléique messager

ASN : Agence de slrreté nucléaire

ATP : Adénosine TriPhosphate

ATUn : Autorisation temporaire d'utilisation

BDNF : Brain derived neurotrophic factor

Ca?*: lon calcium

CCM : Chromatographie sur couche mince

CPP : Comité de protection des personnes

CRAC : Cholesterol recognition amino acid consensus”
CYP : Cytochrome p450

Cyt-¢ : Cytochrome ¢

DBI : Diazepam binding inhibitor

DEC : Dossier d'essai clinique

DIAD : Diisopropyl azodicarboxylate

DME : Dossier de médicament expérimental

DMF : Dimethylformamide

DMSO : Dimethylsulfoxide

DPA-713 . N,N-diethyl-2-(4-methoxyphenyl)-5,7-dimethylpyrazolo[1 ,5-a]pyrimidine-3-acetamide
DPA-714 : N,N-diethyl-2-[4-(2-fluoroethoxy)phenyl]-5,7-dimethylpyrazolo[1,5-a]pyrimidine-3-acetamide
EDC : Episode dépressif chronique

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique

EOS : End of synthesis = rendement calculé de la décroissance
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EPPI : Eau pour préparation injectable

FDG : Fluorodésoxyglucose

GABA : Acide gamma-amino-butyrique

GBq : GigaBecquerel

GDNF : Glial cell line neurotrophic factor

H* : Proton

H2Q: : Peroxyde d'hydrogéne

HMG-CoA : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A
HPLC : Chromatographie liquide haute performance
IBP : Isoquinoline-binding protein

IFN-y : Interféron gamma

IL-6 : Interleukine 6

IP; : Inositol triphosphate

IRM : Imagerie par résonnance magnétique

IRMf : Imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle
kDa : Kilodalton

Ki : Constante d'inhibition

MA : Maladie d'Alzheimer

MBq : MégaBecquerel

Mg?* : lon magnésium

MMSE : Mini Mental State Examination

MPTP : Pore de transition de la perméabilité mitochondriale
MRP : Médicament radiopharmaceutique

MRPE : Médicament radiopharmaceutique expérimental
Na* : lon sodium

NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléoctide

0. : Dioxygéne

ODN : Octadecaneuropeptide

PAP-7 : PBR associated protein 7

PBR : Peripheral-type benzodiazepine receptor

pH : Potentiel hydrogéne

Pi : Phosphate inorganique

PiB : Pittsburgh compound B

PRAX-1 : PBR associated protein1

PRC : Pureté radiochimigue

PRN : Pureté radionucléidique
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RIPH : Recherche impliquant la personne humaine
ROS : Radicaux oxygénés

SE : Substitution électrophile

SLA : Sciérose latérale amyotrophique

SN : Substitution nucléophile

SNC : Systéme nerveux central

SNP : Systéme nerveux périphérique

SPE : Solid phase extraction

SUV : Standardized uptake value

TEP : Tomographie par émission de positon

THF : Tétrahydrofurane

TNF-a : Tumor necrosis factor a

Tosyl-DPA : N,N-diethyl—Z-(Z-(4-(2-toiuene—sulfony!oxyethoxy)phenyl)~5,7-dimethylpyrazolo{‘i ,5-a]
pyrimidin-3-yl)acetamide

TSPO : Protéine de translocation

TTN : Triakontetraneuropeptide

UV : Ultra-violet

VDAC : Canal anionique voltage-dépendant
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Introduction

La neuro-inflammation se caractérise par [activation des cellules gliales, notamment Ia
microglie, associée 2 la libération accrue de facteurs pro-inflammatoires au niveau cérébral.
Ces cellules microgliales participent activement & la réponse immunitaire au niveau du
systéme nerveux central.

Ce phénomeéne inflammatoire est frequemment associé aux pathologies neuronales telles que
la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, les accidents vasculaires cerébraux, ... ou
encore des maladies psychiatriques comme I'épisode dépressif chronique. Cependant les
effets de la neuro-inflammation sur ces pathologies demeurent ambigus voire contradictoires.

Cartographier et quantifier la neuro-inflammation constituent donc un enjeu majeur, et sont
possibles grace a l'imagerie par tomographie par émission de positons (TEP).

La microglie activée présente une surexpression de la protéine de translocation, le TSPO, qui
- sera la cible du radiotraceur TEP faisant F'objet de cette thése : le [**F]DPA-714.

Le but de cette thése a été la mise en place de synthéses automatisées permettant Fobtention
de ce médicament radiopharmaceutique expérimental (MRPE) fluoré présentant une haute
affinité pour le TSPO répondant aux exigences pharmaceutiques.

Dans un premier temps, cette mise en place a pour but la fabrication des lots nécessaires a la
réalisation du dossier de médicament expérimental (OME) qui sera transmis a TANSM,
Forganisme national compétent pour valider I'utilisation du MRPE chez 'Homme,

Dans un second temps, ces synthéses automatisées permettront de produire de maniére
reguliére et répétable le ['*FIDPA-714, qui sera utilisé dans divers protocoles de recherche
impliquant la personne humaine.
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l. La protéine de translocation

1.1. Rappels historiques

Le récepteur aux benzodiazépines de type périphérique (PBR : "peripheral-type
benzodiazepine receptor) est une protéine transmembranaire ubiquitaire  situde
principalement dans la membrane externe mitochondriale. Il a été découvert en 1977 lorsque
des scientifiques cherchaient les sites de fixation du diazepam dans les tissus périphériques,
ce qui a amené a l'appellation PBR pour le distinguer du récepteur central, la sous-unité a du
complexe GABAa. D'autres noms Iui ont été donnés - récepteur mitochondrial des
benzodiazépines, |BP ("isoquinoline-binding protein™, pk18 ou encore recepteur w3, mais
aucun n'était évocateur de ses fonctions cellulaires, ce qui a motivé la recherche d’une
nouvelle appelflation.

1.1.1. Argumentaire du changement de dénomination

Le terme "benzodiazépine" est inapproprié car d'autres ligands tels que le cholestérol ou les
porphyrines ont la capacité de se lier au PBR. De plus, toutes les benzodiazépines ne se
fixent pas sur la protéine.

Le terme "type périphérique” ne refléte pas la distribution tissulaire réelle de la protéine car
elle est également exprimée dans la microglie et les astrocytes, localisés dans le systéme
nerveux central (SNC).

Le PBR n'est pas un récepteur au sens traditionnel. Bien que sa localisation soit
majoritairement mitochondriale, il a également été retrouvé au niveau nucléaire, et & ce jour,
aucune donnée ne permet de mettre en évidence des fonctions communes entre la fraction
nucléaire et la fraction mitochondriale.

1.1.2. Du PBR 2 la protéine de translocation

En 20086, le groupe de travail, mené par Vassilios Papadopoulos, a proposé comme nouvelle
dénomination : la protéine de translocation (18 kDa), ou "translocator protein”, abrégée TSPO.
Le TSPO fait référence a l'unité fonctionnelle de 18 kDa liant tous les ligands connus du PBR.
Cette appellation a été choisie du fait de sa localisation mitochondriale transmembranaire et
de sa fonction principale de transport (Papadopoulos et al. 2006). L'abréviation TSPO vient de
la molécule de TspO (tryptophan-rich sensory transducer of oxygen) retrouvée dans certaines
bactéries, qui s’avére étre homologue au PBR des mammiféeres, et qui exerce les mémes
fonctions physiologiques que ce dernier (Yeliseev et Kaplan 2000).

I.2. Génomique, structure, organisation et distribution

.2.1. Géne

Le géne codant le TSPO humain se situe sur le chromosome 22q13.2. Il est constitué de
quatre exons et code pour 169 acides aminés. Un variant du gene nommé PBR-S, ne contient
pas l'exon 2 du fait de I'épissage alternatif et présente un cadre de lecture ouvert différent du
TSPO. L'ARN messager (ARNy,) du PBR-S est dix fois plus abondant que celui du TSPO,
mais & ce jour aucune preuve expérimentale n'a pu mettre en évidence l'existence d'une
protéine PBR-S. Le TSPO est une protéine qui a été trés conservée au cours de I'évolution.
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La séquence d’ADN codant pour la protéine a été clonée a partir de plusieurs espéces
murines, bovines et humaines, et présente 80% d’homologie au sein de ces différentes
especes. Par conséquent cette homologie est retrouvée sur la séquence protéique du TSPO
au sein de ces especes (cf. Annexe 1).

1.2.2. Structure du monomeére

Le TSPO est une protéine de la membrane externe mitochondriale, constituée de 169 acides
aminés (18 kDa) agencés en cing domaines transmembranaires structurés en hélice a formant
une poche hydrophobe. (Papadopoulos et al. 2006)

L'extrémité N-terminale du TSPO est intra-mitochondriale, tandis que l'extrémité C-terminale
est cytosolique. L'extrémité C-ter est impliquée dans la captation du cholestérol via la
sequence CRAC (cholesterol recognition amino acid consensus). Grace aux acides aminés
qui la constituent, cette derniére est fortement chargée.

Les cing domaines transmembranaires du TSPO sont reliés par deux boucles extra-
mitochondriales et deux intra-mitochondriales. Les boucles 1 et 3 se projettent dans le cytosol
tandis que les 2 et 4 se projettent dans la mitochondrie.

Les cing hélices a transmembranaires forment un canal d'environ 3 @ 4 A permettant le
transport du cholestérol au sein de la mitochondrie.

Bien que le TSPO soit un monomeére fonctionnel, il a la capacité de se polymériser suite a la
fixation de certains ligands ou en réponse a certains stimuli tels les radicaux oxygéneés.
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Figure 1 : Structure du TSPO dans la membrane mitochondriale, avec les acides aminés impliqués
dans la fixation des ligands Ro5-4864, PK-11195, alpidem.

1.2.3. Distribution

Le TSPO est une protéine ubiquitaire, codée par I'ADN nucléaire, et présente particuliérement
dans les cellules des tissus synthétisant les stéroides, tels que les surrénales, les gonades et
le systéme nerveux central (SNC), notamment dans les astrocytes et la microglie. Cette
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proteine a été conservée au cours de I'évolution et est indispensable au développement
tissulaire. En effet chez la souris, l'inactivation du TSPO induit une mort embryonnaire précoce
(Papadopoulos et al. 2006)
Le TSPO est un composant crucial d'un complexe multimérique de 140 & 240 kDa, localisé
dans la membrane externe mitochondriale et particuliéerement au niveau des zones de contact
entre les deux membranes mitochondriales.
Ce complexe est constitué :
- Du TSPO, de poids moléculaire de 18 kDa
- Du canal anionique voltage-dépendant (VDAC) de poids moléculaire 32 kDa
-  Du transporteur de I'adénine nucléotidique (ANT) de poids moléculaire 30 kDa
- La protéine cytosolique PRAX-1 "PBR associated protein1" (240 kDa) qui interagit
avec le TSPO et module I'activité de ce dernier (Galiégue et al. 1999)
- La protéine PAP7 "PBR associated protein 7" (52 kDa) impliquée dans la cascade de
signalisation aboutissant 4 la stérofdogenése (M. Li et al, 2001).

1.2.4. Polymorphisme

1.2.4.1 TSPO2

Le TSPO2 est une protéine paralogue du TSPO. Celui-ci est exprimé principalement dans le
tissu hématopoiétique et est impliqué dans la redistribution du cholestérol lors de la maturation
des érythrocytes (Fan, Rone, et Papadopoulos 2009). Contrairement au TSPO, le TSPO2 est
situé au niveau du réticulum endoplasmique et de la membrane nucléaire. Il n'a pas la
capacité de lier les ligands du TSPO hormis le cholestérol.

[.2.4.2 Polymorphisme rs6971

Le polymorphisme rs6977 sur 'exon 4 du géne du TSPO, est a l'origine d'une substitution non-
conservatrice de l'alanine par la thréonine (147" acide aminé) qui modifie l'affinité des
ligands pour le TSPO. Dans la population européenne, la forme alanine a une prévalence de
70% et présente une haute affinité de liaison, a contrario de Ia forme thréonine qui présente
une faible affinité et dont la prévalence est de 30%. Au final la prévalence des 3 phénotypes
possibles est de: 49% pour les homozygotes « forte affinité », 9% pour les homozygotes
« faible affinité » et 42% pour les héterozygotes « affinité intermédiaire » (Kreisl et al. 2013).
Ces différences d'affinité au sein de Ia population sont & prendre en compte lors de
linterprétation d’'examens par tomographie par émission de positons (T EP) ciblant le TSPO.

1.3. TSPO et activités mitochondriales
1.3.1. Translocation du cholestérol et stéroidogenése

1.3.1.1 Translocation du cholestérol

Dans les cellules synthétisant les hormones stéroidiennes, le TSPO régule la translocation du
cholestérol de la membrane externe 3 la membrane interne mitochondriale, qui est I'étape
limitante de la synthése. Une corrélation positive a été démontrée entre le niveau d'expression
du TSPO et la stéroidogenése (Rupprecht et al. 2010). Le cholestérol est capté par le TSPO
au niveau de son extrémité C-terminale cytosolique via le domaine CRAC. Cette séquence
CRAC est constituée d'une dizaine d'acides amineés, les principaux responsables de
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linteraction étant: la Thréonine 148, la Leucine 150, IAsparagine 151, la Lysine 152 et
I'Arginine 156. Cette extrémité C-ter du TSPO joue un réle majeur dans l'absorption du
cholestérol a partir d'un donneur cytosolique vers la membrane interne mitochondriale.

H. sapiens T|IT|LIN|JY|]C|VIW|RI|D
M. musculus TIV|IL|IN|]Y|[Y|VIWI|IRI|D
R.norvegicus | TIM|L|N|Y|Y|VIWIR D

Figure 2 : Séquence CRAC humaine comparée aux espéces murines et sa représentation moléculaire
associée au cholestérol (Midzak et al. 201 1)

1.3.1.2 Stéroidogenése

Au niveau de la membrane interne mitochondriale, le cholestérol sera métabolisé par le
cytochrome P450scc (side-chain-cleaving) (CYP11A1) en pregnenolone. Cette molécule
constitue le précurseur de nombreuses hormones stéroidiennes (selon les tissus
androgénes, cestrogénes, progestérone, corticostéroides, neurostéroides) qui sera métabolisé
au niveau du réticulum endoplasmique.

Les neurostéroides exercent un effet modulateur sur quasiment tous les types de
transmissions synaptiques. Selon leur nature, ils peuvent aussi bien stimuler qu'inhiber
I'excitation neuronale. La synthése des neurostéroides est propre a la région cérébrale ainsi
qu’au type de neurone, et dépend de I'abondance du TSPO mais également de la machinerie
enzymatique située en aval du récepteur.

Certains neurostéroides issus de Ia pregnenolone, tels ['allopregnanolone et
I'allotetrahydrodeoxycorticosterone, sont des modulateurs allostériques positifs du récepteur
GABAA synaptique et extra-synaptique et dont le site de fixation sur le récepteur est différent
de celui des benzodiazépines. L'effet des neurostéroides sur le récepteur GABAA dépend des
sous-unités qui le constituent.

1.3.2. TSPO, respiration cellulaire et syntheése d’ATP

1.3.2.1 Physiologie de la respiration cellulaire

Dans les cellules de mammiféres deux mécanismes permettent de fournir de I'adénosine
triphosphate (ATP) a la cellule : la phosphorylation oxydative (dans les mitochondries) et la
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glycolyse (dans le cytosol). L’activité mitochondriale est fortement dépendante du gradient
electrochimique des protons H* de part et d'autre la membrane interne. Ce gradient est 3
Forigine d’'une différence de pH et d'une différence de potentiel qui constituent les principaux
moteurs de la phosphorylation oxydative. Cette derniére se constitue de la chaine respiratoire
et de I'ATP-synthase localisées dans la membrane interne mitochondriale. La chaine
respiratoire est constituée de quatre complexes : la NADH-deshydrogénase (1), la succinate-
deshydrogénase (ll), la cytochrome C-réductase (1) et la cytochrome C-oxydase (IV). Au
cours du passage des électrons dans la chaine respiratoire, des protons sont pompés de la
matrice mitochondriale vers I'espace inter-membranaire contre le gradient de concentration.
L’ATP-synthase utilise ensuite le gradient de protons créé par la chaine respiratoire pour
synthetiser 'ATP & partir d’'une adénosine diphosphate (ADP) et d’un phosphate inorganique
(Pi). La synthése de I'ATP est dépendante de la chaine respiratoire mais également la
disponibilité des substrats. Pour cela, il existe deux transports bidirectionnels permettant a
I'ADP d’entrer dans la mitochondrie et 4 FATP d’en sortir - le VDAC au niveau de la membrane
externe mitochondriale et FANT au niveau de la membrane interne. L'activité du VDAC est
modulee par des ligands endogénes comme la tubuline qui induit une inhibition réversible du
transporteur a l'origine d'une diminution de la respiration (Gatliff et Campanella 2012).

a)

T Tubuin

Figure 3 : Schéma de la respiration mitochondriale

1.3.2.2 Influence du TSPO sur la respiration mitochondriale

Le TSPO, de par sa proximité avec le VDAC, a été suspecté de moduler le métabolisme
énergétique de la cellule. Dans des cellules murines de neuroblastome, deux ligands du
TSPO, le Ro5-4864 et le PK-11195, diminuent de maniére dose-dépendante la consommation
d'Oz, révélatrice d'une diminution de la synthése d'ATP (Larcher et al. 1989). Ces mémes
ligands diminuent la vitesse enzymatique du complexe Il (ADP-dépendante) et augmentent
celle du complexe IV, aboutissant 2 une diminution de la synthése d'ATP (Hirsch et al. 1989).
Cependant le ratio ATP/ADP est inchangé démontrant que la phosphorylation de I'ADP par
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I'ATP-synthase n'est pas affectée par les ligands du TSPO. Le TSPO influerait sur la
respiration et la synthése d'ATP en interagissant avec le VDAC et en diminuant sa
perméabilité aux substrats de I'ATP.

b)
Tubuden

RoS-d8Ra

11195
--
i i AnN

Misochandrial
Natrix

Figure 4: Schéma de la respiration mitochondriale en présence de ligands du TSPO

1.3.3. TSPO et pore de transition de la perméabilité mitochondriale

Le pore de transition de la perméabilité mitochondriale (MPTP) est un complexe multi-
protéique situé aux sites de contact entre les membranes mitochondriales (interne et externe),
ces sites représentant des zones d'échanges métaboliques entre le cytosol, l'espace inter-
membranaire et la matrice mitochondriale.

1.3.3.1 Fonctions physiologiques du MPTP

Le MPTP influe sur la concentration calcique [Ca?*] matricielle, le pH, le gradient
électrochimique (AWnm) et le volume mitochondrial, en jouant le réle de canal non sélectif. Le
canal ouvert posseéde un diamétre de 2.0 & 2.6 nm permettant de laisser passer des solutés
de poids moléculaires conséquents, jusqu'a 1.5 kDa. Le MPTP permet la création du gradient
électrochimique nécessaire & la respiration mitochondriale. L'ouverture du MPTP est
étroitement régulée par le gradient électrochimique et le pH matriciel et peut étre inhibée
spécifiquement par la ciclosporine A, IEDTA et le magnésium Mg?*.

