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|. Introduction

I.1. La Tomographie par émission de positons

La tomographie par émission de positons (PET en anglais ou PETscan) est une technique
d’imagerie médicale qui permet d’obtenir une image en trois dimensions reflétant 1’activité
métabolique d’un ou de plusieurs organes (Figure 1). Dans ce but, un radiotraceur est injecté au
patient. Celui-ci consiste en un groupement capable d’interagir avec la protéine, le type de cellule
ou le récepteur ciblé (groupement prosthétique) et porteur d’un atome radioactif qui se désintégre
par voie B*. Le radiotraceur a donc deux roles: I’interaction avec la cible et 1’émission
radioactive pour la détection.

Figure 1 [1] - Scan obtenu par tomographie par émission de positon avec traceur FDG. Il met en évidence les organes
métabolisant le sucre. Le cerveau, par exemple, est un gros consommateur de sucre.

Le traceur, fixé dans I’organe désiré, émet un positon (anti-électron ou B*) durant sa
désintégration. Ce positon va parcourir un chemin limité dans 1’organisme, appelé le libre
parcours moyen, qui est de I’ordre de quelques millimeétres. Il va ensuite entrer en collision avec
un electron environnant. Cette collision entre un électron et un anti-électron résulte en une
annihilation des deux particules. Leur masse est transformée en énergie sous forme de deux
rayons y de 511 keV émis dans des directions opposees (Figure 2).

Y (5}1 keV)
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Figure 2 — Annihilation d’un positon avec un électron et émission des rayons y en directions opposées.

Un ensemble de détecteurs est placé circulairement tout autour du patient. Et lorsque deux
détecteurs opposés détectent un rayon y dans la méme nanoseconde, cela signifie qu’un positon
s’est annihilé avec un électron au centre de la ligne entre les deux détecteurs concernés (Figure
3). L’analyse mathématique de ’ensemble des signaux détectés permet de reconstruire 1’image en
3D de I’organe. Cette image met en évidence la distribution du traceur dans 1’organisme du
patient.
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Figure 3 [2] — Détection des rayons y par le PETscan

La tomographie par émission de positons est donc une méthode de choix pour la détection de
nombreuses maladies altérant le métabolisme des organes, notamment les cancers et les
démences comme, par exemple, la maladie d’ Alzheimer.

1.2. Le fluor-18

Pour procéder a un PETscan, il faut que le traceur porte un atome émetteur de particules B*. C’est
le cas du fluor-18. Le °F est le seul isotope stable du fluor. Tous ses autres isotopes qui vont du
14F au 3'F sont radioactifs et la durée de demi-vie de la plupart d’entre eux est inférieure a la
minute, voire a la seconde Fl. Le *F se distingue cependant des autres isotopes par une durée de
demi-vie de 110 min aprés laquelle la moitié des atomes de ®F se sont désintégrés par voie B*.

Lors de ce type de désintégration, un proton du ‘®F est transformé en neutron avec émission d’un
neutrino et d’une particule p*. L atome résultant est le ¥0. (Schéma 1)

) Désintégration [_‘|+
18 = 180 + v+ p*

Schéma 1 — Désintégration radioactive du fluor-18

Les traceurs au 8F, comme le 2-désoxy-2-(*8F)fluoro-D-glucose (FDG) , sont les plus utilisés en
tomographie par émission de positons. En effet, ceux-ci présentent de nombreux avantages par
rapport a d’autres isotopes :

e Le fluor est I’atome le plus électronégatif. La liaison carbone-fluor est la liaison simple la
plus forte avec le carbone (105,4 kcal/mol). Ceci est di a la haute différence
d’électronégativité entre les 2 atomes (1 I | Malgré cette liaison forte, les molécules
aliphatiques marquées au fluor peuvent subir, in vivo, des phénomenes de défluorination.
Lors des défluorinations, des enzymes dégradent la liaison C-F et le fluor, relargué dans le
sang, s’accumule dans les os. La liaison Caromatique-F €st encore plus forte (126 kcal/mol),
ce qui contribue a rendre les composés aromatiques marqués au fluor plus résistants a la
défluorination I,

e Le temps de demi-vie du !8F est assez long pour permettre de synthétiser et purifier le
traceur, de le transporter jusqu’au patient, de le lui injecter et d’effectuer le scanner avant
que Dactivit¢ n’ait décru complétement. En méme temps, la décroissance est
suffisamment rapide pour pouvoir effectuer le scanner dans de brefs délais et ne pas
irradier le patient pendant un temps inutilement long &,



e Le 8F émet des positons avec une énergie maximale relativement faible (633,5 keV).
Durant leur parcours, les positons sont déviés et perdent de 1’énergie par force de
Coulomb. Lorsqu’ils n’ont plus d’énergie, ils s’annihilent avec un électron. Cette faible
énergie maximale de départ assure un faible parcours dans 1’organisme, ce qui induit une
bonne résolution de I’image [,

e Le rendement en positons est le nombre de positons émis pour 100 désintégrations. Pour
le 18F, il est de 97%. Ce bon rendement implique une excellente sensibilité de détection et
un haut rapport signal/bruit 41,

Grace a cette bonne combinaison de résolution et de sensibilité, 1’activité assimilée par le/les
organe(s) peut étre correctement localisée et quantifiée 11,

1.3. La production de fluor-18

Le F n’existe pas naturellement. |l doit étre créé par réaction nucléaire. Au Centre de
Recherches du Cyclotron (CRC), le 8F est généré par bombardement de protons sur une source
d’eau enrichie en 20, un isotope naturel, stable mais rare de I’oxygéne. Cette source est placée
dans une cible en niobium.

Un cyclotron (Figure 4) est constitué de deux électrodes en forme de D séparées par un espace
fin. Prés du centre de cet espace, une source émet des hydrures dont la trajectoire est incurvée par
I’application d’un champ magnétique perpendiculaire au plan de leur déplacement. Une tension
alternative appliquée entre les deux électrodes en D génere un champ électrique qui accélére les
H-. A la fin du circuit, les H- traversent une fine feuille de carbone qui arrache les électrons du H-
pour former des protons. Les protons accélérés sont de haute énergie (18 MeV au CRC) [ et
bombardent la cible qui contient 1’eau enrichie ([*®*0O]JH20). La réaction nucléaire, notée
BO(p,n)*F (Schéma 2), transforme les 80 en [*®F]F qui peuvent étre récupérés pour la synthése
de traceurs en les piégeant sur une résine échangeuse d’anions [¢l. Si un automate de synthése est
utilisé (exemple en section I.4. et 1.5.), ’activité produite peut étre transférée depuis le cyclotron
directement dans le réservoir du kit de synthese (voir section 1.4.) inséré dans 1’automate, puis sur
une colonne échangeuse d’anions, une petite cartouche prévue a cet effet également dans le kit.

ugy

Figure 4 [7] [9] — Schéma du fonctionnement d’un cyclotron (gauche) et photo du cyclotron du CRC (droite)

180 + 1p - 13F + In

Schéma 2 — Synthése de 8F par bombardement du 80 avec des protons



D’autres voies existent pour créer du *F comme le bombardement du 2°Ne par des deutons ! ou
du 80 gazeux par des protons. Mais celles-ci conduisent a des molécules diatomiques
électrophiles (*®F-1°F) d’activité spécifique plus faible.