1.3.3.2 Structure du MPTP

Six protéines montrent une implication dans la formation du pore ou dans sa régulation :
- L’hexokinase, localisée dans le cytosol, responsable de la phosphorylation du glucose
en glucose-6-phosphate.
- Le VDAC, protéine mitochondriale abondante représentant 20% des protéines de la
membrane externe. Il est d'ordinaire ouvert et constitue la voie principale de diffusion
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des métabolites (<1 kDa) a travers la membrane externe. (Casellas, Galiegue, et
Basile 2002)

La créatine kinase, dans I'espace inter-membranaire permettant la production et le
transfert vers le cytosol de la phosphocréatine.

L’ANT, est I'antiport ADP/ATP localisé dans la membrane interne.

La cyclophiline D (20 kDa), de localisation matricielle qui interagit avec I'ANT. La
cyclophiline D est une protéine ayant une activité peptidyl-prolyl isomérase permettant
le changement de conformation de la forme cis a la forme trans des peptides, en
agissant au niveau de séquences protéiques riches en proline.

Le TSPO

Du fait de l'imperméabilité de la membrane interne mitochondriale, le VDAC/ANC constitue un
canal essentiel au transfert des solutés a partir de la matrice. L'ouverture du canal du cété de
la membrane interne survient en deux etapes : d'abord la liaison de la cyclophiline D & I'ANT,
puis I'activation par I'ion Ca?* de la cyclophiline D aboutissant au changement de conformation

de ANT.
Cyt-C, Smac, AIF release
\‘v
Solutes/Water influx
Figure 5 : Schéma du MPTP (Gatliff et Campanella 2012)
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Figure 6 : Schéma du MPTP (Casellas, Galiegue, et Basile 2002)

1.3.3.3 MPTP et apoptose

En plus des fonctions citées ci-dessus, le MPTP est également impliqué dans les processus
de dommages et de mort cellulaire, en reponses a des situations telles que le stress oxydatif
ou I'exposition a des cytokines pro-apoptotiques. L'ouverture du MPTP induit la dissipation du
gradient électrochimique, le découplage mitochondrial puis une dilution de la matrice et une
hypertrophie mitochondriale. Ceci s'accompagne d'une altération de la membrane externe
mitochondriale & l'origine d'une libération dans le cytosol de protéines inter-membranaires,
parmi lesquelles le Cyt-C « cytochrome ¢ » et l'AIF "apoptosis inducing factor”. Une fois libéré
dans le cytosol, I'AIF migre dans le noyau ol il induit la condensation de la chromatine et la
fragmentation de I'ADN. Quant au Cyt-C, celui-ci se complexe avec 'Apaf-1 "apoptosis
activating factor 1" et la pro-caspase 9, induisant une cascade protéohytique aboutissant a
lactivation de la caspase 3. Cefte derniére permet l'activation d'enzymes induisant des
modifications structurelles caractéristiques de Fapoptose, touchant le noyau, le cytosquelette
et de la membrane plasmique. L'élément indispensable déclencheur de l'ouverture du MPTP
est la concentration élevée en Ca2+, mais nécessite cependant une sensibilisation du MPTP.
Parmi ces facteurs sensibilisants on peut trouver : des concentrations faibles en ADP er ATP,
une concentration élevée en phosphate, un stress oxydatif ou encore des protéines de la
famille Bcl-2. Au sein cette famille de protéines, certaines exercent un effet inducteur ou
inhibiteur de l'apoptose via leur proximité avec le MPTP au niveau de la membrane externe
(Marzo et al. 1998).

1.3.3.4 Influence du TSPO sur I'ouverture du MPTP et son impact sur l'apoptose

L.e mécanisme de régulation du MPTP par le TSPO nest pas clairement établi. Cependant,
des ligands du TSPO tels que le Ro 5-4864 ou la protoporphyrine IX ont démontré stimuler la
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formation Ca®*-dépendante du MPTP tandis qu'un anticorps anti-TSPO exergait I'effet inverse.
Le TSPO a également démontré son implication dans la libération de facteurs pro-
apoptotiques, via la génération de radicaux oxygénés, aboutissant au relargage du Cyt-C dans
le cytosol et a lactivation du VDAC (Veenman, Papadopoulos, et Gavish 2007), Une
expérience in vitro sur les cellules de Jurkat a montré que le TSPO potentialisait I'effet du
TNFa dans les voies de l'apopotose, tandis que sur les cellules leucémiques U937, selon les
ligands en présence du TSPO, l'effet pro-apoptotique du TNFa était soit potentialisé, soit
diminué. Tout ceci améne a penser que le TSPO joue un role évident dans la régulation du
MPTP et de 'apoptose.

1.3.4. Homéostasie calcique et mitochondries

[.3.4.1 Physiologie

Les mitochondries possédent la capacité d'accumuler les ions calcium Ca*™ au sein de leur
matrice et jouent un réle dans 'homéostasie calcigue cellulaire. Les mouvements du Ca?*
dans les mitochondries dépendent de la coopération de trois phénomeénes, fluctuant selon le
niveau énergétique de la mitochondrie :

- La consommation du Ca?*; & partir du cytosol via le transporteur calcique MCU
"mitochondrial Ca?" uniport” dépendant du gradient électrochimique caicique, c'est-a-
dire de la différence de potentiel et du gradient de concentration [Ca*'] entre le cytosol
et la matrice.

- Les phénoménes d'efflux : se faisant via le transporteur Na*/Ca?* (antiport) qui est lui-
méme couplé au transporteur Na*/H*, dépendant du gradient électrochimique H*.

- La formation de complexes calciques insolubles dans la matrice ; dépendant
strictement du pH matriciel,

Dans les conditions physiologiques, les mitochondries ont la capacité d'accumuler rapidement
le Ca®, sous réserve d'une proximité (= 100 nm) avec le récepteur & linositol-triphosphate
(IPs) du réticulum endoplasmique. La présence de récepteurs a I'IP; et de transporteurs
SERCA « sarco/endoplasmic reticulum Ca**-ATPase » contribue a la création de micro
domaines intracellulaires de concentration [Ca*] élevée. Le VDAC, au niveau mitochondrial,
facilite Faccumulation du Ca?* et ce, de maniére proportionnelle & I'expression du transporteur.
A linterface réticulum endoplasmique/mitochondrie, le VDAC forme un complexe macro-
moléculaire avec le récepteur & I'IP; et la protéine chaperone Grp-75. Le VDAC interagirait
avec le récepteur a I'IP; via la protéine Grp-75.
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Figure 7 : Réle de la mitochondrie dans les flux calciques cellulaires

1.3.4.2 TSPO et métabolisme calcique cellulaire

Certains ligands du TSPO tels que le PK-11195 et le Ro 5-4864 sont capables d'induire de
maniére dose-dépendante une augmentation transitoire de la concentration calcique
intracellulaire, indépendamment de la concentration calcique extracellulaire. L'’utilisation
concomitante d'un inhibiteur du MPTP (la ciclosporine A) et d'un agoniste partiel du TSPO (le
flunitrazepam) a montré que ce flux d'ions Ca2+ était indépendant du MPTP mais était
influencé par le TSPO (Ostuni et al. 2007). Dans les cellules cardiaques de rat, 'hémine a
déemontré limiter la consommation de Ca2+ par les mitochondries de maniére dose-
dépendante (Tamse et al. 2008)

1.3.5. TSPO et espéces oxygénées réactives

Les especes oxygénées réactives (ROS "reactive oxygen species") regroupent les molécules
et radicaux libres dérivés du dioxygéne O, et dont le principal représentant est I'anion
superoxyde Oy". Dans la cellule, plusieurs sources de ROS existent. Dans le cytosol les ROS
peuvent étre générés par les NADPH-oxydases et la xanthine-oxydase, cependant la source
principale de ROS au niveau cellulaire est la mitochondrie, via l'activité de la chaine
respiratoire. Physiologiquement les ROS sont impliqués dans de multiples cascades de
signalisation régulant les fonctions cellulaires. Cependant un excés de production de ROS,
aboutissant & un stress oxydatif, peut étre délétére pour la cellule dés lors que les fonctions
anti-oxydantes sont dépassées, pouvant entrainer une oxydation des lipides, des protéines et
de I'ADN.

an
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1.3.5.1 TSPO et voies antioxydantes

Les cellules de Jurkat transfectées avec 'ADN humain du TSPO ont montré une résistance au
peroxyde d'hydrogéne H,O; supérieure aux cellules naives de TSPO. Ces mémes cellules
transfectées ont démontré une résistance supérieure aux rayonnements ionisants par rapport
aux cellules naives (Carayon et al. 1996).

[.3.5.2 TSPO et génération de ROS

A contrario, dans certaines circonstances physiologiques, le TSPO semble étre impliqué dans
la génération des ROS. En effet, dans des cellules humaines de glioblastome, I'extinction du
gene du TSPO ou lutilisation du PK-11195, un antagoniste du récepteur, diminuent la
production mitochondriale de ROS (Veenman, Shandalov, et Gavish 2008).

Les ROS ont la capacité d'induire la polymérisation du TSPO (Delavoie et al. 2003).

L.4. Les ligands du TSPO
1.4.1. Les ligands endogénes

[.4.1.1 Le cholestérol

Le cholestérol est un lipide de |a famille des stérols, de structure tétracyclique et constitués de
27 atomes de carbones. C'est une molécule 3 la fois d'origine exogéne (alimentation) et
principalement endogéne (synthése par 'HMG-CoA réductase).

Il est le précurseur de nombreuses molécules dans lorganisme telles que les hormones
stéroidiennes ou les acides biliaires et joue un réle structural dans les membranes cellulaires.
Le cholestérol se fixe sur le TSPO au niveau de la séquence CRAC a l'extrémité C-terminale
de la protéine.,

.4.1.2 Les endozépines

Les endozépines sont une famille de neuropeptides, initialement isolées & partir du cerveau de
rat, qui ont la capacité de déplacer les benzodiazépines de leur site de fixation sur les
récepteurs GABAa. A contrario du cholestérol, qui se fixe sur le TSPO au niveau de I'extrémité
C-ter via la séquence CRAC, les autres ligands du récepteur se fixent au niveau de la partie
N-terminale. Les endozépines sont obtenues a partir du clivage d'un précurseur
polypeptidique : le diazepam-binding inhibitor (DBI). Le DBI est codé par un géne largement
exprimé dans le systeme nerveux. Les principaux fragments peptidiques biologiquement actifs
sont [l'octadecaneuropeptide DBI33-50 (ODN) et le triakontatetraneuropeptide DBI17-50
(TTN), qui stimulent la synthése stéroidienne mitochondriale.

Dans le systéme nerveux périphérique (SNP), les endozépines sont synthétisées par les
cellules de Schwann. En réponse a une Iésion heuronale, la synthése est accrue de maniére
concomitante & la surexpression du TSPO.

Dans le systéme nerveux central (SNC), le géne du DBI est principalement exprimé dans les
cellules gliales. La synthése des endozépines par les astrocytes est augmentée en présence
du peptide B-amyloide, qui joue un réle clé dans la physiopathologie de la maladie d'Alzheimer
(MA). Des taux élevés d'endozépines sont également retrouvés dans le liquide céphalo-
rachidien des malades atteints de MA.

Frangols MOCQUQT | Thése d'exercice | Université de Limoges | 2097 34

[&)evnc-nD |




Le TSPO est donc impliqué dans la réponse gliale, via les sécrétions autocrines et paracrines
des endozépines, lors de maladies neurodegénératives ou de lésions neuronales.

1.4.1.3 Les porphyrines

Les porphyrines sont des molécules cycliques impliquées dans le transport de l'oxygéne, mais
également dans l'activité de certaines enzymes, telle la guanylate-cyclase ou la giutathion-
transférase.

Les porphyrines, auxquelles I'héme et la protoporphyrine 1X appartiennent, présentent une
affinité élevée pour le TSPO (Ki = 20 4 50 nM) (Verma et Snyder 1988) et ont la capacité de
deplacer de maniére compétitive des ligands de synthése du TSPO, tel le [3H]PK-11195
(dérive isoquinoline carboxamide). Cette fixation sur le TSPO suggeére que ce dernier est
impliqué dans les voies de synthése de I'héme. (Taketani et al. 1994)

Les porphyrines ont la capacité de moduler les flux calciques mitochondriaux, en l'occurence
de les diminuer via leur fixation sur le TSPO (Tamse et al. 2008).

1.4.2. Les ligands de synthése

Les ligands de synthése historiques du TSPO sont le PK-11195 et le Ro5-4864 (7-chloro- 5-
(4-chloropheny!)-1,3-dihydro—1-methyl—2H—1,4—benzodiazepin-2—one). Le PK-11185 est un
ligand strict du TSPO, tandis que le Ro5-4864, qui est une benzodiazépine, nécessite d’autres
protéines mitochondriales en plus du TSPO pour se fixer de fagon optimale. Ces ligands ont
été largement utilisés dans l'identification et la caractérisation de la protéine,

Le PK-11185 est considéré comme un ligand précurseur ayant servi de base 3 la synthése de
nouveaux ligands du TSPO.
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Figure 8 : Classes, noms et structures des principaux ligands du TSPO (Rupprecht et al. 2010)
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1.4.2.1 Traceurs du TSPO

La plupart de ces ligands ont été développés pour limagerie TEP rneuronale, comme
marqueurs de la neuro-inflammation dans diverses pathologies.

Le PK-11195 et le Ro5-4864 se lient au TSPO de maniére selective avec une affinité de
l'ordre du nanomolaire. Le dérivé phenoxyphenyle acertamide DAA1106 est un ligand d'intérét
dans l'imagerie ciblant le TSPO de par son affinité (subnanomolaire) et sa sélectivité pour ce
dernier,

Les dérivés benzodiazépines, comme le diazepam, ciblent de maniére non-sélective le
recepteur au GABA, et le TSPO, tandis que les dérivés benzothiazépines et benzoxazépines
sont sélectifs du TSPO.

D'autres classes de ligands tels les imidazopyridine acetamides et les pyrazolo-pyrimidine
acetamides (DPA-713, DPA-714) sont utilisés in vivo pour Fimagerie ciblant le TSPO.

Cependant certains des ligands de synthése ont montré des effets pharmacologiques que
nous allons détailler dans les items suivants.

1.4.2.2 Exemple du [**F]DPA-714

Le [“FIDPA-714 étant le sujet principal de ce travail, nous allons aborder plus en détail ce
ligand dans les items ci-dessous.

1.4.2.2.1. Pharmacologie du ['*FIDPA-714

.4.2.2.1.1. Pharmacodynamie

Le ["*FIDPA-714 présente une affinité élevée pour le TSPO avec une constante d’inhibition
(Ki} de 7.0 £ 0.4 nM (James et al. 2008) tandis qu’il présente une affinité beaucoup moindre
pour le récepteur central aux benzodiazépines (Ki > 10000 nM) faisant de lui un traceur
spécifique du TSPO.

Quelques interactions médicamenteuses ont été relatées dans Ia littérature :
- Lors d'une exposition aux morphiniques : le volume de distribution du ["*FIDPA-714
¢tait augmenté de 30% chez les patients présentant une forte affiinité de liaison {Auvity
et al. 2017).
- Les anesthésiques tels que l'isofurane et le propofol ont démontré diminuer la liaison
du ["*F]DPA-714 sur ses sites de fixation (Saba et al. 2015).

1.4.2.2.1.2. Pharmacocinétique

1.4.2.2.1.2.1. Absorption

Le [*F]DPA-714 étant administré par voie intraveineuse (IV), il n'est donc pas soumis au
phénomeéne d'absorption.
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1.4.2.2.1.2.2. Distribution

1.4.2.2.1.2.2.1. Périphérique

Dans le modéle murin, les organes fixant le plus le ["®F]DPA-714 sont les poumons, le coeur et
les reins, puis fixant moyennement la rate et le foie, et enfin faiblement le cerveau.

Figure 9 : Fixation au niveau périphérique du [18F]DPA-714 chez la souris & 30 et 60 min (Vicidomini et
al. 2015)

De la méme maniére la fixation du traceur ne suit pas la méme cinétique d’un organe a un
autre.

[*FIDPA-714
—p— POUMONS —f—COEUR
16 - —[3—RATE ——REINS
—h—FOIE =l CERVEAU

Temps (min)

Figure 10 : Cinétiques des activités de ['®F]JDPA-714 par organe (Vicidomini et al. 2015)
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.4.2.2.1.2.2.2. Centrale

Bien que la fixation du ["®F]DPA-714 soit faible au niveau central, elle est néanmoins rapide
avec un maximum d’accumulation atteint 10 min apres injection, et est relativement stable
durant 'heure suivante (James et al. 2008).
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Figure 11 : Cinétique de captation cérébrale du [18F]DPA-714 chez le babouin P.hamadryas (James et
al. 2008)

1.4.2.2.1.2.3. Métabolisme

Le ["®F]DPA-714 est stable dans le plasma a 37°C pendant 180 min dans le modéle animal.
Environ 20% du ["®F]DPA-714 subit un métabolisme hépatique oxydatif par les cytochromes
P450, principalement par lisoforme CYP3A4 et dans une proportion beaucoup moindre par le
CYP2D6. Sous l'action des cytochromes le [*FIDPA-714 subit, par fréquence d'apparition,
des phénoménes d’hydroxylation, de N-déethylation et de O-déethylation, aboutissant a la
formation de trois principaux métabolites (cf.figure ci-dessous) (Peyronneau et al. 2013).
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Figure 12 : Principaux métabolites du ['®F]DPA-714 et leurs poids moleculaires (Peyronneau et al.
2013)
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1.4.2.2.1.2.4. Elimination

Le ["®FIDPA-714 inchangé est éliminé principalement par voie hépatobiliaire tandis que les
radiomeétabolites hydrophiles sont éliminés par voie urinaire (Peyronneau et al. 2013).

1.4.2.2.2. Dosimétrie du ["*F|DPA-714

La dosimétrie pour 'Homme a été extrapolée a partir d'études pré-ciiniques. La dose efficace
« corps entier » a été estimée a 26 PSv/MBq, trés proche de la valeur d’un examen TEP ay
["*FIFDG (environ 24 uSv/MBq) (« Dossier de médicament expérimental : données cliniques
(DME 3) » 2016) (Annexe 2).

1.4.2.3 Exemples de ligands et leurs effets pharmacologiques
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Figure 13 : Classes, noms et structures de ligands du TSPO avec activité pharmacclogique

[.4.2.3.1. Etifoxine

L'etifoxine présente une forte affinité pour le TSPO mais lie eégalement le récepteur GABAA.
Cette capacité a lier les deux récepteurs serait a lorigine de ses effets anxiolytiques. Au
niveau moléculaire, la fixation sur le TSPO stimule la synthése de neurostéroides.

Dans le modéle in vitro mimant des lésions nerveuses periphériques, ['etifoxine a permis via la
fixation sur le TSPO, une accélération de la régénération axonale et une meilleure
récupération fonctionnelle. De plus il a été observé en présence d'etifoxine, une diminution de
l'activation macrophagique et de la production de cytokines (Girard et al. 2008).
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1.4.2.3.2. Emapunil

L'emapunil potentialise la neurotransmisssion GABAergique en stimulant la stéroidogenése et
exerce un effet anxiolytique similaire aux benzodiazépines sans les effets indésirables de
types sédation et accoutumance (Rupprecht et al. 2009).