L’activité spécifique est définie par 'TUPAC comme étant 1’activité d’un radionucléide divisée
par la masse (ou le nombre de moles) de tous les composés qui contiennent cet élément radioactif
ou de ses isotopes non radioactifs. C’est une notion fondamentale en radiochimie. Par définition,
plus I’activité spécifique est élevée moins il y a de fluor froid (non radioactif) en solution.

L’activité spécifique théorique pour le ®F est de 1712 Ci/umol 9. En pratique, la présence de
F (contamination d’origines diverses : verre, téflon, polyméres,...) diminue fortement sa valeur,
ce qui confére au 8F une activité spécifique réelle de 50 Ci/umol dans les meilleures conditions.
Si la valeur théorique était atteinte, la quantité de traceurs a injecter serait la quantité réelle de ®F
et les cibles biologiques ne seraient pas occupées par des molécules de traceur froid [*Y. La
qualité d’image serait donc meilleure étant donné que tous les radiotraceurs posséderaient du 8F
et seraient donc capables d’émettre des positons.

1.4, General Electric Healthcare [*2

En 1890, Thomas Edison ouvre la premiere Edison General Electric Company. Deux ans plus
tard, elle fusionne avec son principal concurrent, Thomson-Houston Company, pour devenir
General Electric. Aujourd’hui, I’entreprise internationale s’est diversifiée et General Electric se
distingue dans des secteurs variés : le transport (GE Aviation, GE Transportation), les finances
(GE Capital), I’énergie (GE Lightning, GE Oil & Gas, GE Energy Connections, GE Power) et les
soins de santé (GE Healthcare) 41,

Un des départements de la division GE Healthcare se trouve a Loncin, en région liégeoise, et
s’illustre dans le domaine de la recherche médicale, plus particulierement dans le développement
d’automates de synthése ainsi que des consommables pour la production industrielle de
radiotraceurs pour la tomographie par émission de positons.

Les plateformes FASTlab™ (Figure 5) sont des automates de synthése prévus pour produire
différents traceurs (FDG, FLT, NaF, ...). lls sont congus pour accepter différents types de kits (ou
cassettes) (Figure 6) a usage unique qui sont chacun spécifiques a un traceur particulier.

Cassette

Vial de

_ récupération du
2" produit final

Figure 5 - Automate de synthése FASTlab™ (avec cassette insérée)



En effet, chaque cassette est congue pour suivre une séquence unique. Dans la plupart des cas, les
réactifs, les cartouches de purification et le réacteur sont déja intégrés dans la cassette, de sorte
qu’il ne reste qu’a insérer la cassette consacrée au traceur de son choix dans le FASTIab™ et
qu’a s’ approvisionner en *F.

Figure 6 — Cassette de synthese du FDG-citrate

1.5. Exemple de synthése sur FASTIab™ : le FDG-citrate [*%

Le [*8F]-FDG (Figure 7) est le traceur le plus souvent employé pour le marquage radioactif des
tumeurs. Dérivé du glucose, il permet de retracer son métabolisme par PETscan.

OH CH
a°lg @) 4 %ls @)
HO O OH HO :C oH
HO™® OH HO™ 18
Glucose ['®FIFDG

Figure 7 — Différences de structure entre le glucose (gauche) et [*®F]FDG (fluorodésoxyglucose) (droite)

Une fois injecté dans 1’organisme, le [*8F]FDG est assimilé par les cellules consommatrices de
glucose. Cette assimilation est accrue dans les cellules cancéreuses qui ont besoin de plus
d’énergie que les cellules saines pour se multiplier rapidement. Le [*F]FDG est ensuite
phosphorylé en position 6. L’absence de I’hydroxyle en position 2, qui est occupée par le 8F,
empéche la cellule de continuer la phosphorylation du [*®F]JFDG comme elle le ferait lors du
métabolisme du glucose et le [!8F]FDG-6-P est accumulé a ’intérieur de la cellule. Lorsque le *8F
a décru en 0, celui-ci capte un proton et devient un groupement hydroxyle. La molécule peut

alors subir le métabolisme normal du glucose, nommé glycolyse, et est évacuée par les urines -
[16]

A titre indicatif, voici le déroulement de la synthése automatique de ce FDG (Schéma 3) sur
FASTlab™ :

e Transfert de Pactivité : Le 8F, généré par un cyclotron, est prélevé depuis un
flacon ou transféré directement du cyclotron a la plateforme FASTlab™.

o Piégeage de DPactivité et élution dans le réacteur : Le BF est fixé sur une
cartouche ou colonne de rétention (phase silice/ N*R4), avant d’étre élué jusque
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dans un réacteur par une solution de K>COs, d’eau, d’acétonitrile (ACN) et de
kryptofix (K222 : C1s8H3sN20g). Le K222 est un cryptand qui sert a complexer les
ions métalliques (K™ du K2COs) pour les rendre solubles en milieu organique et
entrainer les fluorures avec eux. Le Kz complexe également les K™ pour
augmenter la réactivité des [*®F]F.

Evaporation : La solution est chauffée jusqu’a évaporation de ’eau dans le
réacteur placé dans un four. Un solvant protique comme I’eau dans le milieu
réactionnel stabiliserait I’ion [*®F]F en le solvatant par formation de liaisons
hydrogenes et diminuerait son caractére nucléophile. L’évaporation est accélérée
par ajout d’ACN dans le réacteur. L’ACN forme un azéotrope avec 1’eau dont le
point d’¢bullition est de 76,5°C.

Addition du précurseur Mannose et marquage : Le précurseur, le mannose
triflate, (voir Schéma 3) est mélangé au °F resté dans le réacteur afin d’étre
marqué. La réaction est une substitution nucléophile d’ordre 2.

Hydrolyse sur support solide du produit marqué : Le précurseur marqué est
piégé sur une tC18, une cartouche d’extraction phase inverse (phase silice sur
laquelle des chaines d’hydrocarbure C18 sont greffées) et les groupements
acetates du précurseur sont hydrolysés en faisant passer du NaOH directement sur
la cartouche. En s’hydrolysant, la molécule devient plus polaire et n’est plus
retenue sur la cartouche. Elle est récoltée dans une seringue.

Transfert, conditionnement et purification du FDG produit: Un tampon
citrate avec un exces d’acide chlorhydrique permet de neutraliser et de tamponner
la solution dans la seringue. Le FDG passe sur 2 cartouches : une cartouche
d’alumine (phase d’oxyde d’aluminium) pour extraire les [*®F]F résiduels et une
tC18 phase inverse. Le FDG est ensuite transféré dans un flacon avant distribution
et filtration aseptique.