Suite & cela, une étude clinique de phase Il avait ét¢ menée par Novartis pour évaluer
Fefficacité, la sécurité et la tolérance de I'emapunil dans les troubles de 'anxiété géneéralisée.
Cette étude n'a jamais été publiée, I'emapunil ne démontrant aucune efficacité dans Ia
diminution de l'anxiété par rapport au groupe placebo.

1.4.2.3.3. Alpidem

L'alpidem est un ligand du TSPO et se fixant €galement sur le récepteur GABAa. !l a été
approuve dans lindication d'anxiété en France en 1991 et retiré du marché en 1994 aprés
mise en évidence de toxicités hépatiques.

1.4.2.3.4. Olesoxime

L'olesoxime se lie au TSPO au niveau du site de fixation du cholestérol, mais son mécanisme
d'action précis n'a pas été établi.

Au niveau du systéme nerveux périphérique, l'olesoxime améliore la regénération neuronale
et diminue les douleurs neuropathiques aussi bien d'origine diabétique qu'induites par les
chimiothérapies (T. Bordet et al. 2008).

Dans le modéle in vitro simulant le systéme nerveux central, 'olesoxime augmente la survie
des motoneurones. De plus, dans le modéle murin atteint de sclérose iatérale amyotrophique
(SLA), cette molécule a permis d'augmenter la survie des motoneurones et de diminuer les
symptémes cliniques de la maladie (Thierry Bordet et al. 2007).

Des études cliniques de phase Il et Ill ont été menées sur I'ajout de l'olesoxime au riluzole
dans le traitement de la SLA. Malgré sa trés bonne tolérance, l'olesoxime n'a pas démontré de
benéfices significatifs sur la survie 2 18 mois.

Cepedant, I'olesoxime a montré un bénéfice clinique significatif dans 'amyotrophie musculaire
spinale (AMS). En effet la molécule a permis sur 2 ans de préserver la fonction motrice des
patients ayant regu le principe actif par rapport aux patients ayant regu le placebo (Dessaud et
al. 2014).

En 2015, le comité des médicaments pédiatriques de lagence européenne des médicaments
a donné un avis favorable pour un plan d'investigation pédiatrique quant 2 I'utilisation de
l'olesoxime dans I'AMS.

Actuellement, I'clesoxime est disponible dans le cadre d'une autorisation temporaire
d'utilisation nominative (ATUn) : OLESOXIME 100 mg/ml, poudre pour suspension buvable,
commercialisé par le laboratoire Roche.,
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1.4.2.3.5, PK-11195 et Ro5-4864

Bien qu'utilisés initialement pour caractériser le TSPO, ces deux molécules exercent des
effets pharmacologiques similaires similaires ayant les conséquences suivantes @ la
croissance des neurites, neuroprotection, amélioration de la survie neuronale, réduction de la
microglie activée en absence de neurodégénération. .,

I.5. TSPO dans les pathologies neurologiques et psychiatriques
1.5.1. Expression du TSPO

1.5.1.1 Systéme nerveux périphérique

En réponse a une lésion, le TSPO est fortement surexprimé dans le SNP notamment dans les
macrophages, les cellules de Schwann (responsable de la myélinisation des axones
périphériques) et les neurones. Dans le SNP, les ligands du TSPO favorisent la régénération
axonale et modulent la neuro-inflammation par la synthése de facteurs de croissance et de
neuro-stéroides.

1.5.1.2 Systéme nerveux central

Dans le SNC le niveau d'expression du TSPO est bas chez I'Homme sain.

Cependant en cas de lésions neuronales, par exemple lors d'un accident vasculaire cérébral,
le TSPO est surexprimé dans la microglie activée, les macrophages et les astrocytes, avec
cependant un profil spatio-temporel différent pour ces derniers (Maeda et al. 2007).

Chez les patients atteints de la MA (positifs au marqueur amyloide ''C-Pib-PET) et présentant
une affinité intermédiaire ou élevée pour le ["*F]DPA-714, une surexpression du TSPQO a
egalement été observée (Hamelin et al. 2016). Dans cette méme étude une corrélation
positive a été démontrée entre la surexpression du TSPO et le score MMSE.

La microglie fournit la premiére protection en cas de maladies ou de iésions, en participant
aux mecanismes de limmunité innée et adaptative. Elle est impliquée dans la viabilité et 4 Ia
régénération neuronale.

Cependant, I'activation chronigue de Ia microglie peut étre délétére pour les neurones et jouer
un role majeur dans les processus neuro-dégenératifs. La surexpression du TSPO est
directement liée au degré de sévérité des lésions.

1.5.2. Pathologies neuronales
1.5.2.1 Maladie d’Alzheimer

La maladie d'Alzheimer (MA) est due a la formation de plaques amyloides constituées de
protéine AB. L’activation de la microglie apparait au stade prodromal et possiblement au stade
pre-clinique et semble jouer un réle protecteur dans la progression clinique de la maladie a
ces stades précoces. Une corrélation positive a été démontrée entre la surexpression du
TSPO et le score MMSE. De pius la surexpression du TSPO ralentirait la dégradation de létat
clinique (Hamelin et al. 2016).

U'effet bénéfique de l'activation microgliale serait dir a Pactivité de phagocytose de la plaque
amyloide qui diminuerait ainsi la charge amyloide (Hanisch et Kettenmann 2007).
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Cependant cette activité de phagocytose est diminuée par les cytokines pro-inflammatoires,
ce qui suggére que la microglie activée dans un contexte inflammatoire exerce un effet
protecteur moindre.

L'administration d'anti-inflammatoire chez la souris atteinte de MA, a permis la suppression de
la réponse inflammatoire par Ia microglie et d'atténuer ainsi les symptémes de la maladie
(Hanisch et Kettenmann 2007).

Au CHU de Toulouse, deux protocoles de recherche impliquant la personne humaine vont étre
menes chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Ces deux essais auront pour
objectif d'évaluer l'activation microgliale et la neurc-inflammation par imagerie TEP, en
utilisant un traceur fluoré spécifique du TSPO : le [**F]DPA-714.
Ces deux protocoles sont :
- VIP: protocole thérapeutique évaluant efficacité d’un nouvel anti-inflammatoire, le VX-
745 ou neflamapimod versus placebo, chez les patients a un stade précoce de MA.
- NICAD: protocole non-thérapeutique ayant pour objectif d'évaluer la neuro-
inflammation chez les patients atteints de MA.

1.5.2.2 Maladie de Parkinson

Chez les patients atteints de la maladie de Parkinson, ont été retrouvés des taux plasmatiques
élevés d'interféron gamma (IFN-y). Suite & ces observations des etudes de mort neuronale
induite par le MPTP au niveau de la substance noire ont €té menées sur le modéle murin.
L'expérience a démontré que les souris déficientes en IFN-y présentaient une activation
microgliale réduite ainsi qu'une perte moindre des neurones dopaminergiques. Des études in
vitro ont démontré que la destruction des neurones dopaminergiques induite par une toxine,
necessitait la présence de la microgiie.

Ces expériences ont permis de démontrer que l'activation microgliale pouvait exercer un effet
délétére dans la maladie de Parkinson (Hanisch et Kettenmann 2007).

1.5.2.3 Accident vasculaire cérébral

Aprés une lésion ischémique cérébrale, les cellules microgliales s’accumulent au niveau du
site de la iésion et de sa région adjacente, la penombre. L'accumulation de Ia microglie au
niveau de la lésion est corrélée & une diminution des dommages neuronaux et une
augmentation de la survie neuronale, tandis quen cas de déplétion de la population
microgliale, la taille de I'infarctus est majorée.

L'injection des cellules microgliales exogénes chez [a gerbille de Mongolie a montré une
augmentation du facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF, brain-derived neurotrophic
factor) et du facteur neurotrophique dérivé des fignées de cellules gliales (GDNF, glial cell line-
derived neurotrophic factor), qui expliqueraient I'effet benéfique de la microglie sur la survie
neuronale (Hanisch et Kettenmann 2007).

1.5.3. Pathologies psychiatriques

Les neurostéroides, sont des puissants modulateurs de I'anxiété et de la dépression. Une
diminution de Fexpression du TSPO sur les plaquettes, mais également de la synthése
d'ARNm dans les lymphocytes a été mise en évidence chez les patients anxieux, bipolaires ou
encore schizophréniques. Cependant, la dépression seule n'a pas eté associée a une
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diminution de 'expression du TSPO dans les plaquettes (Weizman et al. 1995). Les patients
dépressifs ou présentant des troubles anxieux présentent plus fréquemment le polymorphisme
Ala147Thr, correspondant au remplacement de I'alanine par [a thréonine au niveau du 147éme
acide aming, et qui affecterait la synthése de la pregnenolone (Costa, Pini, Martini, et al. 2009:
Costa, Pini, Gabelloni, et al. 2009).

Au niveau central, I'épisode dépressif caractérisé (EDC) et 'EDC résistant ont été associés a
une microgliose habituellement peu exprimée dans le cerveau humain. Cette infiltration de la
microglie entraine une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-g, IL-8) aboutissant
un état inflammatoire. Les cytokines exercent au cours de cette réponse immunitaire une
action sur la régulation des neurotransmetteurs mono-aminergiques, particulierement sur Ia
sérotonine. En effet il existe une réponse inflammatoire activant Findoleamine 2,3 dioxygénase
(IDO) qui dégrade le tryptophane en kynurenine. Or le tryptophane étant un précurseur de Ia
serotonine, l'inflammation pourrait entrainer une diminution des taux du neurotransmetteur.

Au CHU de Toulouse, un protocole d’essai clinique, InflaDep va étre mis en place, dans le but
d'évaluer et de comparer I'état neuro-inflammatoire des patients souffrant IEDC résistant
modéré a sévere par rapport & un groupe controle (patients non-déprimés).

L.5.4., Intérét de cibler le TSPO

En imagerie, cibler le TSPO, permet ainsi d'évaluer des Iésions cérébrales de
physiopathologies différentes ainsi que leur progression. La surexpression du TSPQO ne
survenant pas seulement en cas de lésions mais également dans le processus de
regénération, les mécanismes de reparation peuvent étre ainsi évalués (Rupprecht et al,
2009).

La surexpression du TSPO a également été mise en évidence dans de multiples maladies
neuro-dégénératives, particuliérement au niveau des sites de pertes neuronales. Ceci a été
demontré pour la maladie d'Alzheimer, les démences fronto-temporales, la sclérose en
plagues, la maladie d'Huntington, la sclérose latérale amyotrophique et la maladie de
Parkinson.

Une étude sur le modéle murin atteint de la maladie d'Alzheimer montrait que I'expression du
TSPO dans la microglie était associée a une perte neuronale, tandis que dans les astrocytes
elle s'accompagnait d'une diminution des Iésions neuronales (Ji et al. 2008).

Une autre étude, chez des animaux atteints de maladies démyélinisante, suivies ensuite d'un
processus de remyélinisation, révélait des taux élevés de TSPO pendant la régénération de la
myéline. Ces expériences suggérent que le TSPO joue un réle dans les processus de
réparation neuronale. (Chen et al. 2004; Agnello et al. 2000).

Dans 'EDC et dans 'EDC résistant, cibler le TSPO en imagerie TEP présente un intérét
majeur. En effet il a &té démontré qu'une dysrégulation de Ia réponse immunitaire était
souvent présente dans ces pathologies, aboutissant 4 un état inflammatoire ayant pour
conséquence la dérégulation de la neurotransmission mono-aminergique (Setiawan et al.
2015).

Cibler la microglie via le TSPO chez les patients comateux, permettrait d’évaluer leur potentiel
de recupération neurologique. Actuellement les données cliniques ne permettent pas de
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distinguer, a la phase aigie, les patients qui pourront récupérer de ceux qui évolueront vers
un état chronique.

Le protocole Coma3D, utilisant le ['®F]DPA-714, va &tre mis en place au CHU de Toulouse
pour évaluer les connexions cérébrales structurelles, fonctionnelles et métaboliques des
patients dans le coma. Ces connexions cérébrales joueraient un réle important dans les
processus de récupération.

Frangots MOCQUOT | Thése d'exercice | Université de Limoges | 2017 44

[S)erncno | Bl




il. Synthése d'un médicament radiopharmaceutique fluoré

lI.1. La tomographie par émission de positon

La tomographie par émission de positons (TEP) est une technique d’imagerie fonctionnelle
d’émission non-invasive largement répandue dans le domaine de loncologie et de la
neurologie, utilisée a des fins de diagnostics et de suivis therapeutiques.

La réalisation d'un examen de TEP nécessite I'administration d’'un médicament radio
pharmaceutique (MRP). Celui-ci est constitué d'un vecteur moléculaire (substrat, ligand ou
autre permettant de cibler une fonctionnalité ou une substance & étudier) et d'un isotope
radioactif qui permet de localiser la distribution du vecteur au sein de l'organisme. L'intérét des
isotopes émetteurs de positons est double : ils peuvent facilement étre incorporés aux
molécules sans altérer leurs propriétés biologiques et permettent également de réaliser des
reconstructions d'image en trois dimensions avec une trés bonne sensibilité et résolution,

La réalisation d’'un examen TEP correspond I'enchainement de plusieurs opérations que nous
allons aborder dans cette partie. Nous nous focaliserons dans un premier temps sur l'examen
TEP lui-méme comprenant la détection du rayonnement, ia reconstruction tomographique et
les corrections nécessaires pour fournir une image représentative de la distribution du MRP au
sein du patient. Puis dans un second temps, nous nous intéresserons a la production de
lisotope, la synthése du MRP, le contréle qualité du médicament et I'injection du MRP au
patient.

I.1.1. Emetteur de positon

Les émetteurs de positons sont des atomes caractérisés par un excés de charges positives
dans leurs noyaux. lis se désintégrent vers un &tat stable par transformation d’un proton en un
neutron qui conduit a I'émission d’un positon et d’'un neutrino.

P=>n+et 4y,

Le positon (pouvant étre symbolisé par e* ou B*) est de masse égale a celle d’'un électron
mais de charge opposée.

Pour quil y ait émission B*, I'énergie en excés de F'atome radioactif doit avoir une valeur
minimale de 1.022 Mev. Cette valeur correspond a Fénergie libérée sous forme de deux
photons y de 511 keV lors I'annihilation de du positon avec un électron du milieu.

Les transferts d’énergie sont symbolisés sur Ia figure ci-dessous :

2X

1,022 MeV

21X’
Figure 14 : Schéma de désintégration d'un émetteur Bt
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L’atome X dont le nombre de masse (nombre de nucléons) est A et le nombre de protons est
Z, se désintégre en transformant un proton en neutron, 'atome X devient Y (dont le nombre de
protons est Z-1), et il y a émission d'un positon.

A=N+Z A N+1
x o Y -+ B+ - Ue
Z Z-1

Ci-dessous 'exemple de l'isotope le plus utilisé en TEP : le 18-Fluor, "8F.
En se désintégrant, le '®F émet un positon avec une énergie cinétique maximale de 633 keV.

lgF

AMc2= | 1,022 MeV
1,655MeV .. ... ¥

—_— 633 keV

Figure 15 : Schéma de désintégration du 18F

Une fois émis, le positon parcourt quelques millimétres dans les tissus, au cours desquels il
perd l'intégralité son énergie cinétique. Quand I'énergie cinétique du positon est nulle, c'est-a-
dire lorsqu'il a terminé son parcours dans la matiére, il interagit avec un électron libre du
milieu, aboutissant au phénoméne d'annihilation, au cours duquel les deux particules se
transforment en deux photons gamma de 511 keV, émis a 180 ° dans des directions opposées
(coincidence).

y=511keV

Figure 16 : Annihilation du positon avec émission de 2 photons de 511 KeV

Le principe de base de la TEP est de détecter ces deux photons de 511 keV pour déterminer
le lieu de l'annihilation.

Les principaux émetteurs de positons utilisés en TEP ainsi que leurs caractéristiques sont
résumés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 1 : Principaux émetteurs de positons utilisés 2 des fins médicales (Disselhorst et al. 2010;

Paans 1997; Walther et al. 2011: Z. Li et Conti 201 0

Radionucléide | Période Mode de | Egomm | Parcours Produit de | Méthode de | Chimie Exemples d'application
physique décroissance {keV) meyen du | décroissance production  la
{%) g+  (mm) plus courante
dans l'eau
Fluor 18 B+ (97) Oxygene 18 | "“O(p,n)"*F Chimie [*FIFDG: analogue du
110 min 635 0,62 . glucose, traceur utilisé en
o EC(3) *0 (cyclotron) 0rganiaue ¢ oncologie
"CHil ufilisé pour e
marquage de nombreuses
Carbone 11 20,4 mi B (32.8) 980 1.1 Bore 11 "N(d.n*He)"'C Chimie melécules organiques
gl 44 min EC (0.2) ' ng (cyclotron) organique | comme le  [N-methyl
"CIPIB  marquewr des
plaques amyloides
Azote 13 Carbone 13 %Q(p, ‘He)**N - 1 o
) 9.96min | B+ (100) 190 | 15 Chimie o N, utlisé pour marquer
N ted {cyclotron) organigue | des acides amines
Chimie s "
Oxygéne 15 ) B+ (29,9) Azote 15 “N(d,n)**0 en phase | | ©IH0  utiisé  pour
. 2,03 min 1720 25 visualiser le flux sanguin
o EC@.1) N {cyclotron) 9aZEUSE | cersbral ou myocardique
rapide
Marquage de
lode 124 B+ (25) Tellure 64 MTe(p,n)'24 Chimie macromolécules  comme
. 4,18 2140 3,48 . linsuline ou encore de
i EC (75) “Te {cyclotron) OrganIaue | 1o mnexin V., marqueur de
'apoptose
B+, CE:
B+ (1 8) Nickel 64
Cuivre 64 . #Ni(p,n)™Cu Chimie . .
e 12,7h B- (37) 655 | 0,64 “Ni de ’,f:;: &,Test'ﬂn;m‘;;“e”’ de
u EC (45) B- : Zinc 64 (Cydﬂtron) chélation
642n
Gallium 68 B+ {90) Zinc 68 #Ge-"Ga Chimie Anzlogues de la
68,3 min 1900 3,48 de somatostatine {(POTA-
*Ga EC (10) *Zn {Géncrateur) chélation | TOC, DOTA-TATE)
—_ . 8Zr.trastuzumab,
Zirconium 89 a3 B+ (23) , Yitrium &9 Y(p.n)*zr Chimie | - ticorps ayant  une
3 39 1 de .
sz, EC (77) swy (cyclotron) chélation :fng\;tzé pour les récepteurs

Le "C, le *N et le 'O ayant une demi-vie trés courte, ceci impose que la production des
isotopes, la synthése du MRP et son injection au patient se fassent sur le méme site.

Concernant le ®F, sa demi-vie plus longue, a permis la mise en place d'un réseau de
distribution de MRP, les centres cliniques ne possédant pas de cyclotron peuvent aussi
béneficier de MRP fluorés. Le gallium 68 (%3Ga) est quant a Iui disponible par le biais d'un
générateur (Galliapharm®) dont le noyau pére est le germanium 68 (*3Ge) et posséde une
période physique de 270,8 jours.
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1.1.2. Détection en tomographie par émission de positon

L'obtention d’'une image TEP s’effectue en deux etapes :

I1.1.2.1 La mesure des projections de I'objet

T<12ns

Figure 17 : Schéma d'une couronne de détection TEP (Aurengo, s. d.)

La mesure des projections de I'objet repose sur le principe de la détection en coincidence.
Toute désintégration d’un positon se caractérise par I'émission de deux photons gamma de
511 keV dans des directions opposées. Cette propriété est utilisée par les TEP pour
determiner la projection du lieu d’annihilation, au moyen de deux détecteurs indépendants qui
mesurent quasi simultanément deux photons de 511 keV. Pour se faire, des détecteurs
élémentaires sont répartis en couronne autour du patient. Le circuit électronique accepte la
coincidence si les deux événements arrivent dans une fenétre temporelle (1) de l'ordre de 10
ns et si les deux photons ont une énergie voisine de 511 keV. La reconstitution des données
constitue la derniére étape, permettant de recréer limage de la distribution radioactive au sein
du patient.

11.1.2.2 La reconstruction tomographique

Celle-ci permet I'obtention d’une image reflétant la biodistribution tridimensionnelle du traceur,
tous les éléments de projection d'une coupe sont ranges dans une matrice appelée
sinogramme. Chaque ligne de cette matrice correspond a la projection monodimensionnelle
de la coupe pour un angle particulier. Cette matrice a autant de lignes que d’angles de mesure
et autant de colonne que de cases de mesures pour une position angulaire. Un point du
sinogramme correspond & une ligne de réponse entre deux détecteurs élémentaires.
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Ligne de réponse

Lnitd de déiectaon

Figure 18 : Etapes de fabrication du sinogramme (Nalis 2009)

L'information reportée dans le sinogramme correspond a lintégrale des émissions des
photons de 511 keV émis suivant cette incidence, pour tous les points de I'objet situés sur la
ligne de réponse. Chaque événement accepté par le circuit de coincidence incrémente d’une
unité un pixel du sinogramme correspondant a la ligne de réponse entre les détecteurs
élémentaires. L'étape de mesure TEP consiste alors a remplir les différents pixels du
sinogramme. L'acquisition des données résulte d'un comptage dont les fluctuations
statistiques sont régies par la loi de Poisson.

Le mode 2D consiste & ne sélectionner que les incidences 8 = 0° grace a des « septa » qui
arrétent les rayonnements qui ne sont pas émis perpendiculairement au plan du détecteur,
tandis que le mode 3D prend en compte la détection sous tous les angles. Le mode
d'acquisition 3D augmente significativement la sensibilité du systéme, ce qui permet de
reduire les activités injectées et/ou la durée des examens.
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Figure 19 : Comparaison du mode 2D (gauche) et du mode 3D (droite) (Nalis 2009)

11.1.2.3 Quantification

La connaissance précise de la quantité de traceur fixée par les différentes Iésions doit
permettre de :

- Comparer les patients entre eux

- Visualiser I'évolution des Iésions (aprés prise d'un traitement par exemple).

La premiére étape consiste & corriger image en éliminant les événements aléatoires
(données d'émissions) de mesure et en corrigeant les phénoménes d’atténuation (données de
transmission).
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L'obtention d'une quantification absolue requiert une calibration du tomographe, souvent
réalisée & laide de la mesure d'un fantéme (cylindre remplie d'eau radioactive de
concentration connue, mimant un corps humain). Le facteur d'eétalonnage est alors déterming,
en comparant le nombre de « coups/pixels » 3 la concentration radioactive « kBg/mL »
déterminée lors du remplissage du fantéme.

En pratique clinique, la méthode de quantification faijt Fobjet d’une normalisation qui tient
compte de lactivité injectée et de la morphologie du patient. Cette valeur normalisée est
appelée SUV (Standardized Uptake Value) : son calcul est basé sur le rapport entre la fixation
du traceur et la dilution homogéne du traceur dans le volume du patient.

Fixation
" Activité Volumique

suv

Fixation : Bg/mL
Activité Volumique : Bg/mL

Une valeur de SUV de 1 signifie que I'activité est diluée de maniére homogéne dans le
volume. Une valeur de SUV 5 fois supérieur au niveau d’une lésion montre qu’il existe une
fixation 5 fois plus importante dans cette lésion par rapport a la dilution uniforme du MRP.

I Quantification relative

Il Etalonnage TEP

Emission | | Transmission

NS

Image corrigée des
phénoménes physiques
coups/pixel

. s Facteur de calibration

1l Quantification absolue
Image en kBg/mL. 1

X Activité injectée, poids
1V Normalisation

Image en SUV

Figure 20 : Etapes avant I'obtention du SUV (de Dreuille et al. 2004)
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Il.2. Production de médicaments radio pharmaceutiques fluorés

Parmi les nombreux isotopes émetteurs de rayonnement B+ vu ci-dessus, nous n'évoquerons
ici que le "®F.

Tableau 2 : Avantages et inconvénients du marquage au 18F

* Deux formes disponibles : anion ou cation, permettant de faire
soit de la substitution nucléophile (SN) soit de la substitution
électrophile (SE)

¢ Nombreuses méthodes de radio fluoration

e Liaison C-F souvent stable in vivo

Avantages » Période physique de 109 min : utilisation en dehors des sites de
production, distribution aux sites dépourvus de cyclotron
e Forme fluorure, faible volatilité, risque de contamination plus
faible qu'avec le "'C
* Production de fortes activités
¢ Pour certaines synthéses : nécessité d'activation, donc obligation
d'utilisation de méthode multi-étages
e Certaines molécules d'intérét ne peuvent étre fluorées sous
Inconvénients peine de perte des propriétés pharmacologiques du ligand
d'origine
* Risque radiochimique si production de fluor électrophile (forme
gazeuse)

Le "F est donc un émetteur p+ privilégié pour le radio marquage, du fait de sa période
physique, sa chimie largement connue et sa disponibilité via les cyclotrons.

1.2.1. Production du fluor 18

Comme mentionné précédemment, le fluor 18 est lisotope le plus utilisé en TEP. C'est un
isotope artificiel qui doit étre synthétisé a l'aide d'un accélérateur de particules. Nous allons
prendre comme exemple la production de fluor 18 par le cyclotron IBA du CHU de Toulouse.

|

Figure 21 : Cyclotron IBA - CHU Toulouse
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I1.2.1.1 Principe de fonctionnement du cyclotron

Le cyclotron est un accélérateur électromagnétique de haute frequence mis au point en 1929
par E.O. Lawrence aux Etats-Unis. C’est un accélérateur de particules chargées destinég a
produire un faisceau de particules, dans notre cas un faisceau de protons, grace & l'utilisation
d'un champ électromagnétique. Ces particules sont ensuite utilisées comme projectiles pour
"bombarder” des atomes cibles et engendrer la réaction nucléaire.

I1.2.1.2 Production de I'ion source

Cet ion source constitue la particule chargée a accélérer pour générer le faisceau de protons
qui bombardera [a cible. Les deux ions sources les plus souvent utilisés sont les ions
hydrogéne H et deutérium D

Le choix de la source se fait en fonction du radioélément que I'on souhaite produire. Les ions
H permettent la production de "'C, "N, "®F, tandis que les ions D" permettent de produire du
**0 et du "*F; (fluor électrophile).

Le principe de production des sources d'ions est le suivant : un volume de gaz (Hz ou D) est
transféré dans une chambre soumise a un champ électrique statique. Sous l'effet de ce
champ, le gaz va s'ioniser. Le plasma ainsi obtenu est stabilisé par le champ magnétique (B).
Ci-dessous les réactions d'ionisation :

Ho — H* + H-
D, - D*+ D

Cathode
| S—
~ el M
™ |
~ v N F
\ |
™ .
) N
N[, D
* + ™~ N
™ Extraction
N e A Aperture
Discharge
Power ™ ]
Supply ™ L
‘HE’
Y [o BN
L je- LI MAnode
Cathode

Figure 22 : Principe de création de l'ion source

Les ions produits sont ensuite extraits de cette chambre par une "cheminée" au centre du
cyclotron afin de les transférer vers la zone d’accélération.
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Figure 23 : Cheminées d'extraction de I'ion source

11.2.1.3 Accélération de I'ion source

La zone d'accélération est formée de deux cavités en forme de demi-cylindres : les « dees »,
séparées par un petit intervalle. L'injection de l'ion source dans cette zone est réalisée en son
centre. L'ensemble est soumis a un vide poussé et est placé entre deux électro-aimants qui
produisent le champ magnétique désiré.

Champ magnétique

I I - | Electro-aimants

Generateur  de  tension  alternatve
sinusoidale réglable en amplitude et en
fréquence

Figure 24 : Structure simplifiée du cyclotron

Les ions hydrures chargés vont étre mis en mouvement. Ils ont une vitesse initiale, qui est
celle du transfert depuis la chambre d'ionisation vers la zone d'accélération. lls sont accélérés
parallélement au champ électrique appliqué entre les deux dees. Leur mouvement est ensuite
courbé grace au champ magnétique appliqué entre les électro-aimants entourant les deux
dees.
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I.2.1.4 Champ électrique

Le champ électrique E (en rouge ci-dessous) est di & une tension alternative U appliquée
entre les deux dees. L'hydrure est alors successivement attiré par le champ électrique positif
puis repoussé par le champ électrique négatif.

II'a donc pour effet d’accélérer les H-, qui regoivent a8 chaque passage un « quantum
d’énergie », augmentant ainsi leur vitesse et donc leur energie cinétique. Les H- sont donc
accelérés une fois par demi-tour soit deux fois par tour, a chaque sortie d'un dee.

A
©E »
—
Jl/{r \
ol((D)e .
WA N SR —l
\\;-,—.’/ N S

Figure 25 : Trajectoire des ions hydrures sous limpulsion des champs électriques et magnétiques

11.2.1.5 Champ magnétique

Lorsque les particules entrent dans I'un des dees, elles ne sont plus soumises au champ
électriqgue mais seulement au champ magnétique, qui leur impose une trajectoire circulaire de
rayon r=mv/qB.

NOTA : Le module de la vitesse (v) des particules ne varie pas au sein d’'un dee.

La vitesse angulaire est indépendante du rayon de la trajectoire, donc finalement de la vitesse
linéaire des particules. Quelle que soit leur vitesse, les particules mettent le méme temps pour
décrire un cercle (ou ici un demi-cercle...).

Elles décrivent donc une succession de demi-cercles de rayon en augmentation, jusqu’a leur
sortie du dispositif. Leur vitesse est alors directement liée au rayon du dernier demi-cercle.

1.2.1.6 Le vide

Afin que les ions accélérés n'interagissent pas avec d’autres molécules, la zone d'accélération
des ions est soumise a un vide poussé qui doit étre inférieur & 4 x 10~ mbar.

11.2.1.7 Du faisceau d’hydrures au faisceau de protons

Une fois que I'association du champ magnétique et du champ electrique a permis d'accélérer
les hydrures, les électrons périphériques de ces derniers doivent étre éliminés de facon a ne
conserver que le proton. Cette élimination est obtenue par linterposition d’une feuille de
carbone (stripper) devant le faisceau d’ions, captant les électrons périphériques.
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Il en résulte en sortie un faisceau constitué uniquement de protons. Ces particules seront
éjectées de l'accélérateur avec I'énergie adéquate a partir de la derniére trajectoire, puis
guidées sur la cible.

Figure 26 : Production du proton via le stripper

11.2.1.8 Bombardement de la cible

La cible constitue un réservoir étanche contenant la substance a bombarder. Dans le cas de ia
synthése du F, Ia cible contient de 'eau enrichie 4 95% en oxygéne 18 (*0) : H, 0.

Il se produit la réaction suivante : 50+p—3F+!n.

Le cyclotron IBA cyclone 10/5 du CHU de Toulouse permet la production du 8F par la réaction
nucléaire *0 (p,n)*®F, induite par un faisceau de protons d’énergie de 10 MeV sur une cible
constituée de 2.5 mL d'eau enrichie 4 95 % en isotope '20.

Les conditions typiques d'irradiation sont :

- Intensité de courant 37.5 pA (régime simple faisceau),

- Durée d'irradiation 60 min, permettant d'obtenir approximativement 37 GBq de ™*F.
Immeédiatement aprés la fin du « tir », la solution d’eau enrichie irradiée contenant le **F sous
forme de fluorure est transférée sous pression d’hélium vers l'entrée du module de synthese.

11.2.2. Synthése d’un radio-traceur

i.2.2.1 Module de synthése

Devant les activités importantes de '*F mises en jeu lors des synthéses, il y a obligation
d'automatiser les étapes de synthése. Ceci permet de garantir la reproductibilité des
synthéses et d'assurer la sécurité du personnel en termes de radioprotection. Un automate de
synthése permet de réaliser selon un enchainement bien précis Fensemble des etapes : de la
purification de l'isotope jusqu'a la production de la solution mére du radiopharmaceutique.
Différents modules de synthése sont présents sur le marché avec chacun des techniques de
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fluoration et des méthodes de purification particuliéres. L’automate de fluoration au CHU de
Toulouse est le Synchrom R&D ® (Société Raytest GmbH, Straubenhardt, Allemagne :
Systéme de synthése Nucléophile 18F R&D), inséré dans une hotte blindée ventilée de classe
A.
Ce systéme posséde :

- 25 électrovannes a 2 ou 3 voies

- 1 réacteur en verre traité

- 9 entrées possibles de substrats

- 1 sortie HPLC

- 5 compteurs Geiger-Mililler

9 Entrées

REACTEUR

HPLC

Figure 27 : Automate de synthése Synchrom R&D®

1.2.2.2 Les voies de synthése

Il existe deux méthodes de fluoration :
- La fluoration nucléophile
- Lafluoration électrophile.

11.2.2.2.1. Fluoration nucléophile

La substitution nucléophile par le F- permet la production d’une grande variété de MRP, avec
des rendements et des activités spécifiques élevés. La réaction nucléaire de type *0 (p,n) "F
permet d'obtenir le "*F en solution sous forme fluorure de potassium (K*F).

Le "®F est ensuite séparé de I'eau enrichie dans lequel il est solubilisé, par I'intermédiaire
d’une résine échangeuse d'ions (cartouches sep pak appelée QMA). Cette séparation a deux
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objectifs . récupérer I'eau enrichie irradiée et obtenir le fluorure sous forme anhydre. Le
fluorure n'étant réactif qu’en milieu organique, il est nécessaire d’en éliminer I'eau.

Afin de l'extraire de la résine on utilise une solution de carbonate de potassium (K.COs)
concentrée qui déplace la liaison sur la cartouche. Enfin pour le dissoudre dans un milieu
organique, on utilise des sels de tétra-alkyl ammonium ou des aminopolyéthers (Kryptofix
2.2.2). Ceux-ci jouent également le réle de « catalyseur » car ils vont activer le fluor en
encageant l'ion alcalin (ici K*), rendant le fluor disponible pour des réactions radiochimiques.
Le solvant organique le plus fréquemment utilisé est 'acétonitrile. Aprés ajout du précurseur,
une réaction de substitution nucléophile se produit alors dans ce milieu en chauffant entre 30
°C et 160 °C pendant 10 & 30 min (les conditions expérimentales sont a redéfinir pour chaque
précurseur).

La fluoration nucléophile peut s’effectuer de deux facons :
- Synthése en une étape: substitution d'un groupement chimique « partant» du
précurseur, par le "*F (exemple : groupement tosylate, Ts)

Me OTs K[ 1 BF]F- K222 Me 13F
| N KzCOgq, DMSO N i
= N7 N 7N d 165°C, 5 min = N N g
o A s
Me N \ Me N \
\I \
O:/ 4
s 18 =
NEt, NEt ["°*FIDPA-714

Figure 28 : Synthése du ['®F]DPA-714 en une étape (Damont et al. 2008)

- Synthese en deux étapes :
Etape 1 : préparation d'un intermédiaire fluoré par substitution nucléophile avec du 18
F- (par exemple utilisation de 1,2 bistosylethyloxane ou « ditosyl », possédant 2
groupements « partant »)
Etape 2 : alkylation de cet intermédiaire sur le précurseur.

HsC HiC
[K*/22.2]"%
/7 O [}
O’IS\O/\/O\S” O,JS-.O/\/VF

£

CHs
Ethylene glycol bistosylate ["*FIFE-Tos

N/\v ['"*FIFETos

CH,

O ICH, MNaHDMF HO o L_CH,
HO OH O OH
1 3 \“}
TDDPN ['®FIFDPN
Figure 29 : Synthése du ['*FIFDPN en deux étapes (Schoultz et al. 2013)
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NOTA : la synthése ci-dessus contient une troisiéme etape consistant & éliminer en milieu
acide les groupements protecteurs.

Le précurseur doit avoir un groupe « partant » situé a I'endroit ol 'on souhaite introduire le
'®F. Les groupes partants les plus utilisés sont les triflates, les tosylates, les mésylates et les
nosylates.

Si la substitution nuciéophile a lieu au niveau d'un noyau aromatique, les groupements
partants sont souvent le nitro (NO;), le triméthylammonium ou le '8F et le noyau aromatique
doit étre activé par la présence en ortho ou para de groupes électroattracteurs.

Si le précurseur posséde des sites possiblement attaquables par la substitution nucléophile et
qui doivent rester intact, il est nécessaire qu'ils possédent des groupements protecteurs. Ces
groupements doivent étre facilement hydrolysables aprés substitution nucléophile.

11.2.2.2.2, Fluoration électrophile

La fluoration électrophile se fait par le biais du fluor sous forme gazeuse Fa. La réaction
nucléaire nécessaire a la production du [**FF; par le cyclotron est 2Ne(d, o) '®F.

Afin de récupérer le ["FIF; dans le réacteur, il y a necessité dinjecter dans ia cible du
cyclotron du fluor froid entraineur, qui a pour inconvénient de diminuer l'activité spécifique.

La fluoration par le F, peut étre directe mais nécessite le plus souvent la production d'une
molecule intermédiaire afin de le rendre moins réactif et limiter les réactions indésirables,

Le fluor électrophile permet des réactions d'addition sur doubles liaisons ou noyaux
aromatiques ; cependant ces derniéres n'étant pas toujours régio-sélectives, il est préférable
d'utiliser des réactions de démétallation comme par exemple dans synthése de la [18-
F]FluoroDOPA.

En effet le groupe trialkyl-étain (SnMes) exerce un effet électro-donneur sur le carbone
aromatique, qui constituera le lieu « d'attaque » du fiuor éiectrophile, garantissant la régio-
sélectivité de la réaction.