O, _CF,
OAc 577
D |IE| ||—

J
*Xe) AcO

CHN, eau,

OAc KzCO3, Kzzz
Mannose triflate [1'51 [FTAG [161 [FDG

QAc

Schéma 3 - Synthése de [**F]FDG
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.6. Marquage de composés aromatiques

Les composes aromatiques sont particulierement utiles pour la synthése de radiotraceurs. Un
cycle aromatique peut étre modifié d’une multitude de fagons pour donner un groupement
prosthétique adéquat. Un groupement prosthétique est un intermédiaire de synthése porteur de 8F
utilisé pour marquer une molécule cible. Ce type de groupement peut donc étre utilisé dans le
diagnostic de cancers grace a sa liaison avec les protéines tumorales.

En 2011, environ 200 médicaments a base de molécules aromatiques fluorées étaient
commercialisés [*]. Leurs effets sur I’organisme sont donc déja connus. Si le métabolisme du
médicament est compatible avec une application en tomographie par émission de positons, le °F
peut étre remplacé par du 8F pour transformer un « simple » médicament en un radiotraceur. De
plus, comme expliqué précédemment, les aromatiques sont résistants in vivo et sont moins
sensibles aux phénomeénes de défluorination que leurs homologues aliphatiques, d’ou leur intérét
particulier [*8],

Le N-succinimidyl 4-[*F]fluorobenzoate ([*®F]SFB) (Figure 8) est un exemple de groupement
prosthétique aromatique marqué a partir duquel 1’Avastin™ a été créé. L’Avastin™ est un
marqueur des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 situés dans les vaisseaux sanguins abondants a

la surface des tumeurs 9,
o)
o)
N
@O
18': o

Figure 8 — [*®F]SFB

Le marquage d’aliphatiques peut se faire assez rapidement et avec de bons rendements. Le
marquage d’aromatiques, lui, est plus délicat. Les rendements de réaction sont, pour de nombreux
composés, plus faibles M1 [20h 21 Un groupement électroattracteur (R dans Figure 9) est
nécessaire pour stabiliser la charge négative provoquée par 1’addition du nucléophile sur le cycle.

X/\F- X F X F X F
@ © o
j :o j
R R R
- \ -

R

R = électroattracteur
stabilisation

XlF ;
T-¢

Figure 9 — Addition et élimination sur un cycle aromatique porteur d’un groupement R électroattracteur capable de
stabiliser la charge négative délocalisée. Il diminue ainsi I’énergie de I’intermédiaire, ce qui est favorable a I’addition du
nucléophile (ici F).
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Le marquage est donc plus difficile a réaliser lorsque le cycle aromatique n’est pas porteur de
groupements fortement attracteurs comme par exemple -NOg, -CN, -CHO,... C’est la raison pour
laquelle les marquages sur aromatiques comportent souvent plusieurs étapes. Le marquage se fait
alors sur un cycle appauvri en électrons, qui est ensuite modifié pour obtenir la molécule finale
désiree.

C. Lemaire et al % ont développé une synthése multi-étapes pour marquer des aromatiques
halogénés en partant de cycles précurseurs appauvris en électrons (Schema 4). Ces composés clés
sont utilisés pour la synthése d’acides aminés aromatiques F-fluorés tels que la FDOPA, la 2-
[*®F]fluorotyrosine et la FMT.

0 )
=" H ["3FKF/K 55
TfOMeaN@)‘\ L e H
= DMSO L
140°C, 2,5 min
NaBH,
RT, 2 min
e 77X nx X 0H
HF_I B 1H.F_!
= RT, 2 min =
ortho/para
X =Cl, Br, |
RCY = 12-63%

Schéma 4 [11] — Synthése multi-étapes de 2- et 4- chloro/bromo/iodo [*F]-fluorobenzyle

Y-S. Ding et al [°l ont eux aussi utilisé un précurseur appauvri pour aboutir au marquage de
cycles aromatiques de la [*®F]fluorodopamine ([*®F]FDA) aprés plusieurs étapes de modifications
du cycle (Schéma 5).

MeNO,,

0,
0
O F\O NH4OAc,
[FIKF/Kgz; HOAc LiAIH, C} HI, H3F'02
EN 1BF
CHO CHO

SCHNO
’ 20% RCY,
0.074 - 0.185 GBq/umol

Schéma 5 [11] — Synthése multi-étapes de la [*®F]FDA

Les recherches se sont ensuite orientées vers 1’utilisation de précurseurs permettant de marquer
des cycles aromatiques riches en électrons. Des précurseurs a base de métaux de transition (Pd,
Ni, Cu) ont alors été testés *1%1 E. Lee et al ainsi que T. Furuya et al [?°} [27] ont proposé un
marquage au ®F avec des précurseurs au Pd ou en partant d’un complexe organométallique de Ni
(Schéma 6).



acatone =
25 "C, 10 min

b)

[Ni] 8Faqueux 8F
O K222 O
g wer ()
23 °C, <1 min

c)
BF4 20 mol % [Cu]
©/é 1,1 équiv KF @F . .
DMF, 60 °C
additif, temps (1) (2)
entrée [Cu] temps (h) additif rendement (%) 1:2
1 ('BUCN),CuOTf 18 aucun 71 96:4
2 CuOTfebenzene 18 aucun 57 96:4
3 Cu(OTf), 18 aucun 85 98:2
4 Cu(OTf), 3 18-couronne-6 81 97:3
5 aucun 3 18-couronne-6 30 20:80
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Schéma 6 - Marquage d’aromatiques grice a des complexes organométalliques a) au Pdb [27] b) au Ni [25] ¢) au Cu [20]

Afin d’introduire le plus tard possible le ®F dans la synthése, sur des cycles aromatiques non
appauvris et éviter les problemes liés au colt et la toxicité des métaux, un autre type de

précurseur a été investigué : les iodoniums.
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1.7. Les iodoniums
1.7.a. Structure

Les iodoniums sont des molécules qui contiennent un atome d’iode hypervalent. L’état
d’oxydation de cet iode est +III ou +V. Ces composés sont nommés periodanes ou A3-/ A°-
iodanes et contiennent plus de 8 électrons dans leur couche de valence (Figure 10) 291,

+] +III +V
( A\ o/ 3
OAc
OAc A0, |r\/OAc
o O &
OAc
8]
lodobenzene (Diacetoxyiodo)- DMP
benzene
Figure 10 [29] — Comparaison des états d’oxydation entre un iodure d’aryle et deux iodoniums 2 (au centre) et 1° (a
droite)

La géométrie d’un iodonium est une bipyramide trigonale (Figure 11). Dans le cas d’un A3, le
cycle aromatique ainsi que les 2 paires libres se situent en position équatoriale et les 2 ligands se
trouvent en position axiale 1132 La HOMO est ici I’orbitale non-liante et dans cette orbitale,
les électrons sont localisés dans la région des ligands créant une charge partielle négative sur les
ligands et positive sur 1’iode. Les iodoniums réagissent donc comme des électrophiles et oxydants
(Figure 11). On parle de liaison 3 centres-4électrons (3c-4e). Les iodoniums furent d’ailleurs en

premier lieu utilises comme oxydants des alcools (DMP : Dess-Martin periodinane sur Figure 10)
[29], [30], [32]

Lﬁv—

Orbitale antiliante

O & &0

.O . .O 41—1> Orbitale non-liante
.@ D. .C) ﬁ— Orbitale liante

L* L | L
Figure 11 [31] — Géométrie d’un iodonium A° (gauche) et diagramme des orbitales moléculaires de la liaison hypervalente
de ’iodonium.