H '®F, / CFCly H
BOCOijCOOEt TA, 10 min HOD/\‘/COOH
ii!HBo o : !ilH
BocO SnMe, c HBr 130 °C, 10 min g 18z NH2
HPLC

Figure 30 : Synthése par substitution électrophile de la ['®F]FluoroDOPA (Le Bars 2005)

I1.2.2.3 Purification

Une fois la synthése terminée, dans la plupart des cas, trois composés chimiques sont
présents dans le réacteur :

- Le ™F nayant pas réagi

- Le précurseur froid qui n'a pas réagi

- Le précurseur fluoré
En genéral, le précurseur contient des groupements protecteurs qui nécessitent d’étre
hydrolysés pour libérer [a molécule d’intérét.
Afin de séparer cette derniére des impuretés, il est nécessaire de procéder & une purification.
Pour se faire, deux procédés existent qui peuvent étre utilisés seuls ou combinés.
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I.2.2.3.1. Purification sur cartouche SPE (Solid Phase Extraction})

L'extraction en phase solide est une technique de plus en plus répandue en raison de sa
rapidité et de son efficacité. Le principe repose sur Fadsorption de la molécule d'intérét sur
une phase stationnaire {contenue dans une cartouche) que l'on récupére ensuite lors de
léiution. Des lavages successifs permettent d'éluer les impuretés en fonction de leurs
propriétés physico-chimiques.
La purification sur cartouche SPE se décompose en quatre étapes :
- Activation de la phase solide en faisant percoler un solvant dans la cartouche. Celle-ci
ne doit pas sécher avant dépét de 'échantillon,
- Deépdt de I'échantillon.
- Lavage en utilisant un solvant qui élue les impuretés sans décrocher la molécule
d'intérét,
- Elution de la molécule d'intérét avec un faible volume de solvant approprié.

I1.2.2.3.1.1. Pré-purification

La purification SPE peut étre utilisée en complément de la purification HPLC dans le cadre
d'une pré-purification, c'est-a-dire en amont de 'MPLC, afin d'éliminer le plus gros des
impuretés qui pourraient endommager la colonne.

Exempie : pré-purification du [**F]DPA-714

Le DPA-714 est une molécule lipophile et apolaire qui est facilement adsorbé sur une
cartouche C18. Le lavage s'effectue avec de l'eau purifiée (solvant polaire), tandis que
Felution du DPA-714 est réalisée avec 2 mL d'éthanol.

I1.2.2.3.1.2. Post-purification

La purification SPE peut étre utilisée en complément de Ia purification HPLC dans le cadre
d'une post-purification, en aval de la colonne HPLC, dans le but d'éliminer Ia phase mobile
qui n'est pas toujours compatible avec la mise en forme pharmaceutique (exigences
toxicologiques).

Exemple : post-purification du ['*F]DPA-714

Lors de la synthese du DPA-714, la purification SPE est utilisée également aprés 'HPLC,
permettant I'élimination d’'une partie des impuretés ainsi que la phase mobile de Ia colonne
ethanol / acétate de sodium 0.1M (45/55).

En sortie de colonne HPLC, [a phase mobile contenant le pic de ["*FIDPA-714 est mélangée 2
100 mL d'eau stérile, puis passée sur une cartouche C18 qui retiendra le [*FIDPA-714. Le
["*FIDPA-714 est ensuite élué de la C18 par 1 mL d'éthanol. La post-purification permet ainsi
de concentrer le produit.

11.2.2.3.2. Purification HPLC

Les composés a séparer sont mis en solution dans un solvant, Ce mélange est introduit dans
la phase mobile liquide. Suivant la nature des molécules, elles interagissent plus ou moins
avec la phase stationnaire (colonne chromatographique). La phase mobile, en phase
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isocratique, poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systéme
chromatographique.
Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la
phase stationnaire. lls sont ensuite mis en évidence en sortie de colonne gréce a deux
détecteurs :

- Gamma : pour les radionucléides

- UV pour les autres composés (cf. figure ci-dessous).
Cette méthode permet de séparer les différents composeés. Grace a des essais préalables, on
connait le temps de rétention de notre molécule d'intérét, du fluor libre et des autres impuretés
avec un solvant donné. Ceci nous permet alors de sélectionner e pic de notre composé
d’intérét et ainsi de le collecter en sortie de colonne. Notre composé est ainsi caractérisé et
dissous dans le solvant d’élution.

UV detection

ATy T T T T e T T T T T T T T T T T T T T T T T TTTrTTT
00=Q0 05+¢0 1g° 00 A ) 2000 2500 30700 3500 2000 <5

4 “[F]DPA-T14

Free fluorine

00=20 05°00 10°0% 15%00 H 25700 20700 35700 €0700 45'00 50700 55700 minm

Figure 31 : Chromatogramme de synthése du [18F]DPA-714 en double détection (UV et gamma) en
sortie de colonne

Le premier pic correspond au "F libre n’ayant pas réagi, tandis que le deuxiéme correspond a
la molécule d’intérét: le ["*FIDPA-714. Ces chromatogrammes permettent de recueillir en
sortie de colonne la molécule a synthétiser.

11.2.2.4 Mise en forme pharmaceutique

Une fois le radio-pharmaceutique recueilli, celui-doit étre mis en forme dans un solvant
biologiqguement compatible & I'injection.

Selon la nature de la phase mobile de la colonne HPLC, il sera plus ou moins nécessaire de
procéder a une nouvelle purification sur une cartouche SPE. En cas de solvants non-toxigues,
la fraction collectée sera complétée avec des solvants biologiquement compatibles afin
d'ajuster le pH (bicarbonate de sodium) et/ou l'osmolarité (sérum physiologique). Si la phase
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mobile contient des solvants toxiques (méthanol, acetonitrile), la fraction collectée sera
purifiée sur une cartouche SPE (type C18) puis sera éluée avec un solvant biologiquement
compatible (éthanol par exemple). Cependant, au vu des exigences toxicologiques de la
Pharmacopée Européenne (<100 mg/mL), il sera nécessaire de diluer la fraction récupérée
dans du sérum physiologique.

Il est nécessaire ensuite de procéder a une stérilisation du MRP obtenu, par fiitration
stérilisante, via un filtre dont le diamétre des pores est de 0.22 pm, le tout dans une enceinte
de classe A,

1.2.2.5 Controles qualité du produit fini

Parmi 'ensemble des contréles a réaliser sur le MRP, on peut distinguer les tests a réaliser en
routine et les tests supplémentaires obligatoires pour valider le procédé de fabrication.

Nous verrons dans la partie réglementation que pour étre autorisé 3 utiliser un MRP
expérimental, il faut avoir validé en amont le procédé de fabrication gréce a [a production de
trois lots qui seront soumis & des tests complémentaires en plus de ceux de routine. Ceci est
nécessaire a la rédaction du dossier de médicament experimental (DME), particuliérement le
DME 1 relatif a la qualité pharmaceutique et chimique du produit.

I1.2.2.5.1. Contrdles qualité en routine
Parmi les contréles qualité (CQ) a réaliser en routine, il va.

- Aspect macroscopique de Ia solution.

- PH: par dépdt de 10 uL de solution finale sur du papier pH, de sensibilité 1 unité pH.
La couleur obtenue est comparée a Féchelle de couleur fournier par le fabricant.

- Pureté radiochimique (PRC) : par HPLC analytique couplée & un détecteur gamma et

un détecteur UV,
Procédé : 500 uL de la solution finale sont injectés dans le systéme HPLC équipé
d'une phase stationnaire lipophile (colonne greffée en C18), qui va séparer la molécule
synthetisée des impuretés, avec détection en sortie de colonne par les détecteurs
gamma et UV. La PRC est déterminée en calculant le rapport de l'aire du pic de la
molécule d'intérét sur la somme des aires de chaque pic. Le temps de rétention de la
molecule d'intérét est connu grace un standard non radioactif.

- Pureté chimique :

» Deétection des résidus de Kryptofix 2.2.2. par test colorimétrique.

Procedé : test avec de I'acide iodoplatinique selon la méthode décrite par Mock (Mock,
Winkle, et Vavrek 1997). Procédé identique & la Pharmacopée européenne concernant
la solution injectable de FDG (01/2014 ; n® 1325) Norme ; < 2.2 mg/Vmax.

+ Deétection d'impuretés en spectroscopie UV : permet lidentification et la
quantification des substances « froides » présentes dans FPéchantillon (test
matieres premiéres, produits secondaires de synthése, ...)

- Activité volumique : déterminée par mesure de la radicactivité du produit final par un
activimetre calibré, et par mesure du volume final. Le rapport de 'activité sur le volume
donne T'activité volumique en GBg/mL.

- Test d’intégrité des filtres : ce test correspond au test du point de bulle décrit dans la
pharmacopée européenne (Chapitre 5.1.1. 01/2008 : menographie 50101 méthodes de
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préparation des produits stériles) (« Pharmacopée europeenne 9e Edition | EDQM -
Direction européenne de la qualité du médicament » 2017)
- Pureté radio-nucléidique {PRN)
» Periode physique T ou « demi-vie » : le calcul de la demi-vie est une indication
de la pureté radio-nucléidique.
Procédé . mesure des activités (As et A2) d’un volume de la solution final, a
deux temps distincts 11 et tz (t2 > t1) & 'aide d'un activimétre calibré. Le calcul de
la période physique est :
_InZ x (12 -11)
~ InAl-—InA2
+ Par spectrométrie gamma : 'analyse du spectre gamma permet de caractériser
le radionucléide.
Procédé: quelqgue pL de la solution finale sont placés devant un
spectrophotometre gamma calibré (cristal d'iodure de sodium dopé au thallium
Nal(Tl) ou cristal de germanium). Un pic unique doit étre observé a 511 keV.
Cependant tous les émetteurs B+ émettent via I'annihilation un gamma a 511
keV. Il est donc nécessaire, aprés décroissance du F (+24H) de faire une
nouvelle mesure : aucun pic ne doit &tre mis en évidence.

11.2,.2.5.2. Controles qualité différés

Les tests de stérilité et des endotoxines sont réalisés sur chaqgue production mais ne sont pas
libératoires étant donné que leurs résultats sont différés.

- Sterilité : le controle de la stérilité est fait selon les exigences de la pharmacopée
européenne (Monographie 0125 : Préparations Radiopharmaceutiques)
Procédé : mise en culture sur milieux spécifiques pour bactéries aérobies et
anaerobies, et prélévements mycologiques. 1 mL de solution finale est mis en culture
dans chaque milieu : un tube thioglycolate a 37 °C (aerobies), un tube trypcase soja a
30-35 °C (anaérobies sous atmosphére de CO,) et un tube Saboureau & température
ambiante. Aucun trouble des milieux ne doit étre observé aprés 14 jours.
Une mise en culture témoin avec de 'EPPI est faite selon un procédé identique.
Ce test est qualifié de test différé puisque le résultat est connu aprés que la solution ait
été injectée au patient.

- Pyrogénicité : test des endotoxines bactériennes, selon la monographie 20815
(04/2016) section 2,6.14.

Enfin, le dernier test est le dosage des solvants résiduels qui est uniguement réalisé sur les
lots destinés a la rédaction du DME 1. Selon les solvants utilisés pour la purification HPLC, il
est nécessaire de les doser par chromatographie en phase gazeuse (CPG) en conformité
avec la Pharmacopée Européenne. Les taux limites sont renseignés dans FICH (Internal
Conference on Harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceuticals for
human use).

Frangois MOCQUOT | Thése dexercice | Université de Limoges | 2017 82

[S)ev-nc-np | Eel)




Tableau 3 : Récapitulatif des CQ sur le produit fini {« Pharmacopée européenne 9e Edition | EDQM -

Direction européenne de la qualité du médicament » 2017)

Tests

| Méthodes

| Spécifications

CQ en routine

Apparence de la
solution

Inspection visuelle

Solution limpide et incolore, exempte
de particules

identification radio-

Décroissance du fluor

Période physigue : 105-115 min

nucléidique Spectrométrie gamma | Pic a2 511 keV

pH Papier pH 4-8

Activité volumique Calcul A définir selon le composé
Concentration Chambre d'ionisation A définir selon le composé
radioactive

Pureté radiochimique | HPLC et CCM >85 %

Pureté chimique : Spot test < 2.2 mg/Vmax

Kryptofix 222 HPLC A definir selon le composé
Impuretés UV Souvent < 10ug / Vmax
Stérilite Inoculation directe Stérile

Endotoxine Test LAL <17.5 Ul/mL

hactérienne

Test d'intégrité des Point de bulle > 50 Psi (ou 3.45 Bars)
filtres

Tests complémentaires en validation de procédé
Pureté chimique : CPG
Solvant résiduels

Normes ICH :

Acétonitrile < 4.1Mg/Vmax ou 410 ppm
Ethanol € 10% (m/V)

Acgtone s 5000 ppm

DMSO < 5000 ppm

I.2.2.6 Réglementation des médicaments expérimentaux

11.2.2.6.1. Médicament expérimental : définition ANSM

Principe actif sous forme pharmaceutique ou placebo expérimenté ou utilisé comme référence
dans un essai clinique, y compris les produits bénéficiant déja d'une autorisation de mise sur
le marché, mais utilisés ou formulés (présentation ou conditionnement) différemment de la
forme autorisée, ou utilisés pour une indication non autorisée ou en vue d'obtenir de plus
amples informations sur la forme autorisée.

Le [**FIDPA-714 est & ce jour un médicament radiopharmaceutique expérimental (MRPE),
utilisé dans le cadre d'essais cliniques.

11.2.2.6.2. Essai clinique ; définition ANSM

Un essai clinique est une recherche biomédicale organisée et pratiquée sur I'tre humain en
vue du développement des connaissances biologiques ou médicales. Les essais cliniques
portant sur les médicaments ont pour objectifs, selon le cas, d'établir ou de vérifier certaines
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données pharmacocinétiques (modalités de I'absorption, de la distribution, du métabolisme et
de l'excrétion du médicament), pharmacodynamiques (mécanisme d'action du médicament
notamment) et thérapeutiques (efficacité et tolérance) d'un nouveau médicament ou d'une
nouveile fagon d'utiliser un traitement connu.

Depuis la parution du décret d'application de la loi Jardé {(n*2016-1537 du 16 novembre 2016)
publié le 17 novembre 2016, et entré en application le 18 novembre 2016, le terme de

“recherche biomédicale” est remplacé par “recherche impliguant la personne humaine”
(RIPH).

11.2.2.6.3. Contexte réglementaire de la synthése d'un MRPE

L'article R5126-9 du Code de la Santé Publique autorise "sous réserve de disposer des
moyens en locaux, personnel, équipements et systémes d'information nécessaires, les
pharmacies & usage intérieur (PUI) [...] 4 exercer les activités prevues aux articles L. 5126-5 et
L. 5137-2, notamment : [..] la réalisation des préparations rendues nécessaires par les
recherches impliquant la personne humaine mentionnées a l'article L. 5126-11, y compris la
préparation des médicaments expérimentaux mentionnée a l'article L. 5126-5 et [..] la
préparation des médicaments radiopharmaceutiques [...]." (Code de /a santé publique - Article
R&§126-9 2017). Cette autorisation est délivrée par le directeur général de I'agence régionale
de santé (ARS) du lieu d'implantation (article R.5126-16 du CSP) (Code de la santé publigue -
Article R57126-16 2017).

Dans le cadre de la production d’'un MRP, une autorisation d’exercer une activité nucléaire doit
étre délivrée par le président de IAgence de Sareté Nucléaire (ASN) (Code de la santé
publique - Article L1333-4, s.d.; Code de la santé publique - Article R1333-17, s. d.) (cf.
Annexe 3)

1.2.2.6.4. Les acteurs de la recherche
¢ Le promoteur

" Personne physique ou personne morale qui prend l'initiative d'une recherche biomédicale sur
I'étre humain, qui en assure la gestion et qui vérifie que son financement est prévu. Celui-ci ou
son représentant 1égal doit étre établi dans la Communauté européenne.” (Code de la santé
publique - Article £.1121-1 2017)

+ LUinvestigateur
" Personne physique qui dirige et surveille la réalisation de la recherche sur un lieu de
recherche. Lorsque le promoteur d'une recherche biomédicale confie sa réalisation 3 plusieurs
investigateurs, sur un méme lieu ou sur plusieurs lieux en France, le promoteur désigne parmi
les investigateurs un coordonnateur. " (Code de la santé publique - Article L1121-1 2017)

* Les participants
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Les participants peuvent étre des patients comme des volontaires sains. " L'intérét des
personnes qui se prétent & une recherche biomédicale portant sur un médicament prime
toujours les seuls intéréts de la science et de la société. " (Code de la santé publique - Arlicle
L1121-2 2017)

1.2.2.6.5. Mise en place d'un essai clinique

La recherche impliquant la personne humaine nécessite un enregistrement, avant toute
demande d'autorisation et demande d'avis auprés des autorités compétentes :

- Au niveau européen : dans la base de données EudraCT (n"EudraCT), dans le cadre
de recherches interventionnelles portant sur le médicament. EudraCT est une base de
données de tous les essais cliniques interventionnels portant sur des médicaments
dans la Communauté européenne, soumis aux Comités de protection des personnes
(en France : CPP) et a Fautorité compétente (ANSM) & partir du 1er mai 2004.

- Au niveau national : auprés de 'ANSM, qui délivre un identifiant RCB (n°ID-RCB), qui
est un identifiant unique pour les recherches en France. Ceci concerne toutes les
RIPH, hormis la recherche sur le médicament.

Apres l'enregistrement, I'ANSM doit obligatoirement donner son autorisation pour que la mise
en place ait lieu. CANSM autorise uniquement les recherches interventionnelles mentionnées
au 1° de larticle L. 1421-1 du code de la santé publique portant sur les médicaments, les
dispositifs medicaux, les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro, les produits cosmétiques
et de tatouage, les produits bioclogiques (produits sanguins labiles, préparation de thérapie
cellulaire, tissus, organes), ainsi que celles ne portant pas sur des produits de santé.
(« Recherches impliquant la personne humaine (RIPH) - ANSM : Agence nationale de sécurité
du médicament et des produits de santé » 2017)

Un dossier sera également déposé auprés des comités de protection des personnes (CPP).
Un CPP se constitue de 14 membres titulaires et de 14 suppléants, dont 7 du domaine
medical et 7 de la société civile. Le réle des CPP est de s'assurer que tout projet de RIPH
mené en France respecte les mesures (médicales, éthiques et juridiques) visant & assurer la
protection des personnes qui participeront a cette recherche.

Les CPP sont présents au nombre de 40 au niveau national, répartis sur 7 inter-régions.

Le CPP doit émettre un avis favorable pour que 'ANSM autorise 'essai clinique.

1.2.2.6.6. Les documents a fournir pour 'autorisation

* AuCPP

Pour examiner [a conformité de l'essai, le CPP a besoin du dossier d'essai clinigue (DEC)
constitué de :

- La brochure investigateur

- L'attestation d'assurance

- Du protocole et resumé de l'essai.

e AIANSM

Pour autoriser le protocole, 'ANSM aura besoin :
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- Du dossier administratif (DA)
- DuDEC
- Du dossier de médicament expérimental (DME), constitué de 3 parties :
o Partie 1= DME 1 : données relatives a la qualité pharmaceutique, chimique et
biologique.
o Partie 2 = DME 2 : données non cliniques
o Partie 3= DME 3 : données cliniques
- De l'avis favorable du CPP.
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lll. Synthése du ['*F]DPA-T14 : retour d'expérience

lil.1. Revue de la littérature

Le DPA-714 et le [*F]DPA-714 possédent la méme structure chimique mais ont cependant
des procédés de fabrication bien distincts. En effet de par la période physique du "F (109.8
minutes), la radiosynthése se doit d'étre rapide afin de garantir lors de I'injection des activités
specifiques et volumiques élevées.

Molecular Formular Co,H-FN,O,

N""N \/—:>__ /_.._\ Formula Weight:  398.4737832

CH,

N~

(

CH,

Figure 32 : Structure, formule et poids moléculaire du DPA-714

I.1.1. Synthése du DPA-714

La synthése du DPA-714 implique au cours de la synthése une réaction de O-alkylation. Le
précurseur de la réaction est le DPA-713.
Me

Z N'f\i
.