.
B+ 0%

Ar

Les iodoniums qui seront utilisés dans ce travail sont des diaryliodoniums (Figure 12) qui
peuvent étre symétriques (R1=Rz) ou non (Ri#Rz) FU. A 1‘tat solide, ce sont des poudres
blanches résistantes a I’humidité de 1’air et I’analyse de leur structure aux rayons-x montre qu’il
existe bel et bien une liaison avec le contre-ion (X sur Figure 12). En solution par contre,
I’iodonium est sous forme de sel ionique dans une géométrie tétraédrique. L’iodonium n’est donc
plus rigoureusement hypervalent 29 311,

X X-
| I*
I X | X | X | X
Ry —R Ry —R
T _— _— 2 1T _— _— 2

Figure 12 — lodonium a I’état solide (gauche) sel d’iodonium en solution (droite)
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1.7.b. Marquage d’aromatiques par les iodoniums

De nombreuses publications démontrent I’efficacité des iodoniums pour marquer les aromatiques
porteurs de groupements électrodonneurs. Une des méthodes développées principalement par
Ichiishi et al., utilise des catalyseurs au cuivre % 3] |_e marquage par cette méthode présente
I’avantage de ne pas dépendre des propriétés électroniques des substituants des cycles. Ce sont
les effets stériques qui déterminent quel cycle sera majoritairement marqué Y. Le sel
d’iodonium permettrait d’oxyder le Cu(l) en Cu(lll) (cuivre hypervalent) qui se réduirait aussitot
grace a la formation de la liaison C-F (cycle catalytique possible représenté en Schéma 7). Cette
technique de marquage fut adaptée par Zlatopolskiy et al. en conditions « peu basiques » (élution
des [®F]F avec environ 6 fois moins de K>COs) afin de travailler avec des catalyseurs plus
sensibles a des conditions de pH élevé 4],

7 Ny
X xcu-F1 =/ Mes
) \*\
e \-—- Mesl
4 ' _F

Schéma 7- [20] — Possibilité de cycle catalytique du cuivre proposé par Ichiishi et al ot X = OTf.

Cependant, comme expliqué précédemment, il est préférable de ne pas utiliser de métaux pour la
synthese de traceurs afin de limiter les étapes de purification et la détermination de la
concentration en ions métalliques dans la solution injectable. De plus, le marquage par la
méthode décrite ci-dessus, dépend fortement des effets stériques.

En 1995, Pike et Aigbirhio *l proposaient déja un marquage d’aromatiques non appauvris sans
métaux grace aux iodoniums. Les conditions de marquage ressemblent a celles d’un marquage du
FDG (Schéma 8). Les [*®F]F élués par un sel de potassium se retrouvent en solution sous forme
de KF et sont entrainés en milieu organique par le K. Cette technique fut reprise et adaptée
dans de nombreux autres articles depuis lors 5171,

1

X 8 18F
I \ |+ \ l [18F]KF‘K222 ACN R©/ + @Rl
R | R >

=
85 °C (40 min) ou 110°C (35 min) A B

Schéma 8 — Premier marquage sans métal avec un précurseur iodonium. Rendements de 7,5% (R = -H, R’ = -H, X- =
CF3S0s', 110°C, 35 min) a 88% (R = -H, R’ =-OMe, X- = Br-, 85°C, 40 min, 100% de A).
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Rotstein et al. ont, par exemple, utilisé un précurseur iodonium spirocyclique permettant de
marquer divers types de cycles enrichis en électrons sans nécessiter de catalyseur métallique

(Figure 13) 24,
(Stabilisation Br
g SN !
NS 18 (l:)

18 BE
56 + 6% 16 £ 3% 56 +11%
n=3 n=3 n=3

Figure 13 [21] — Utilisation d’un iodonium spirocyclique (gauche) pour marquer des cycles porteurs de groupement
électrodonneurs (droite). Conditions de marquage : précurseur (2 mg) + TEAB (bicarbonate de tetraéthylammonium) (7
mg) dans DMF (400 pl), 120°C, 10 min.

Malheureusement, la méthode de Pike et AigBirhio souffre de problémes de reproductibilité et
n’est donc pas adaptée a la production de traceurs en routine.

V. Grushin explique que les sels d’iodoniums peuvent générer des radicaux aromatiques si le
nucléophile leur transmet un électron 8. Ces radicaux peuvent alors se recombiner pour créer
des diméres d’aromatiques, récupérer un hydrogéne du solvant ou encore réagir avec le
nucléophile. Toutes ces réactions engendrent des produits secondaires non désirés. En 2006,
Carroll et al. résolvent ce probléme grace a un inhibiteur de radicaux libres : le TEMPO (Figure
14) B9 L’ajout de TEMPO améliore également les rendements de la réaction sans en affecter la
sélectivité. Cependant, ce composé a été identifié comme étant génotoxique [“°l.
(,3.

ARNJL

Figure 14 - TEMPO : (2,2,6,6-tétraméthylpipéridin-1-yl)oxy
1.7.c. Meécanisme et sélectivité

Le marquage d’un iodonium électrophile par le [*®F]F nucléophile comprend un passage par un
état intermédiaire décrit entre autres par Hill and Holland [41]. Le F prend d’abord la place du
contre-ion de I’iodonium. Il s’additionne sur I’iode hypervalent pour donner I’intermédiaire de
réaction qui existe sous la forme de bipyramide trigonale (Schéma 9). Le fluorure occupera
préférentiellement une position axiale (le troisiéme isomeére dans I’encadré est donc en quantité
négligeable). L’étape suivante, étape déterminante de vitesse, est une élimination réductrice. Le
F forme une liaison avec le carbone IPSO (carbone porteur de I’iode) en passant par un état de
transition. Les produits résultants sont un fluoroaryle (le produit désiré) et un iodoaryle (sous-
produit). Pour un iodonium asymeétrique, il y a deux états de transition possibles : le F~ peut se lier
au cycle porteur de R1, ou de R2. De maniére générale, le cycle majoritairement marqué est celui
qui porte le groupement le plus électroattracteur ou le moins électrodonneur.
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Schéma 9 [41] — Mécanisme du marquage d’un diaryliodonium asymétrique par du F-. R1est un groupement plus

électroattracteur que Rz, le produit A est donc majoritaire par rapport au produit B.

Wang et al. ont étudié la régiospécificité de cette élimination réductrice 1?1, Ils en ont conclu que
les effets électroniques directeurs seuls ne suffisent pas a expliquer la tendance du fluorure a aller
vers un état de transition plutét que 1’autre. Cette analyse fut menée plus loin par Pinto de
Magalhaes et al 1. Ces derniers ont utilisé des calculs théoriques et le principe de Curtin-
Hammett pour comprendre la sélectivité de la réaction. Dans leur test, les deux cycles du
diaryliodonium sont un phényle et un 4-méthoxyphényle et le nucléophile utilisé est un ion
bromure. Le produit « syn » est le produit obtenu lorsque le bromure se lie au 4-méthoxyphényle
(cycle enrichi) et le produit « anti » est le produit obtenu lorsque le bromure se lie au phényle
(cycle non enrichi) (Figure 15). D’aprés ce diagramme, le produit « syn » est plus stable que le
produit « anti ». Cependant la barriére d’énergie menant au produit « anti » est plus faible.

E [kcal/mol]

50 4

'|I

AG* gom = 9,64 keal/mol

'|i

"i

Produit syn
AN

TSsyn AG? 4, =16,16 kcal/mol
TSany
2 /'\ 1
AG’M =18,05 kcal/mol : / AAG* =1,75 kcal/mol
C - T /

10 /

AGgg=0,14 kcal/mol :
0 S y 4 ~— i X

e J anti )—-

yr-oj,it anti

N

Figure 15 [d’apreés [43] ] — Diagramme d’énergie libre de Gibbs (en valeur absolue) des états de transition du bromo-4-
methoxyaryl-phenyl-iodane. Gris = carbone, blanc = hydrogeéne, rouge = oxygene, violet = iode, jaune = brome.
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Le principe de Curtin-Hammett affirme que la composition du mélange de produits obtenu apres
réaction ne dépend pas uniquement de la proportion relative des isomeres dans le substrat mais
aussi de la différence des enthalpies libres d’activation des états de transitions respectifs (AAG”
sur Figure 15) (441,

Dans I’exemple illustré ci-dessus, le changement de conformation entre les 2 états de transition
est plus rapide que la réaction qui méne au produit (K* sur Schéma 9 est grand). On peut donc
procéder au développement mathématique suivant [l (avec syn et anti les 2 états de transition et
Psyn et Panti les produits correspondants):

9[Psyn] _

Equations de cinétique : 3t Keym [yl B[Panei] _ Kanei. [anti] _ Kangi- anti
= ou Pyl = ——— a[Psyn]
8[Panti] O[Psyn]  ksyn- [s¥n] Ksyn- syn
it = kanti- [anti]
Comme les états « anti » et ) . oL
« syn » sont en équilibre : K =B donc APapyi] =22k [Psyn]
[syn] Keyn
- . k .
Intégration : [8[Popsi] = ka'—’m K* [0[Pyyy]
syn
. [Pantil Kanti -+
ui donne : = KF
q [Psynl  ksyn
AGg, AGT anti AG =3 *
. _ q . — eq AGT gnri ﬂGeq AG™ gyn
Avec : K¥=e —[1;““] =2 __,IGZT @€ RT =¢ RT .@ RT.@ RT
_AGTsyn Pyl =32
Ksyn =g RT
_ﬂclianti
Kanti =ée
[Panti] 4G aptj ~4Geq+AG syn _,g_i(;:
Finalement : Lantl _ o RT =g  RT
[Psyn]

Grace aux valeurs d’énergie libre, Pinto de Magalhaes et al. ont pu prouver que :

P 16 160 —140+418 050 (-1750)
[Panti] = e 1,987 .298,15 =@ 1987298 = 8
[Psyn]

Le rapport est bien favorable au produit anti. Pinto de Magalhaes et al. mettent aussi en avant
I’influence de la différence de charge partielle des Cipso (les 2 carbones liés a I’iode) et des effets
stériques 1.

C’est pourquoi, en dehors d’effets stériques particuliers ou de différences de charges partielles
importantes, le marquage se fera préférentiellement sur le cycle qui porte les groupements les
plus électroattracteurs car la barriére d’énergie menant au produit « anti », AG7ani, est plus faible
que celle menant au produit « syn », AG7syn.
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1.8. Objectifs du mémoire

General Electric Healthcare, en partenariat avec le Centre de Recherches du Cyclotron, souhaite
développer une nouvelle technologie : la synthése sur microréacteur de radiotraceurs marqueés au
18F a partir de précurseurs iodoniums en chimie « médicalement verte ».

Les objectifs de ce travail sont les suivants :
e Développer la synthése automatisée de composés marqués au BF a partir de sels
d’iodoniums.
e Travailler en chimie aussi « médicalement verte » que possible afin de simplifier les
contréles qualité et la purification des échantillons finaux.
e Rendre la synthése compatible avec une approche sur microréacteur.

1.8.a. Synthese de composés marqués au '8F a partir d’iodoniums

Le premier objectif est donc d’utiliser des sels d’iodoniums comme précurseurs pour le marquage
de composés aromatiques au ‘8F. Comme décrit plus en détail dans la section 1.7, ce type de
précurseur permet de marquer des composés aromatiques, méme peu appauvris en électrons, avec
du F en une seule étape (Schéma 10).

X
N ['8F] 8F 18F
7 X
Ry~ | R — R
= = solvant aprothue

Schéma 10 — Schéma de conditions de marquage d’un 10d0n1um ou R et/ou R’ ne sont pas forcément électroattracteurs.

Dans les synthéses actuelles de FDG (voir section 1.5.), I’élution requiert 1’utilisation d’une base
(K2CO3) qui n’est pas nécessairement appropriée pour le marquage de composés sensibles aux
conditions basiques. Cependant, 1’¢lution des fluorures avec des sels d’iodonium peu toxiques,
précurseurs pour le marquage, permettrait de s’affranchir des conditions basiques 1. Tl n’est
donc plus nécessaire d’utiliser un sel basique pour 1’¢lution. Ceci résout le probléme de basicité
pour d’éventuelles fonctions organiques plus sensibles comme les esters activés des groupements
prosthétiques. De plus, en supprimant ’utilisation de base telle que K2COs, c’est-a-dire en
I’absence de K*, il n’est plus nécessaire d’utiliser un agent de transfert de phase toxique comme
le Ko2.

1.8.b. Chimie verte : Simplification des tests de controle qualité

Le deuxiéme objectif est de travailler en chimie verte. Le principe de chimie verte a été décrit par
la US Environmental Protection Agency (EPA) et est défini comme suit :

« La chimie verte est la conception de produits et processus chimiques qui reduisent ou éliminent
["utilisation ou I’émission de substances dangereuses. La chimie verte s applique tout au long du
cycle de vie d’un produit chimique, incluant sa conception, sa fabrication, son utilisation et son
élimination. La chimie verte est aussi connue en tant que chimie durable. » 4]

Bien que la chimie verte a strictement parler soit liée a des principes écologiques, ce travail s’est
plutét orienté vers une chimie « médicalement verte ». En effet, le choix des produits utilisés
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pour la synthése a été établi uniqguement en fonction de leur impact sur la santé humaine et non
sur leur impact écologique. La molécule marquée est destinée a étre injectée a un patient et dans
cette optique, un minimum de produits toxiques pour 1’étre humain doit intervenir dans sa
conception.