Me” "N

OMe

N Etg

Figure 33 : Structure du DPA-713

Plusieurs voies de synthése sont observées :

+» Sefon Damont :

Me
BBrg F/\/OTS
CHoCl, fw"" /
—2_ - o
-60°C.2h 0 NaH, THF  pe N
589, reflux, 16 h
58% DPA-714
NEt, NEt

Figure 34 : Synthése du DPA-714 (Damont et al. 2008)
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Le DPA-713 est O-déméthylé dans une solution 1M de tribromure de bore (BBrz) dans du
dichlorométhane (CH:Cl,) & basse température (-60°C a -40°C) pendant 2h. Le dérivé
phénolique réagit ensuite avec du 1-fluoro-2-tosyloxyethane dans du tétrahydrofurane (THF)
en presence d'hydrure de sodium (NaH) pendant 16h.

Par cette synthése le DPA-714 est obtenu avec un rendement d'environ 32%.

e Selon James :

/Cﬂ‘!a CHg
F
_N HO™ ™~ -N
N ~
o L O oo
HaC” N PhsP, DMF HsC” N
RT, 48 h
o g s o:é ['°FIDPA-
N{CH,CHz) N(CHCHgz), 714

Figure 35 : Synthése du DPA-714 (James et al. 2008)

Le dérivé phénolique réagit avec le 2-fluoroethanol en presence de triphénylphosphine et de
diisopropyl azodicarboxylate (DIAD) dans du N,N-diméthylformamide (DMF) anhydre &
température ambiante, pendant 48h.

lIL1.2. Synthése du [**FIDPA-714

La synthese du ["*FIDPA-714 implique une substitution nucléophile d'un groupement tosylate
(groupement partant) par le ™F nuciéophile. Comme pour le DPA-714, plusieurs voies de
syntheses sont possibles, aussi bien pour la synthése de l'intermédiaire tosylé, le tosyl-DPA-
714 que pour I'étape de substitution nucléophile.

» Selon Damont:

1B,
K
o TS KKz:op] DMSO e
F N ~ 2>

M
: it —
wa\ on T L o 165°C, 5 min m_@o
o e Me” N -
Me” "N NaH, THF followad by Mo SN
0

wflux, 16 h e - cartridge purfication
£, 7% 2 {Prep-Sep™ C-18) O=
and NEl
HPLC purification
{X-Term"™ RP-18)

Figure 36 : Synthése du tosyl-DPA-714 et du [*FIDPA-714 (Damont et al. 2008)

Le derivé phénolique réagit avec du 1,2-di(tosyloxy)éthane dans du tétrahydrofurane (THF) en
presence d'hydrure de sodium (NaH) pendant 16h. Le "8F- est activé par le Kryptofix® 2.2.2.
qui complexe le cation potassium K*, puis réagit en présence de 4.5 mg a 5.0 mg de tosyl-
DPA-714 dans du diméthylsulfoxide (DMSO) a 165°C pendant 5 minutes.
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+ Selon James :
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Figure 37 : Synthése du précurseur tosylé et du ['®F]DPA-714 (James et al. 2008)

La synthése du tosyl-DPA-714 se fait selon la réaction de Mitsunobu, qui consiste au couplage
du composé phénolique avec le tosylate d’hydroxyéthyle, en présence de DIAD et de
triphénylphosphine dans du DMF, 3 température ambiante pendant 20h. La substitution
nucieophile s'effectue ensuite dans de I'acétonitrile a 85°C pendant 10 minutes. Ce procédé
de synthése a été utilisé par Arlicot avec cependant des rendements de synthése iégérement
supérieurs (Arlicot et al. 2012).

+ Selon Doorduin :

18,
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Figure 38 : Synthése du précurseur tosylé et du [1 8F]DPA-714 (Doorduin et al. 2009)

Le dérivé phénolique réagit avec du 1 ,2-di(tosyloxy)éthane dans du tétrahydrofurane (THF) en
présence d'hydrure de sodium (NaH). Le *F- est activé par le Kryptofix® 2.2.2. qui complexe
le cation potassium K*, puis réagit en présence de 1 mg de tosyl-DPA-714 dans 0.5 ml de
dimethylformamide (DMF) & 100°C pendant 10 minutes.

Tableau 4 : Récapitulatif des synthéses de ['*FIDPA-714 dans la littérature

Sources Précurseur (mg) | Solvant | Température (°C) 1:::!35 Rendement® (%)
James (2008} 2,5 ACN 85 10 =6
Arlicot (2012) 2-2.5 ACN 85 10 [7-12]

Damont (2008) 4,5-5 DMSO 165 5 [15-20]
Doorduin (2009) 1 DIVIF 100 10 [9-25]

(*) rendement global non corrigé de la décroissance radioactive
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1.2, Mise en place et optimisation de la production de ["*F]DPA-714 sur Ia plateforme de
fluoration

lIl.2.1. Contréles qualité par HPL.C analytique

L'objectif de ces contrdles est de valider et libérer le lot de production du MRPE.
lls permettent de s'assurer de I'absence de dérivés fluorés dans la préparation, et d’éliminer la
présence possible de tosyl-DPA qui n'aurait pas réagi.

l1.2.1.1 Mise en place de la méthode

La méthode a été mise au point en utilisant du tosyl-DPA et du ['*F]DPA-714, présentant les
mémes caractéristiques chimigues que le ['*F]DPA-714.

L'objectif de cette méthode a été de déterminer pour les composés ci-dessus les temps de
rétention (tr) respectifs et leurs limites de quantification dans les conditions analytigues
suivantes ;

Tableau § : Conditions d’'HPLC analytique

Conditions [*FIDPA-714 Tosyl-DPA
VYDAC 201HS5415
Phase stationnaire RP C18 90A PHARMACEUTICAL
150 x 4,6 mm 5u
Phase mobile Acétate de sodium 0,1M / Acétonitrile
(60/40)
Phase Inverse
Mode Isocratique
Débit 0,50 ml/min
Longueur d’onde 254 nm
Température Ambiante : variable
Quantités ; .
injectées 05ngalug Snga30ng
.2.1.1.1. Temps de rétention

Apres le choix des conditions chromatographiques, le temps de rétention est validé par la
qualite du chromatogramme ainsi que par sa reproductibilité tout au long des analyses qui
suivent, avec des quantités injectées différentes.
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Figure 39 : superposition des chromatogrammes de ['*F]DPA-714 aprés injection de 0,1 ug ; 0,2 ug ;
0,5 pg ; 0,75 pg et 1 ug sur colonne analytique.

ATissue des 78 analyses effectuées en HPLC analytique, le tr du ["*F]DPA-714 a été estimé a

5,529 min avec un écart type de 0,245 min et un coefficient de variation de 4.43 %.
Le front de solvant et le pic de ["*F]DPA-714 sont séparés d'un peu plus d’une minute.

9
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L] i A i "
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1 4175 3.600 5008 235 13197 2387 77.387
74 22612

2 £.008 7.233 9566 255 91515

Figure 40 : Chromatogramme du tosyIDPA-714 sur colonne HPLC analytique

A lissue des 78 analyses effectuées en HPLC analytique, le tr du tosyl-DPA a été estimé a
8.125 min avec un écart type de 0,193 min et un coefficient de variation de 2.379 %.
Le front de solvant et le pic de tosy-DPA sont séparés dau moins 2 min.

—a
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ll.2.1.1.2. Limite de quantification

De tres faibles doses de [*F]DPA-714 et de tosyl-DPA ont été injectées dans le circuit HPLC.
Un calcul du coefficient de variation (CV) de I'aire sous la courbe correspondant au pic du
composé est réalisé sur chaque série (ensemble d'analyses correspondant & la méme
quantité injectée).
oV = Ecart type

Moyenne
Une valeur de coefficient de variation est arbitrairement choisie (5 %) comme seuil maximal
d'erreur au-dela duquel la quantification du compose n'est plus jugée suffisamment sre. La
limite de quantification correspond donc 2 la quantité injectée qui conduit a la valeur souhaitée
de coefficient de variation (soit 5 %).
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Quantité de [19F]-DPA-714 injectée

Figure 41 : Coefficient de variation de I'aire sous la courbe en fonction de la quantité de ['*F|DPA-714

La limite de détection du [*F]IDPA-714, déterminée graphiquement, est de 2.31 ng. Les
quantités supérieures a celle-ci seront dosées avec une fiabilité supérieure a 95%.

Coefficlent de variation de I

Sng 10 ng 15 ng 20 ng 25 ng 30 ng
Quantité de tosyl-DPA Injectée

Figure 42 : Coefficient de variation de I'aire sous la courbe en fonction de la quantité de tosyl-DPA

Francois MOCQUOT | Theése d'exercice | Université de Limoges | 2017 72

EfmEE



La limite de détection du tosyl-DPA, déterminée graphiquement, est de 13.4 ng. Les quantités
supérieures & celle-ci seront dosées avec une fiabilité supérieure a 95%.

Enfin, la co-injection du ["*F]DPA-714 et du tosyl-DPA sur la colonne analytique conduit & une
bonne séparation des deux pics (> 1 min) et au maintien de leurs tr respectifs.

7.0

DPA-714
i tosylDPA

<54

1
c.o 7.0 sinute 4.0

Figure 43 : Chromatogramme de co-injection du ['SF]DPA-714 et du tosyl-DPA
ll.2.1.2 Application et interprétation des résultats

Une fois la méthode validée, 'HPLC analytique sera utilisée pour le calcul de la pureté
radiochimique et chimique de la préparation. Un détecteur gamma et detecteur UV sont donc
nécessaires en sortie de colonne.

Dans un premier temps, 30 pL de la préparation sont injectés dans la boucle HPLC. Le
chromatogramme Gamma obtenu est le suivant :

1189

] 1
a.e 20 mitute ic.e

Figure 44 : Chromatogramme HPLC - Détecteur gamma

~
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Un seul pic est observé avec un tr d'environ 6 min, fortement évocateur de celui du ["FIDPA-
714. Le chromatogramme UV quant 2 lui ne met en valeur aucun pic, di a une quantité
injectée de [**FIDPA-714 inférieure 2 la limite de détection.

Afin de s’assurer que le ®F soit bien fixé sur le DPA-714, on procéde a une co-injection de 30
uL de [FIDPA-714 avec du ["F]DPA-714, puis on compare les pics et temps de rétention
obtenus entre le chromatogramme Gamma et UV.

Hi

\ e ’|L
(Y
R A
-_r._ [FE | E " N d A
! "'wmﬂ?é] ;" + Tk e | kit c.&'l SHut i | -:::n C."h.l':_j‘]
Lds  20e8i™ dma]  fam| mnt Aty b e e ]
Gamma detection UV detection

Figure 45 : Chromatogrammes gamma et UV de co-injection du ['®F]DPA-714 et du ['*FIDPA-714

Les tr sont identiques sur les deux chromatogrammes ce qui permet d’affirmer que nous
n‘avons que du [*®F]DPA-714 dans 'échantillon (PRC = 100%).

ll.2.2. Essais de synthése du [*F]DPA-714

De nombreuses synthéses ont été nécessaires afin de déterminer les conditions optimales &
la production du ["®F]DPA-714 au CHU de Toulouse. La synthése consiste uniquement en
Fétape de fluoration par substitution nucléophile, le tosyl-DPA-714 étant fourni par le CHU de
Tours.

1.2.2.1 Premier lot de précurseur tosylé : synthéses de septembre 2015 a juillet 2016

Les premiéres synthéses ont été réalisées dans 'ACN selon les conditions suivantes ;
- 85°C, 10 min : 130 MBq de ["®F|DPA-714, rendement < 1%.
- 110°C, 10 min : 2457 MBq de ['*F]DPA-714, rendement de 14.3%.

L'ACN étant un solvant de classe 2, sa concentration dans le produit final ne doit pas
depasser les 410 ppm. De plus, des rendements de synthése en moyenne plus élevés ont été
trouves dans la littérature avec le DMSO. Il s’agit d'un solvant polaire aprotique, de polarité
supérieure & l'acétonitrile, permettant une meilleure solvatation des cations. Ii permet ainsi
d’obtenir de meilleurs rendements dans la substitution nucléophile, ce qui a incité a l'usage de
ce dernier pour les synthéses suivantes.
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Huit synthéses ont été effectuées dans du DMSO sur le premier lot :
- 110°C, 15 min : pas de [*F]DPA-714 synthétisé.
- 120°C, 15 min : pas de ["*F]DPA-714 synthétisé.
- 130°C, 15 min:

o Deux synthéses ont abouti a la production de 2220 MBq et 3289 MBq avec
respectivement des rendements de synthése de 5.5 et 12.5%.

o Les quatre autres synthéses n’ont pas abouti. Pour deux synthéses un incident
technique est survenu sur 'automate et le cyclotron. Enfin pour les deux
derniéres, il a été tenté de réaliser un nouveau montage de l'automate qui
aurait permis la post-purification dans la hotte de synthése, mais aucune
activité n'a été retenue sur la cartouche C18 de pré-purification.

lI.2.2.2 Deuxiéme lot de précurseur tosylé : synthéses de novembre 2016 a janvier 2017

Les synthéses effectuées a partir du deuxiéme lot de precurseur tosylé ont été réalisées dans
du DMSO a 115°C. Ce solvant étant sensible aux produits oxydants, donc a I'air ambiant, un
nouveau flacon a été utilisé pour ces synthéses.

Dans ces synthéses, différentes phases mobiles de la colonne HPLC semi-préparative ont été
testées :

- Ethanol/acétate de sodium (50/50) : 1800 MBq ont pu étre produits, mais lors de Ia
réalisation du contréle qualité une impureté a été retrouvée. || y a donc eu une
séparation insuffisante sur la colonne semi-préparative.

- Acétonitrile/acétate de sodium (35/65) : pour deux synthéses des activités de 9250
MBq et de 15725 MBqg ont été retrouvées sur la cartouche C18 de pré-purification,
mais aucune sur la colonne HPLC au temps de rétention (tr) attendu (17-20 min). Un
pic apparait sur le chromatogramme aux environs de 55 min.

- Ethanol/acetate de sodium (45/55) : le tr du ["*F]DPA-714 était de 20-21 min. Cette
méthode a permis de produire 1000 MBq de ["F]DPA-714 et ainsi le premier lot
nécessaire & la réalisation du DME 1. Une autre synthése a également été menée
mais a échoué suite & un incident sur deux électrovannes de lautomate.

HI.2.3. Procédé choisi pour la synthése du ["*FIDPA-714 au CHU de Toulouse
l.2.3.1 L'automate de fluoration Synchrom R&D ®

La synthése du [**FIDPA-714 requiert le méme montage sur 'automate que celui nécessaire a
la synthése de 'AV-45, un traceur fluoré de la plaque amyloide, spécifique de la maladie
d’Alzheimer.
Le montage est constitué de :
- 5 flacons/contenants :
* SC1: boucle pré-remplie de 550uL du mélange K2COa/Kryptofix® 2.2.2.
» SC2:flacon contenant le tosyl-DPA-714 dissout dans 1000 HL de DMSQ.
¢ SC5: flacon contenant 2 mL d'éthanol, utilisé pour déplacer le ["*F]DPA-714
dans I'étape de pré-purification.
* SC8: flacon contenant 5 mL d’acétonitrile, utilisé dans le séchage
azeotropique.
* 8C10: flacon contenant 10 mL d’'EPPI afin de diluer le mélange réactionnel
avant passage sur la C18.
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- 1réacteur en verre traité
- 1flacon relié & la cible du cyclotron, dans lequel est transféré le 8F
- 5 compteurs Geiger-Miiller au niveau de :
e la cartouche Sep Pak QMA
e du flacon de récupération de I'eau enrichie
e du réacteur
» de la C18 de pré-purification
¢ du flacon de recueil du ["*F]DPA-714 purifié
- 20 électrovannes
1 sortie HPLC

Afin de garantir les conditions de synthése optimales, la préparation de l'automate et de la
hotte est contrélée au moyen d'une « check-list » (Annexe 4).

En fin de synthése, quels que soient les résultats obtenus, une fiche d’'enregistrement de la
synthése est rédigée tracant les numéros de lots des matieres premiéres, les étapes, les
résultats ainsi que les contréles libératoires (Annexe 5).
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Figure 46 : Schéma de montage de I'automate pour la synthése du ['®F]DPA-714
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I1.2.3.2 Le précurseur

La nomenclature chimique du tosyl-DPA-714 est: (N,N-diethyl-2-(2-(4-(2-toluene-
suifonyioxyethoxy)phenyl)-5,7~dimethylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-y|)acetamide). Sa formule
chimique brute est C20HasN4OsS et son poids moléculaire de 550,2323 g.mol".

~ars \ C/_—\ - //:
PP T

(\\/
4

Figure 47 : Structure du (N,N—diethy[-2-(2~(4—(2-toiuenesuIfony[oxyethoxy)phenyl)-S,?—
dimethylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-yl)acetamide)

1.2.3.3 Production du ["*F]Fluor

Le ['°F] est produit selon la réaction 0 (p,n)™F. Le cyclotron IBA cyclone 10/5 accélére les
protons de maniére a leur conférer une énergie cinétique maximale de 10 MeV, qui
bombarderont la cible de contenant I'eau enrichie en 80,
Pour garantir une production optimale du "8F, plusieurs contréles sont effectués :
- L’ampérage au niveau de la cheminée [100-600 mA] : refiéte la production de l'ion
source.
- L'ampérage au niveau de la cible (lu = 40 MA) : courant électrique généré par les
particules accélérées sur la cible.
- L’amperage au niveau du collimateur (lco = 10 & 15 pA)

- Lerapport R = lc;:f: au minimum de 75%. Le calcul de ce rapport permet de vérifier

que le flux de protons est idéalement orienté sur la cible. Si le rapport n'est pas
satisfaisant, la position des strippers peut étre modulée pour réorienter le faisceau.

- Le champ magnétique généré par les « coils ».

- Lapression dans la chambre d'accélération pour évaluer le vide.

li1.2.3.4 La préparation du ["*F]Fluor

Le "*F" est transféré du cyclotron a Fautomate de fluoration par pression d’hélium de 3 bars. |l
est ensuite séparé de I'eau enrichie dans lequel il est solubilisé, par lintermédiaire d'une
résine échangeuse d'ions (Sep Pak QMA résine-(CO-NH(CH2)sN(CH,)s*ClH). L’eau enrichie
peut étre ainsi récupérée et stockée. Le fluor est ensuite élué de la résine par un mélange de
Kryptofix® 2.2.2/bicarbonate de potassium (K:CQs) pour former le complexe K[*®F]F-Kryptofix
Kzz2. Ce complexe permet de solubiliser le "®F dans les solvants organiques et de e rendre
hautement réactif.