Un traceur finalisé est soumis a une série de tests de contrdle qualité avant d’étre accepté pour la
production. Une chimie « médicalement verte » est donc un choix judicieux pour réduire le
nombre de ces tests et ainsi envisager une injection presque immédiate apres la synthese du
compose marqueé. Divers aspects de ce travail ont donc été orientés dans ce sens.

Premiérement, nous avons cherché a réduire au maximum la quantit¢ de sels d’iodonium
nécessaire pour éluer les [*8F]F et réaliser le marquage. Ce type de précurseur en 2 parties (deux
cycles aromatiques dont un seul subit le marquage) laisse des produits froids (non marqués) en
solution. Démarrer la synthése avec un minimum de précurseur assure de réduire la quantité de
produit froid retrouvée en fin de synthése. Ensuite, le solvant dans lequel ce précurseur a été
dissout et le solvant dans lequel la réaction de marquage a été effectuée ont été choisis dans le but
de respecter des limites de toxicité fixées par la pharmacopée européenne /1. La pharmacopée
est la liste officielle des substances et de leurs concentrations autorisées dans la fabrication de
médicaments. Cette recherche de solvants peu toxiques nous a orientés vers quelques solvants de
la classe 3 « solvants a faible potentiel toxique ». Ces solvants peuvent étre administrés a raison
de 50 mg/jour (0,5% ou 5000 ppm) sans danger pour le patient. On retrouve dans cette liste
I’éthanol (EtOH), le diméthylsulfoxyde (DMSO), I’acide acétique ou formique, 1’acétone, etc.
Nous avons également cherché a réduire les quantités de solvant pour veiller a rester sous le seuil
des limites de toxicité et éviter les étapes de purification. Finalement, nous avons tenté de réaliser
I’entiéreté de la synthése sans avoir recours & un agent de transfert de phase (Kzz2) “°, & une base
(K2COs, TEAB), a un inhibiteur toxique de radicaux libres (TEMPO) ° ou & un catalyseur
métallique (Cuivre).

Les tests analytiques actuels exigés par la pharmacopée apres la production d’un traceur quel
qu’il soit consistent a :

e évaluer la quantit¢ d’impuretés en solution par une analyse HPLC couplée a un
détecteur UV ou électrochimique pour la détection de produits non radioactifs, ou
a un détecteur radiochimique pour s’assurer de la sélectivité du marquage.

e évaluer la quantité de solvants résiduels dans 1’échantillon final par une analyse
par chromatographie gazeuse.

e évaluer la quantité d’agent de transfert de phase par des tests utilisant des agents
révélateurs.

e determiner la pureté radiochimique par chromatographie sur couche mince (CCM)
suivie d’un scanner radiochimique a CCM.

e mesurer le pH de la solution finale.

e Tests d’ordre microbiologiques

Nos objectifs en termes de conditions de travail en chimie verte ont été déterminés dans un but a
long terme de réduire ces analyses a la mesure de la pureté radiochimique, du pH et aux tests
microbiologiques.
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1.8.c. Adaptation de la synthése sur microreacteur

L’ultime objectif de ce mémoire est de réaliser la synthese dans un microréacteur. En effet, le
travail sur microréacteur présente divers avantages particulierement intéressants pour ce type de
synthese et compatibles avec nos autres objectifs : ’utilisation de faibles quantités de réactifs et
de solvants tout en gardant un contréle précis sur les conditions de réaction (température, temps
de réaction, stoechiométrie) °,

L’augmentation du rapport surface/volume d’un microréacteur par rapport a un réacteur
conventionnel assure également un mélange plus efficace et un meilleur transfert de chaleur. De
plus, les quantités de radiotraceur injectées au patient sont tres faibles, généralement de 1’ordre de
5 a 10 mCi dans un volume de 5 & 10 ml maximum (~50 nM de [*F]-F). II n’est donc pas
nécessaire de travailler avec des quantités importantes de solvants et précurseurs. La
microfluidique peut par conséquent se révéler pertinente pour ce type de synthése.

1.9. Etat de la littérature

1.9.a. Synthése d’iodoniums

La synthése des sels d’iodonium utilisés dans ce travail a été réalisée par J-F. Peiffer et C.
Warnier au laboratoire du CRC P, La technique de synthése qu’ils ont utilisée fut décrite par M.
Bielawski et B. Olofsson %2 531 | a premiére étape consiste & oxyder un iodoaréne avec de
I’acide m-chloroperoxybenzoique (mCPBA) en présence de la forme acide du contre-ion que 1’on
souhaite trouver dans le sel d’iodonium en fin de synthése (ici 1’acide trifluorométhanesulfonique
HOTf) (Figure 16). A la fin de cette étape, I’iode est hypervalent et électrophile.

" " H x

Ar -I'I —D' A.I' _Qll L A _I m
: ! I
= HX X -H,0 x

Figure 16 [31] — Oxydation de I’iode en iode hypervalent par un oxydant en présence d’un acide dans lequel X représente
le contre-ion qui constituera le sel d’iodonium.

La deuxieme étape est une substitution électrophile sur aromatique (Figure 17).

S S
® X @ X R

— 4 | |
R = électrodonneur .~ \©\ + Ar” \©
/ R
X N
Ar—] I /@R Produit majoritaire Produit minoritaire
| = \

®°x

-4 | R
R = électroattracteur Ar” \@/

Peu de produit

Figure 17 [31]- Substitution de I’iodonium électrophile sur un aromatique substitué par un groupement R. Le caractére
électrodonneur ou électrattracteur du groupement R détermine la nature du produit para-, ortho- ou méta-.
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Un groupement R électrodonneur active le cycle. Cet effet donne des produits majoritairement
para- et minoritairement ortho-. Un groupement R électroattracteur, désactivant, diminue la
réactivité du cycle et le peu de produit formé est uniquement méta- 4,

Une autre méthode décrite, entre autres, par Qin et al. permet d’obtenir des sels d’iodonium a
partir de (diacétoxy)iodoaréne et d’acide boronique 4. Cependant ces réactifs sont plus coliteux
et plus compliqués a obtenir. Ceci justifie que la méthode de M. Bielawski et B. Olofsson soit
généralement préférée.

Les iodoniums synthétisés sont décrits plus loin (voir I1.1.).

1.9.b. Elution des fluorures et marquage en chimie verte avec des iodoniums

La méthode classique pour 1’¢lution des fluorures utilisée dans la synthese de FDG consiste a
éluer les fluorures avec une solution de sel basique (souvent K,COg €] 1241 [33]. [34]. [59, [56] e
bicarbonate de tert-butylammonium B71 581 oy de tétraéthyleammonium 2 59 et de K2z, dans
un mélange ACN/eau (8:2). Plusieurs étapes de purification et tests de contrdle qualité résultent
directement de cette étape a cause des produits toxiques du milieu réactionnel (principalement le
K222, I’ACN).

Chun et al. ont, cherché a éluer les fluorures sans utiliser de Kaz2 9. Leur élution avec du K,COs
sans K222 dans un mélange DMF/eau (72:28) leur a permis de récupérer plus de 95% de 1’activité
de départ en fin de synthése et d’obtenir des rendements corrigés par rapport a la décroissance
radiochimique de 40% a 200°C. Comme expliqué précédemment, le contre-ion présent dans les
sels d’iodonium peut aussi servir a 1’¢lution. Richarz et al. ont, eux, comparé 1’efficacité des
contres-ions triflate (OTf) et bromure (Br’) dans le DMF ou le DMSO 1, L activité récupérée
en fin d’élution se limitait & 30% mais 1’utilisation d’alcools simples comme le MeOH ou I’EtOH
a la place du DMF ou du DMSO ont permis d’augmenter ces rendements jusqu’a 98%.

1.9.c. Adaptation de la synthése sur microréacteur

De nombreux auteurs se sont penchés sur les fagcons de concilier microfluidique et synthese de
radiotraceurs (6011641

Chun et al. ont adapté la synthése de composés marqués au *8F a partir de sels d’iodonium sur un
microréacteur 51, Les solutions de [*®F]F et de précurseur iodonium sont préparées séparément
et introduites chacune dans une boucle de stockage (Figure 18). La solution de [‘®F]F est séchée
avant de la charger dans la boucle de fagon a éviter 1’évaporation dans le microréacteur.
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'/ Déchets

Déchets
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Figure 18 [61]- Microréacteur utilisé par Chun et al. pour réaliser la synthése d’un composé marqué au [*8F]-F. Les
solutions sont préparées séparément avant d’étre injectées dans les boucles de stockage.

Lee et al. ont, eux, proposé une synthése compléte de FDG (dont les étapes ont été décrites en
section 1.5) sur nanocircuit %1, Les parois de ce circuit en polydiméthylsiloxane (PDMS) sont
suffisamment poreuses pour laisser s’échapper les gaz d’évaporation et permettent de réaliser la
synthése compléte dans ce nanocircuit en 5 étapes : 1) Concentration des [*®F]F 2) Evaporation
de I’eau 3) Marquage 4) Echange de solvants 5) Déprotection (Figure 19).

HCI
*eon

2ab
Figure 19 [60] — Nanocircuit utilisé par Lee et al. pour réaliser la synthése de FDG en 5 étapes : A) concentration des
fluorures sur une colonne B) Elution des fluorures avec une solution de K222 et K2COs et évaporation de I’eau dans la
boucle de mélange C) Introduction de la solution de précurseur dans de ’ACN frais et réaction de marquage D) Aprés
évaporation de I’ACN, introduction de HCI pour I’hydrolyse.

Malgré un rendement final un peu plus faible que dans une synthése avec automate (38% contre
75% avec un automate), la réalisation de I’enticreté de la synthése dans un seul circuit est une
particularité remarquable.
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Il. Résultats et discussion

L’objectif visé est de marquer un iodonium en conditions médicalement vertes de fagon a pouvoir
I’adapter sur un microréacteur. Le travail a été divisé en 7 étapes: 1 - Obtenir les sels
d’iodoniums a marquer, 2 — Choisir un (des) solvant(s) pour réaliser la synthese, 3 — Optimiser le
piégeage et I’¢lution des [‘®F]F piégés sur une cartouche, 4 — Optimiser 1’évaporation, 5 —
Optimiser le marquage, 6 — Optimiser la purification, 7 — Réaliser la synthése en microfluidique.

1.1. Sels d’iodonium utilisés

5 sels d’iodonium disponibles au laboratoire ont été purifiés sur une colonne de silice et par
recristallisation en vue d’étre utilisés pour la synthése (Figure 20). Le protocole de purification
est disponible section V.2.a.. Ces sels d’iodonium ne différent que par un de leurs cycles, 1’autre
cycle, un 4-méthylphényle, est commun a tous. Le contre-ion est également commun : 1’anion
triflate (OSO2CF3). L’iodonium X ne fut utilisé que pour tester le protocole de purification et n’a
pas fait I’objet de tests de marquage.

OTf CN OTf OTf )l\©/OTf
lodonium X lodonium A lodonium B lodonium C lodonium D

Figure 20 — Différents types d’iodoniums utilisés pour les tests. lodonium X : phenyl(4-methylphenyl)iodonium, iodonium
A : 4-cyanophenyl(4-methylphenyl)iodonium, iodonium B : 2-cyanophenyl(4-methylphenyl)iodonium, iodonium C : 3-
cyanophenyl(4-methylphenyl)iodonium, iodonium D : (3-ethoxycarbonyl)phenyl(4-methylphenyl)iodonium.

Les composées aromatiques fluorés qui pourront étre obtenus aprés marquage de ces précurseurs
sont les suivants :

lEJITI‘
|‘1SF]F mF
o : : e DMSE} ou DMF  ne~ :

CN OTf
B @J e ©/
DMSC} ou DMF
{iJTf
NC 13- NC
c \@ | J
DM$D ou DMF
cm

1EF1F 18
b _ L ko F
DMSO ou DMF

Figure 21 — Aromatiques fluorés obtenus aprés marquage des différents sels d’iodonium.
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11.2. Choix des solvants

L’idéal eut été de travailler uniqguement avec un seul solvant appartenant a la classe 3 de la
pharmacopée européenne, la classe la moins toxique et de réaliser I’entiéreté de la synthése avec
ce solvant: aussi bien 1’élution que le marquage. Cependant ce solvant devait répondre a
plusieurs exigences : 1 - étre assez polaire pour solubiliser le sel d’iodonium et entrainer les
fluorures lors de I’¢lution sans agent de transfert de phase, 2 - étre aprotique pour éviter de
solvater les fluorures et de diminuer leur réactivité, 3 - avoir un point d’ébullition assez élevé
pour supporter la température de marquage (130°C).

Les informations quant a la polarité¢ et a la température d’ébullition de solvants de classe 3
figurent dans le tableau ci-dessous (Tableau 1). Le DMSO semble & premiére vue étre le solvant
adéquat pour la synthése : aprotique avec une haute température d’ébullition. Malheureusement,
le DMSO n’est pas assez polaire pour réaliser une bonne élution (les tests ont démontré que pres
de 80% des fluorures restent sur la cartouche apres élution) et aucun des solvants assez polaires
de la liste n’est aprotique.