Enfin, avant de débuter I'étape de substitution nucléophile, il est nécessaire d’éliminer toute
trace d'eau du milieu réactionnel. L'eau étant nucléophile, elle pourrait diminuer les
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rendements de synthése. Pour cela, un séchage azeotropique est réalisé par 3 flashs de 0.5
mL d’acétonitrile successifs dans le réacteur, chauffé 3 80-95°C pendant environ 5 min.

l.2.3.5 La substitution nucléophile

Le "8F produit par le cyclotron (37 & 55 GBq) réagit avec 2 mg de tosy-DPA-714 dans 1 mL de
DMSO 2 115°C pendant 15 minutes sans agitation selon la réaction suivante -

e K *FIF-Kezz e

OTs
KoCOs, DMSO
f\N’N\ o 115°C.15 min Z NN /
=~ —

Me N followed by Me N
cartridge purification
(Prep-Sep™ C-18)
NEt, and NEt,
HPLC purification
(X-Terra™ RP-18)

Figure 48 : Procédé de synthése du ['®F]DPA-714 au CHU de Toulouse

o)
['®FIDPA-714

l1.2.3.6 Pré-purification

L’ensemble des réactifs est ensuite dilué avec 10 mL d'eau purifiée et passé sur une
cartouche SPE type C18. Le ['®F]DPA-714 étant lipophile, il sera retenu par la C18. La
cartouche est ensuite asséchée par un flux d’hélium, puis éluée par 2 mL d'éthanol pur, qui
seront injectés dans la boucle HPLC pour purification.

lI.2.3.7 Purification du ['*F]DPA-714

Afin d'isoler le ['®F]DPA-714, l'éluat de la C18 est injecté dans le systéme HPLC
(chromatographie semi-préparative). La phase solide est une colonne Luna Phenomenex®
C18, de dimension 250 x 10 mm, constituée de particules de 10 uym, dont les pores sont de
100A. La phase mobile est un mélange éthanol / acétate de sodium 0.1M (45/55) ayant un
débit de 2 mL/min. Le systéme est couplé en sortie de colonne 3 un détecteur UV et un
détecteur gamma. Dans ces conditions, le ['®F]DPA-714 a une temps de rétention (tg) de 21
min (cf. figure 31).

ll.2.3.8 Post-purification et concentration

A Tapparition du pic de ['*FIDPA-714, la phase mobile est envoyée dans un flacon contenant
100 mL d'eau stérile. Le contenu du flacon est ensuite transféré dans une hotte blindée de
classe A, ou il subira I'étape de concentration, similaire a 'etape de pré-purification, grace a
une cartouche SPE C18. Le ["F]DPA-714 sera ensuite élué avec 1 mL d’éthanol. Cette
solution sera stérilisée par filtration stérilisante via un filtre de 0.22 Um et transférée dans un
flacon Elumatic® contenant 9 mL de chlorure de sodium 0.9%.

lll.2.4. Description des synthéses nécessaires a I'élaboration du DME 1

Pour élaborer le dossier du médicament expérimental relatif 2 la qualité pharmaceutique et
chimique, il a fallu réaliser trois lots de production.

—-a
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l.2.4.1 Lot n®1

Ce lot a été réalisé le 30/12/2016. L'automate a été préparé selon les conditions ci-dessous.

Tableau 6 : Préparation de I'automate — Synthése du lot n°1 de ['SFIDPA-714

Vial Réactifs Volume / [C] Origine, numéro de lot

sc1 Kryptofix 550 L ABX, T“’i‘i%;}zig’; 04001-1
SC2 Précurseur DPA 1.5mg TARO09-10-06-15

sc2 DMSO 1000 L Sigma Aldrich, STVG3385V
sCs Ethanol — VWR CHEMiCQFIJ.;séI Iof 141260605
sce Acétonitrile 5 mL ABX, lot A 1o1102001-1
SC10 EPPI 10 mL e o e PATE

La synthése a donné les résultats suivants -
Tableau 7 : Résultats de la synthése du lot n°1

Activité transférée 30 mCi
Volume transféré 1 mL de solution mére éthanolique
Rendement de synthése (EQS) 2.75%
Volume prélevé 1 mL dans 9 ml de NaCl 0.9%
Titre massique ["*F]DPA-714 1.24 pg/mL
Activité spécifique 35 GBg/umol
Lot DPA-714 161230
Lot NaCl 0.9 % PROAMP : 1601724 exp : 03/19

Ci-dessous les controles libératoires effectués sur le ot 1 et leurs résultats -
- Limpidité : conforme.
- pH[5-8]: 5, conforme.
- PRC (> 95%) : 99.938% conforme.
- PRN: Taz = 109.58 min [105-115] conforme.
- Spot Test Kryptofix : inférieur a la limite de spécification, conforme.
- Ethanol (< 10%) : 46.9 g/L soit 4.69%, conforme.
- Aceétone (< 5000 ppm) : < 0.5 ppm, conforme.
- DMSO (= 5000 ppm) : < 100 ppm, conforme
- Acétonitrile (£ 410 ppm) : < 0.5 ppm, conforme.
- Integrité des filtres par test du point de bulle (2 3.45 bars), conforme.
- Activité volumique a 'heure de calibration (> 54 MBq/mL) : 111 MBa/mL.

Ci-dessous les contrbles différés -
- Endotoxines : 0.0065 Ul/mL < 17.5 Ul/mL.
- Stérilité : conforme.
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l.2.4.2 Lot n°2

Ce lot a été réalisé le 26/01/2017. L'automate a été préparé selon les conditions ci-dessous.
Tableau § : Préparation de l'automate — Synthése du lot n°2 de ['*FIDPA-714

Vial Réactifs Volume / [C] Origine, numéro de lot
ABX, TM-ES-160104001-1
SC1 Kryptofix 550 pL exp 01/2017
SC2 Précurseur DPA 2.1 mg TARO009-10-06-15
SC2 DMSO 1000 L Sigma Aldrich, STVG3385V
SC5 Ethanol 2 ml VWR CHEMICALS, lot n°141260505
exp 09/19
sc8 Acétonitrile 5 mL ABX, lot n ;’;"_"1‘1‘,131 102001-1
sC10 EPPI 10 mL Baxter, lot I.‘|°15|14BA1B
exp : 08/18

La synthése a donné les résultats suivants :
Tableau 9 : Résultats de Ia synthése du lot n°2

Activité transférée 32 mCi
Volumne transféré 1.2 mL de solution mére éthanolique
Rendement de synthése (EOS) 4%
Volume prélevé 1 mL dans 9 ml de NaCl 0.9%
Titre massique ["*F]DPA-714 1.3 pg/mL
Activité spécifique 34.7 GBqg/umol
Lot DPA-714 170126
Lot NaCl 0.9 % PROAMP : 1601724 exp : 03/19

Ci-dessous les contrdles libératoires effectués sur le lot 1 et leurs résultats -
- Limpidité : conforme.
- pH[5-8]: 5, conforme.
- PRC (> 95%) : 99.929% conforme.
- PRN:Tiz=110.6 min [105-115] conforme.
- Spot Test Kryptofix : inférieur 4 la limite de spécification, conforme.
- Ethanol (< 10%) : 41.5 g/L soit 4.15%, conforme.
- Acétone (= 5000 ppm) : < 0.5 ppm, conforme.
- DMSO (= 5000 ppm) : < 100 ppm, conforme
- Aceétonitrile (< 410 ppm) : < 0.5 ppm, conforme.
- Integrité des filtres par test du point de bulle (2 3.45 bars), conforme.
- Activité volumique & 'heure de calibration (> 54 MBg/mL) : 118 MBg/mL.

Ci-dessous les contréles différés -
- Endotoxines : 0.005 Ul/mL < 17.5 U/mL.
- Stérilité : conforme.
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ll.2.4.3 Lot n°3

Ce lot a été réalisé le 31/01/2017. L'automate a été prepare selon les conditions ci-dessous.
Tableau 10 : Préparation de 'automate — Synthése du lot n°3 de [18FIDPA-714

Vial Réactifs Volume / [C] Origine, numéro de lot
ABX, TM-ES-180104001-1

SC1 Kryptofix 550 uL exp 01/2017

sc2 Précurseur DPA 2.1mg TAR009-10-06-15

8C2 DMSO 1000 pL. Sigma Aldrich, STVG3385V

VWR CHEMICALS, lot n°141260505

8C5 Ethanol 2mL exp 0919

SC8 Acétonitrile 5mL ABX, lot n“TMTA~1 51102001-1
exp: 1117

scio EPPI 10 mL Baxtel‘, lot n®15114BA1B
exp : 08/18

La synthése a donné les résultats suivants :
Tableau 11 : Résultats de la synthése du lot n°3

Activité transférée 70.5 mCi
Volume transféré 1 mL de solution mére éthanolique
Rendement de synthése (EOS) 7.97 %
Volume prélevé 1 mL dans 9 ml de NaCl 0.9%
Titre massique ["*F]DPA-714 1.2 pg/mlL
Activité spécifique 84.2 GBg/umol
Lot DPA-714 170131
Lot NaCl 0.9 % PROAMP : 1601724 exp : 03/19

Ci-dessous les controles libératoires effectués sur le lot 1 et leurs résultats -
- Limpidité : conforme.
- pH[5-8]: 5, conforme.
- PRC (> 95%) : 99.995% conforme.
- PRN:Tiz = 109.07 min [105-115] conforme.
- Spot Test Kryptofix : inférieur a Ia limite de spécification, conforme.
- Ethanol (< 10%) : 65.3 g/L soit 6.53%, conforme.,
- Acetone (£ 5000 ppm) : < 0.5 ppm, conforme.
- DMSO (= 5000 ppm) : < 100 ppm, conforme
- Acetonitrile (= 410 ppm) : < 0.5 ppm, conforme.
- Intégrité des filires par test du point de bulle (2 3.45 bars), conforme,
- Activité volumique & 'heure de calibration (> 54 MBg/mL) : 259 MBaq/mL.

Ci-dessous les contréles différés :

- Endotoxines : 0.05 Ul/mL < 17.5 U/mL.
- Stérilité : conforme.
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IL.3. Discussion
lI.3.1. Rendements

Parmi les synthéses réalisées sur la plateforme de fluroration du CHU de Toulouse, on
constate que les rendements de synthéses sont en général trés inférieurs a ceux recensés
dans la littérature, notamment par rapport 8 Damont.

Ce sont dailleurs les résultats de cette publication qui ont orienté le choix des conditions de
synthése.

Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces rendements faibles

- Tout d'abord la chimie de fluoration est une chimie de « trace » qui ne permet pas
Fobtention de rendements de synthése élevés ; en effet une activité en ™*F de 1 Ci soit
37 GBq représente une quantité de matiére infime de 'F d'environ 5.10°moal. La
quantité de tosyl-DPA utilisée est, quant a elle, de I'ordre de 10° 4 105 mol, ce qui fait
du F le facteur fortement limitant de la réaction. La moindre impureté peut ainsi
diminuer de maniére considérable voire empécher la substitution nucléophiie.

- L’activité initiale en 18F : plus elle est importante, plus les chances de marquer le
précurseur sont élevées Cependant les rendements de ce type de synthése sont
calculés seion la formule suivante :

__ Activité [18F]DPA714
" Activité [18F]initiale

Rdt

L'activité initiale étant au dénominateur, plus elle sera élevée plus le rendement sera
diminué.

- La quantité initiale de précurseur tosyl-DPA : plus la quantité est grande, plus les
sites potentiels d'attaque par le "*F sont disponibles pour la substitution nucléophile.
Dans les items précédents, nous avons vu que de nombreuses synthéses ont été
nécessaires avant d'obtenir les trois lots conformes. Le précurseur étant fourni par le
CHU de Tours et afin de réaliser le maximum de synthéses, la quantité de précurseur
utilisée en moyenne par synthése était de 2.2 mg, soit 2 a 2.5 fois plus que les
quantités utilisées par Damont.

- La température du milieu réactionnel : lors de la réalisation des lots, la température
utilisée pour la substitution nucléophile était de 115°C.
Dans le cas de Damont, la température de synthése était de 165°C avec des
rendements corrigés obtenus de l'ordre de 30%, mais avec des quantités de
precurseurs de l'ordre de 5 mg.
Les autres publications (James, Doorduin et Arlicot) relatent des températures de
syntheses de 85 et 100°C, avec des quantités de précurseur similaires a celles
utilisees & Toulouse mais avec des rendements globalement supérieurs. On peut
constater qu'a des températures inférieures 4 celles employées chez Damont en
épargnant du précurseur, on obtient des rendements intéressants, qui laissent
suggerer que la température n'est pas le facteur clé de la synthése, a contrario du
solvant.
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Les volumes réactionnels : dans notre cas le tosyl-DPA est dissous dans 1 mL de
DMSO. Pour les autres synthéses de la littérature le précurseur était dissous dans

o 0.6 mL de DMSO pour Damont.

o 0.5 mL de DMF pour Doorduin.

o 3 mL d'ACN pour James et Arlicot.
Damont utilisant des quantités de précurseur supérieures pour un volume de
dissolution inférieur, la concentration en tosyl-DPA du milieu réactionnel était 3 a 4 fois
supérieure & celle de Toulouse.
Plus les concentrations en réactifs sont élevées plus les probabilités d’interactions, ici
entre le tosyl-DPA et le "®F nucléophile, sont fortes, ce qui peut expliquer des
rendements supérieurs pour Damont.

Le séchage azéotropique : I'étape indispensable & I'élimination des derniéres traces
d'eau (nucléophile) qui pourrait entrer en compétition avec le "®F au niveau du
groupement tosylate (nucléofuge). Les conditions de séchage dans la littérature sont
les suivantes ;

o Damont : sous flux d’azote, chauffé & 145-150°C pendant 10 min.

o James : par 3 gjouts successifs de 80 pL d’ACN, a 95°C, sous flux d’azote et

vide.

o Doorduin : dans de TACN a 130°C.
A Toulouse le séchage est réalisé grace a 3 ajouts successifs dACN (environ 1.5 mL),
a 85-95°C, avec alternance d’injections d'hélium puis de vides.

Tableau 12 : Récapitulatif des synthéses du ["8F]DPA-714

Synthése Tosyl-DPA (mg) | T(°C} | tr{min) Solvant Rendement C (%) Aa?g;;z?:;f:fue
James (2008) 2,5 85 10 ACN 8 -
26 85 10 ACN 21 -
Doorduin (2008) 1 100 10 DMF 9-25 80+35
Damont (2008) 4,5-5,0 165 5 DMSO 26-35 74 £37
Arlicot (2012) 2,0-2,5 &5 10 ACN 12-20 83+37
Lotl 1,5 115 i5 DMSO 2,8 35
Lot 2 2,1 115 15 DMSC 4 34.7
Lot 3 2,1 115 15 DMSO 8 84.2

T =température, tr = durée, C = corrigé de la décroissance

11.3.2. Activités spécifiques

Malgré des rendements de synthése assez bas, on peut quand méme observer des activités

specifigues obtenues similaires a celles décrites par Arlicot, Damont ou Doorduin.
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lI1.3.3. Purification sur HPLC Semi-Préparative

Contrairement aux auteurs précédemment cités qui utilisent systématiquement l'acétonitrile
dans la phase mobile associé & lacétate d’ammonium ou le dihydrogénophosphate de
sodium, il a été décidé d'utiliser comme phase mobile au CHU de Toulouse I'éthanol et
Pacetate de sodium (45/55).

En effet lors des essais de synthéses, associé a lacétate de sodium, l'acétonitrile n’a pas
permis d'isoler le ['*F]DPA-714 sur la colonne semi-préparative C18.

Tableau 13 : Récapitulatif des purifications

Colonne HPLC Phase mobile Débit ta [18F]DPA- r tosyl-
Semi-Préparative €18 {mL/min) 714 {min) DPA (min)
X-Terra RP18
Damont Dimensions : 300*7,8 mm Nrragft(i:o{:sH' 2374%”(3\?/?,) 5 10-11 >30
Taille particules : 7 um prop )
X-Terra RP18
James Dimensions : 300%7,8 mm “::“SQ?J:SH_ :;%)/QCOH;‘% 4 12 35
Taille particules : 10 um prop )
SymmetryPrep
Doorduin Dimensions : 300*7,8 mm , ?::;:/ Ni';;gg“( ) 5 11 -
Taille particules : 7 um prop 5 v
Luna Phenomenex Ethanol/Acétate Na
Toulouse Dimensions : 250*10 mm roportions : 45/55 (v/v) 2 20-21 >50
Taille particules : 5 pm prop ’

ta : temps de rétention, NH4OAc : acétate d’ammonium, CH:CN : acétonitrile, NaH:PO, : dihydrogénophosphate

de sodium

ll.3.4. Utilisation du ['*FIDPA-714 dans la RIPH

La synthése du [**FIDPA-714 a été motivée par la mise en place de plusieurs protocoles de
RIPH que nous allons décrire brigvement ci-dessous.

Il.3.4.1 NICAD

Le protocole NICAD : « Neuro-Inflammation et déclin cognitif dans la maladie d’Alzheimer »,
est une etude multi-centrique coordonnée par le CHU de Tours.

L'objectif principal est de quantifier la neuro-inflammation cérébrale, mesurée par la fixation et
la distribution du radiotraceur ['®F]DPA-714 via le TSPO en imagerie TEP, chez des patients
atteints de MA, et de visualiser ses liens avec la vitesse de déclin cognitif.

Plus précisément le but est d’évaluer le rdle de la neuro-inflammation selon les stades de la
MA ainsi que dans le vieillissement.

Dans cet essai : deux traceurs TEP seront utilisés :
- Le ["*F)DPA-714 permettant la quantification de la neuro-inflammation et de I'activation
microgliale, qui sera synthétisé au niveau de la plateforme de fluoration du CHU de
Toulouse.

Frangols MOCQUOT | Thése d'exercies | Universile de Limoges | 2617 84

[S}herncnp |




- Le ['®F]JAV-45 ou florbetapir, un traceur de la plaque B-amyloide permettant de
quantifier la charge amyloide, commercialisé sous la spécialitt AMYVID® par les
laboratoires AVID / Lilly.

L'apparition de la plaque amyloide est trés précoce dans la MA bien avant I'apparition des
symptomes cliniques. Cependant cette charge amyloide n’évolue pas ou peu au cours du
temps, ce qui fait que le traceur AV-45 ne peut étre utilisé dans le suivi de la MA.

Le FDG et I'lRM semblent étre plus exacts pour suivre la progression de la maladie, bien que
lapparition des premiers signes cliniques soient encore retardés (Jack et Holtzman 2013).
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Figure 48 : Cinétique des biomarqueurs dans la maladie d'Alzheimer (Jack et Holtzman 2013)

Ainsi ce protocole peut déterminer si la neuro-inflammation a sa place en tant que nouveau
marqueur dans la neuro-inflammation.

ll.3.4.2 VIP

Le protocole VIP est une étude dont le but est de visualiser, par imagerie TEP via le ["®F]DPA-
714, les effets du VX-745 ou neflamapimod sur la neuro-inflammation chez des patients
atteints de MA & un stade précoce (MMSE > 20).

La litterature scientifique & ce jour relate d'un cété des effets délétéres de la neuro-
inflammation sur la MA, avec une augmentation de la charge amyloide, et de l'autre une
corrélation entre scores cognitifs et neuro-inflammation régionale.

La neuro-inflammation semble donc fortement impliqué dans la physiopathologie de la MA et
peut étre une cible thérapeutique d’intérét, particuliérement dans les stades précoces de la
maladie.

La molécule anti-inflammatoire testée, le VX-745, est un inhibiteur spécifique de la protéine
intracellulaire p38 MAPKa, qui joue un role clé dans la toxicité synaptique induite par
l'inflammation.

Il s’agit d’'un essai piloté par le CHU de Toulouse, qui sera réalisé en double-aveugle (VX-475
vs. placebo) sur une vingtaine de patients, et dont I'efficacité du traitement sera monitoré par
TEP grace au ["*F]DPA-714.
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l11.3.4.3 Coma3D

Le protocole Coma3D, utilisant le ["F]DPA-714, va étre mis en place au CHU de Toulouse
pour évaluer les connexions cérébrales structurelles (par IRM), fonctionnelles (par IRMf) et
métaboliques (par TEP) des patients dans le coma. Cibler la microglie via le TSPO chez les
patients comateux, permettrait d'évaluer leur potentiel de récupération neurologique.
Actuellement les données cliniques ne permettent pas de distinguer, a la phase aigie, les
patients qui pourront récupérer de ceux qui évolueront vers un état chronique.

Coma3D est une étude prospective, descriptive monocentrique, qui inclura :

- 18 patients adultes dans un état de coma d'origine traumatique ou anoxique, a la
phase initiale du coma, cest-a-dire dans le premier mois post-lésionnel, qui
constitueront le groupe patient.

- 12 volontaires sains appariés en age et en genre au groupe patients, qui constitueront
le groupe témoin.

111.3.4.4 InflaDep

InflaDep est un projet mené par équipe de psychiatrie du CHU de Toulouse dont le but est de
determiner l'implication de la neuro-inflammation dans 'EDC résistant. I s'agit d’une étude
comparative transversale de trois groupes de sujets, constitués chacun de 20 patients :

- Le groupe expérimental : 20 patients présentant un EDC d'intensité modérée a sévére
traités par antidépresseurs considérés comme inefficaces.

- Le groupe contrile pathologique : 20 patients ayant présenté un EDC d'intensité
moderee a sévére, encore traités par antidépresseurs et &tant en rémission depuis au
moins 8 semaines.

- Le groupe contréle : 20 volontaires sains non-déprimés.

Ces trois groupes seront appariés en age et en genre.
Le monitoring de la neuro-inflammation sera réalisé par imagerie TEP grace au ['*F]DPA-714.

A ce jour les traitements antidépresseurs seraient inactifs chez 30 a 40% des patients. Si le
lien entre neuro-inflammation et EDC résistant avait 3 étre confirmé, la thérapie anti-
inflammatoire pourrait ouvrir des perspectives intéressantes dans le traitement de la
dépression.

Nota : pour 'ensemble des protocoles cités ci-dessus, les différences d'affinité du ["*F]DPA-
714 pour le TSPO dues au polymorphisme génétique rs6977, ne peuvent constituer un facteur
d’exclusion. Linterprétation des résultats devra étre pondérée par e phénotype de chaque
patient.
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Conclusion

Plusieurs essais de synthéses, 16 au total, ont été nécessaires a 'obtention des 3 lots de
validation du processus et a la rédaction du DME. Ces lots ainsi que le processus ont regu
I'approbation de FANSM qui a validé l'utilisation chez 'Homme du ['®FIDPA-714 synthétisé au
hiveau de la plateforme de fluoration.

L'imagerie moléculaire pour I'exploration de la neuro-inflammation a atteint le stade de
Fapplication clinique grace a I'identification d’une cible moléculaire adaptee et d'un MRPE
spécifique de cette cible.

Actuellement, quatre protocoles de RIPH utilisant le ["*F]DPA-714 sont en attente de mise en
place au CHU de Toulouse, ce qui constitue un enjeu de production majeur pour la plateforme
de fluoration.

De plus, le CHU de Toulouse étant le promoteur de certains protocoles, la plateforme de
fluoration fournira le MRPE pour d'autres centres hospitaliers tels que le CHU de Montpellier.
Ces envois nécessiteront donc des activités volumiques élevées afin de garantir aux patients
des doses conformes, impliquant une amélioration de la reproductibilité des synthéses ainsi
que des rendements.

Parmi les axes d’amélioration potentiels, 'augmentation des quantités de réactifs (tosyl-DPA
ou "*F) dans le milieu réactionnel a été évoquée.

Dans ce contexte de livraison, une autorisation de transport devra étre demandée auprés de
'ASN de type ADR (classe 7), pour le transport de marchandises radioactives par la route.

Actuellement la plateforme de fluoration du CHU de Toulouse a une autorisation de production
de "°F limitée a 55.5 GBq par tir. Si de plus grandes activités de '°F devaient étre utilisées,
une modification de l'autorisation ASN serait nécessaire.
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Annexe 1. Séquences protéiques du TSPO au sein de différentes espéces (F. Li et al.
2013)
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Annexe 2. Doses efficaces par organe et corps entier du ["*FJDPA-714

Table 1. Extrapolated radiation doses for {’BF}DPA-TM

Contribution to EDE§ Contribution to
Target Organ mGy/MEq [mSVIMBq] ED [mSv/ MBq]
Adrenals 8,31E-02 3,78E-03 3. 15E-04
[Brain 5,00E-03 0,00E0CO 2.50E-05
[Breasts 1,25E-02 1.88E-03 B,25E-04
IGallbiadder Wall 1.74E-02 0.00EQQC 0.00EQ00
LL! Wall 2.09E.02 0.00E000 2.50E-03
Small intestine 4.00E-02 2.40E-03 2, D0E-04
Stomach Wall 1,52E-02 0.00EQQD 1.82E-03
ULl Wall 4.36E-02 2.62E-03 2.18E-04
{Heart Wall 1,09%-{31 6,55E-03 0,00EQ00
IKidneys 3.33E-02 2.00E-03 1.87E-04
Jiver 2.42E-02 0,00E000 1,21E-03
fLungs 9.83E-02 1.18E-02 1,18E-02
Muscle 1,17E-02 C.00E00D 5,85E-05
[Ovaries 1.60E-02 4.00E-03 3.20E-03
JPancreas 217E-02 0,00E0C0 1.00E-04
IRed Marrow 1,23E-02 1.47E-03 1.47E-03
Osteogenic Cells 1.85E-02 4,96E-04 1,65E-04
Skin 8.47E-03 0.00E000 8.47E-05
Spleen 2,66E-02 0.00ECCD 1.33E-04
Testes 6,82F-03 0.00E000 0.00E000
Thyrmus 1.66E-02 0.00EQQQ 8.30E-05
Thyroid N1.77E-02 5,30E-04 B8.83E-04
fUrinary Bladder Wall §1,21E-02 0.00E0Q0 6, 05E-04
JUterus 1,48E-02 0.00EQ00 7.45E-05
Total Body 1.42E-02 10.00E000 0.00E0Q0

Note: the value for the heart wall extrapolated on basis of the BioD dxa was 0,109 mGy/MBqg. This was used for
calculation with QLINDA. However, there is no weighting factor for the heart given in the recommendations from,the
inlcmational commission oo radiological protection (ICRP 1991).

Even within the remainder the heart is not considered. Thus, the weighting factor would be "0" for the ED
determination. Therefore, the heart has an ED of 0.00.

Table 2. Estimated human radiation doses for ["°F]DPA-714 and the corresponding values
obtained for ['*F]FDG.

Ligand Gender EDE [mSviMBq] ED [mSv/ MBq]
["FIOPA-T14 Male (hermaphroditic 0.0375 0.0257
model)
[“FIFDG Male-Female 0.024-0.031
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Annexe 3. Autorisation ASN

F AUTORITE
DE SURETE
a Sn NUCLEAIRE

DIRECIITON DUCTRANSPORT Et DES SOURCES

REPUBLICE FRANCAISE

AUTORISATION I’EXERCER UNE ACTIVITE NUCLEAIRE

Le Président de PAutonité de streté nucléaire,

Yo le code de a santé publique, notmment ses artcles 1.1333-4 ot R.1333-17;

Vu le code du xivail, notamment ses articles R.4451-1 3 R.4451-144 ;

Vu le code de Fenvironnement, notamment son article L.592-21 ;

Vu lautodsation précédemment déliviée sous la référence CODEP-DTS-2016-005099 du
10/02/2015 ;

Vu les résultats de la consulmtion du public réalisée du 11/10/2016 an 26/10/2016 :

Aprés examen de by demande regue e 1970572016 et présentée par le CHU de Tovlousc, cosignée par
Ie chef d’éuablissement (formulaires datés du 14/04,/2016, du 19/09/2016 et du 18/10/2016) ;

DECIDE

Article 1: Laurorisation d'exercer une activité nucléaire est déliveée au CHU de Toulouse {personne
morale Srudaire de l'autorsation), représenté par son directeur général, signataire de la demande.

Cette autorisation permet au titulzire de :
< détenir et utiliser des acedlérateuzs de particales {y compris pour des activités de maintenance),
- fabriquer, détenir et urdliser des radionucléides en sources non scelices,
- deétenir et udliser des radionucléides en sources scellées,
~ distribuer des madionueléides en sources non scellées.

Cerre autorisation est accordée aux seules fins
- de fabrication et de distribution de médicaments madiopharmaceutiques destinés i la recherche
biomédicale,
- de fabrication ¢t de distribution de produits radiochimiques destinés A la recherche,
- d'étalonnage.

Aricle 2: L'exercice de Pactvité nucléaire autorisée par la préscate décision deit répondre aux
caractéristiques et aux preseriptions mentionndes cn annexes 1, 2 1 3 de la préseme autodsation.

Article 3 : La présente autorisation, enregistée sous le numéro EO15011, o5t référencée CODREP-DTS-
2016-04242% Elle met fin & Favtorisation 1 férencée CODEP-DITS-2015-005099.

Article 4 : Cette autorisation, non transférable, est valable jusquaa 30/10/2021,
Blle peut étre renouvelée sur demande présentée i I"Autorité de sfireté nucléuire dans un délai minismum
de six mois avant son échéance,

www.asn.fr
15 rue Louls Lejeune « C§ 70013 + 92541 Montrouge cedex
Télephone 0146 18 4000 Fax 0146164420
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Dosslor ED15011 — Autorisation référencée CODEP-DTS-ZME-MZ#QL{ Pago 2 sur 11

Asticle 5 : Les conditions d'exercice de Pactivité nucléaire ainsi que les installations ou est exercée cotte
activité doivent &tre conformes aux dispositions du code de Ja santé publique et du code du travail, ainsi
quaux disposidons décrdtes dans le dossier de derpande d’autorisation,

Dans le cas contraire, des sanctions sont prévues par les articles 1.1337-5 et suivants du code de Is santé
publique.

Asticle 6 : La présente décision est notifiée au titulaire de Pautogsation.

Fait 2 Montrouge,le 5 KOV. 2018

Pour le Président de FAutorité de stircté nucléaire et par délégation,
La cheffe du bureau de Ia radioprotection ct des sources,

4 fmm

Sylvic RODDE
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Annexe 4. Check-list de la synthése du [*F]DPA-714

Code doc : FECLDPA
RADIOPHARMACIE

CHECK LIST SYNTHESE Auteur : ASB
@ Validé par :

18 S
[ F]DPA'714 Versnor,:.l o
CENTRE TEP Date d’application :
Pagel/1
Manipulation a effectuer cocher si
OK

| Vérification concordance montage automate et interface Gina : | |
Interface AV45, méthode DPA [

\ o . . Y
2 Vérification bouteille d'hélium et lecture de la pression (>100 mBars)

3 | Vérification bouteille d'air comprimé et lecture de la pression (bouteille & I'extérieur)

4 Ringage acétone : vérification détecteur de liquide OK.

5 | Vérification pas de fuite quand réacteur en pression

6 | Vidange des poubelles (HPLC et générale)

Mise en place du solvant HPLC DPA
7 | (45 % Ethanol, 55% d’Acétate de sodium) 2mL/ min
Mise en place la colonne semi préparative dédiée DPA (Luna Phenomenex)

8 En position load : remplissage de SC 1 avec 0.6 ml de Krytofix puis position inject!!!

9 Remplissage SC 2 : 2mg de précurseur DPA dans 1 ml de DMSO

10  Remplissage SC 5: 2 ml d’éthanol

1 | Remplissage SC8 : 5 ml d"acétonitrile

12 | Remplissage SC10: 10 mL d"EPPI

13 | Vérification fermeture hermétique des flacons SC

1
l' 14 | Mise en place de la QMA

| | . - ; 2 5%
l:s Mise en place d’une C18 conditionnée avec 10 mL d’éthanol suivi de 10mL d’eau

I 16 | Vérification aiguille de récupération et tuyau d'arrivée fluor sont bien dans « target »

17 | Vérification flacon de récupération de I'eau lourde OK.

| 18 ‘ Remplissage du Dewar avec de I'azote liquide ' '

ng Fermeture a clef de la hotte et vérification de la dépression : supérieure 4 100 Pa

Centre de Tomographie en Emission de Positons CHU Purpan
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Annexe 5. Fiche d’enregistrement de production

RADIOPHARMACIE
FICHE D'ENREGISTREMENTDE LA g:z;”c 4 FECQDPA
PRODUCTION ET DU CONTROLE DE |Auteur : ASS
13 Valide par :
QUALITE DU “[F] DPAT14 Date d'applicaton :

Paze 1 /3

CENTRETEP el s
DATEDE LA SYNTHESE :

1. Préparation de I'automate

Vial Réactifs ‘olume / [C] Origine. numéro de lot
SC1 Krvptofix 550ul
SC2 Précurseur DPA 2mg
sC2 Solvant DMSO 1000 ul
SC3 Ethanol 2ml
SC8 Acétonitrile SmL
SC10 EPPI 10mL
2. Déroulement de la synthése :
Déburt de synthése a
Activité Target Reste dans Target
Activité sur QMA Reste sur QMA
e ; Reste dans réacteur
Activité dans réacteur aprés sfart
Activité fivée sur C18 "“"‘“‘“‘é’fsm" e

Durée du transfert sur HPLC : secondes

3. Reésultats :

Activité ransférée dans Hotte Mbq
Volume transféré mL
Rendement de syntheése %
Volume prélevé ml

Lot DPA 714

Lot NaCl10.9 %

Cenme de Tomographie en Enuzzion de Positors

CHU Puwpan
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RADIOPEARMACIE
FICHE D'ENREGISTREMENT DE L3 |Code doc : FECQD?A

Verzioz: 2

PRODUCTION ET DU CONTROLE DE |Autear : 453

i Vabhdeé par :
QUALITE DU “[F] DPAT14 Date d'apphicano :

Page2 /3
CENTRE TEP A

EZtiquette de s préparation -

4. CONTROLES SYSTEMATIQUES

4.1.Controles libératoires

Limpidité OK

pH

Pureté radiochimique

Pureté radionucléidique

Spot Test kavprofix < Linute de spécification

Contréle de la période de 1a [**F]-DPA-714 (pureté radionucléidique)

Prelevement d'étalonnage

Activite mesurée en mCi

Calcul de Ia demi-vie :

T = [In2 x (ti=t)] In (Ao'A))
T =

Tii= [In: x(ts= tuj; In (Ae Al
Ty =

La valeur de la demi-vie doit érre dans I'intervalle [105 — 115].

Décision d’injection
Veérifié par Date :

[J PRODUCTION ACCEPTEE [J PRODUCTION REJETEE

4.2.Controles a résultats différés

Cenme de Tomographie en Exvizzion de Pozitors
CHU Pupan
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RADIOPHARMACIE
FICHE D'ENREGISTREMENT DE Ly |Code doc : FECQD2A

Veriozn: 2
PRODUCTION ET DU CONTROLE DE _:“;::' TASE
’ ahde par :
QUALITE DU *[F] DPAT14 Date &"application :
P 33
CENTRE TEP Lok
STERILITE [
Datedusésultat: .../...._. ...
Résultar défiminif ...
5. CONTROLES A FREQUENCE VARIABLE
ENDOTOXINES [
Zzie;:ur: """"""""""" Datcduré‘smrar:.“....W.,‘_....
contedle. s /.. Résultat défininif: ...
Vénfiepar:.............._... LD e
[J coNFORME [J NON CONFORME
Cexnze de Tomographie en Exnuzzion de Posrtors
CHEU Pupan
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Serment de Galien

Je jure en présence de mes Maitres de la Faculté et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidéle & leur enseignement ;

- d'exercer, dans Fintérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de Fhonneur, de la probité et du
désintéressement ;

- de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine,
de respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
moaurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele @ mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres, sij'y manque.

Frangols MOCQUOT | These d'exercice | Universite de Limoges | 2017 103

&) exv-nc-Np |







IMAGERIE MOLECULAIRE DE LA NEURO-INFLAMMATION

La neuro-inflammation est un phénomeéne fréquemment associé 3 diverses pathologies
neuronales ou psychiatriques et dont les effets sur ces pathologies demeurent ambigus voire
contradictoires. Au CHU de Toulouse, quatre protocoles de recherches vont étre mis en
place dans le but de cartographier et quantifier la neuro-inflammation, gréce a l'imagerie
moléculaire TEP ciblant la protéine de translocation. Cette protéine, surexprimée en cas
d'activation microgliale, pourra étre monitorée grace & I'administration d’un médicament
radiopharmaceutique expérimental (MRPE) spécifique : le ['®F]DPA-714. L'objectif de ce
travail a été de mettre en place la synthése automatisée ainsi que I'optimisation de ce MRPE
au niveau de la plateforme de fluoration du CHU de Toulouse. Dans un premier temps une
revue de la litterature scientifique a permis de regrouper et de comparer les différentes
synthéses existantes a ce jour afin de mettre en place une méthode de synthése adaptée
aux particularités de notre site. Ensuite les techniques de contréle qualité permettant la
libération des lots produits ont mises en place avant le début des premiéres syntheses. 16
synthéses ont été nécessaires a I'obtention des 3 lots de validation et & la rédaction du
dossier de médicament expérimental. Le processus de fabrication du ["®F]DPA-714 a été
approuvé par '’ANSM. Cependant les rendements et les activités de synthése obtenus sont
inférieurs & ceux décrits dans la littérature. Dans le cadre de protocoles de recherche, ou la
plateforme de fluoration sera fournisseur pour des centres extérieurs a Toulouse, la courte
demi-vie du fluor 18 nécessitera I'amélioration des rendements et des activités volumigues.
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MOLECULAR IMAGING OF BRAIN INFLAMMATION

Neuroinflammation is frequently associated with neurological and psychiatric disorders, but
its implication in these illness remain ambiguous. The translocator protein (TSPO) is up-
regulated in pathological conditions, coinciding with microglial activation. Four clinical trials
will be set up at the University Hospital Center of Toulouse, in order to map and quantify
brain inflammation by positron emission tomography (PET). In these studies an experimental
drug will be used: the ["*F]DPA-714, a specific TSPO ligand. The aim of this work was to set
up the fully automated synthesis on our robotic system and its optimization in our center.
First we did a review of recent literature in the field to compare the current knowledge. Then
we set up quality controls before the first synthesis, in order to allow the batch release.
Sixteen synthesis have been made to obtain the validation batches and to write the validation
file. ["®*FIDPA-714 synthesis has been approved by competent authority (ANSM). However,
the radiochemical yields (RCY) of fluorine-18 ("®F) incorporation are lower than those in the
literature. In the context of clinical research, our center will provide others hospital centers
with ["*F]DPA-714. Moreover, the short half-life of "*F will force us to improve our RCY and
our activity concentrations.

Keywords: Brain inflammation, TSPO, ["®F]DPA-714, experimental drug, ANSM

IHEl