C’est pourquoi nous avons décidé de réaliser la synthése dans un mélange de solvant polaire
protique et de DMSO pour éluer les fluorures, et ensuite de chauffer ce mélange pour évaporer le
solvant polaire protique et laisser les fluorures avec le sel d’iodonium dans le DMSO pour le
marquage. Le choix s’est donc porté sur I’EtOH : solvant trés polaire a faible température
d’ébullition.

Polarité Température
relative  d'ébullition (°C)

eau 1 100
EtOH 0,654 78,5
Acide acétique 0,648 118
1-propanol 0,617 97
1-butanol 0,586 117.6
1-pentanol 0,568 138
2-propanol 0,546 82,4
2-butanol 0,506 99.5
DMSO 0,444 189
Acétone 0,355 56,2
Acétate de méthyle 0,253 56,9
Acétate d'éthyle 0,228 77
Anisole 0,198 153,7
Méthyl tert-butyl éther 0,124 55,2
Diéthyléther 0,117 34,6
Heptane 0,012 98
Pentane 0,009 36,1

Tableau 1 — Polarité relative par rapport a ’eau [65] et température d’ébullition des solvants de classe 3 triés par polarité
décroissante. Le DMSO est le solvant aprotique le plus polaire et ’EtOH est le solvant protique polaire qui a la
température d’ébullition la plus basse. Remarque : Ne figurent dans le tableau que les solvants pour lesquels des données
concernant leur polarité relative étaient disponibles.
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Au vu du nombre de publications dans lesquelles le N,N-diméthylformamide (DMF) [€l: [24]. [28]
[33], [39] [561-1590 (661 gt ytilise comme solvant de marquage, ce solvant a été choisi a titre
comparatif, bien que celui-ci soit plus toxique : solvant de classe 2 « solvant dont 1’utilisation est
limitée » , max. 8,8 mg/jour ou 880 ppm 71,

11.3.  Tests de piégeage des fluorures

Aprés avoir choisi les solvants de travail, la premiere étape a consisté a évaluer la capacité de
cartouches différentes a piéger =5 mCi de [*®F]F dans 2 ml d’eau stérile (= 1,5 nM en 8F). Pour
ce faire, 3 types de cartouches contenant différentes quantités de phase ont été étudiés : des
cartouches contenant 9, 20 ou 45 mg de phase (Figure 22). Dans les trois cas, la phase était
constituée d’ammoniums quaternaires et était préconditionnée aux HCOs. L’idéal étant de
pouvoir utiliser une petite cartouche pour espérer devoir utiliser un plus petit volume de solvant
pour I’élution.

La solution de [*®F]F a a chaque fois été passée au travers de la cartouche a 1’aide d’une
seringue. Une seringue d’air a ensuite servi a pousser le liquide pour faire traverser 1’enti¢reté des
2 ml sur la cartouche (Figure 22).

["8F)F" dans H.O  Air

oo
I

["|FIF + H,O  ["®F]F

b

HCOy H-0

Figure 22 — (Gauche) Etapes d’un test de piégeage. L’entiéreté du volume de la solution est poussée au travers de la
cartouche par une seringue d’air. (Droite) Cartouches testées qui contiennent 9, 20 et 45 mg de phase.

Les résultats obtenus avec chaque type de cartouche sont inscrit dans le Tableau 2.

45 mg de 98 3 100% n=3
20 mg de 96 4 98% n=2
9 mg de 98 3 100% n=11

Tableau 2 — Résultats des tests de piégeage des fluorures sur différentes cartouches.

Ces résultats montrent que malgré la diminution de quantité de phase dans la cartouche, le
piégeage est toujours presque quantitatif.
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11.4. Tests d’élution

L’étape suivante a été d’éluer les [®F]F piégés. Ces tests ont été réalisés manuellement en
piégeant =5 mCi de [*®F]F sur une cartouche, en la ringant avec 1 ml d’EtOH pour enlever I’eau
enrichie résiduelle et en étudiant I’efficacité de 1’élution avec une solution de sel d’iodonium
(Figure 23).

['"BFIF- dans H,O  Air EtOH lodonium + “OTf
[*FIF+H,0  [SFF- [ 0Tt
HCDE_ HED EtOH [-‘T&F]F
H;O iodonium

Figure 23 — (Gauche) Etapes des tests d’élution des fluorures. L’activité est piégée sur la cartouche qui est ensuite rincée avec
1 ml d’EtOH. L’activité est décrochée de la cartouche par une solution d’iodonium. (Droite) Montage expérimental.

Pour trouver les conditions d’élution optimales, différents parametres ont été modifiés : le type de
cartouche, la concentration en iodonium, la proportion de solvants dans le mélange EtOH/DMSO,
le sens d’¢lution et le type d’iodonium.

I1.4.a. Type de cartouche

Le type de cartouche le plus efficace pour éluer les fluorures a d’abord été déterminé. Les mémes
cartouches que celles utilisées pour les tests de piégeage ont été utilisées. Il est apparu que moins
la cartouche contient de phase, meilleure est 1’¢lution (Figure 24). Seule la cartouche contenant 9
mg de phase a permis d’éluer les fluorures presque quantitativement alors qu’avec une cartouche
en contenant 45 mg, a peine plus de la moitié des fluorures a pu étre récupérée. Travailler avec
des cartouches contenant une faible quantité de phase est un avantage majeur non seulement pour
travailler avec de faibles volumes mais aussi en vue de l’adaptation de la méthode en
microfluidique. Plus la cartouche est petite, plus il sera facile de I’intégrer dans un microréacteur.
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Influence du type de cartouche sur I'élution des
18F- avec 1 ml d'une solution d'iodonium A (10
100 - mg/ml) dans EtOH
99% [ |
92%
80 -
€ 60 - "
'E 55% | ACtI,VIte non
£ 40 - éluée
<
20 -
0
9 20 45
Masse de phase dans la cartouche (mg)

Figure 24 — Résultats des tests d’élution des fluorures sur différents types de cartouches (n=1). Les fluorures sont élués par
1 ml d’une solution d’iodonium A de 10 mg/ml dans EtOH 100%.

A cause du nombre limité de cartouches de 9 mg, la fabrication de ce type de cartouche a partir
de modeles plus larges a été envisagée. L’intérieur d’une cartouche contient sa phase, incluse
entre plusieurs frittés. Des cartouches de 9 mg ont pu étre fabriquées en laboratoire en vidant une
partie de la phase et en ajoutant des frittés supplémentaires pour maintenir la phase restante.

Comparaison entre I'élution des fluorures d'une cartouche 9 mg
achetée et une cartouche fabriquée (une solution d'iodonium A
2,5 mg/ml dans EtOH/DMSO 3:1)

100
50
BO
70
60
50
40
30 Cartouche achetée

— Cartouche fabriquée

Activité éluée (%)

20
10

0 01 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6

Volume d'élution (ml)

Figure 25 — Comparaison de I'efficacité d’élution entre les cartouches de 9 mg achetée et fabriquées en laboratoire. (n=1)

Les cartouches fabriquées sont malheureusement moins performantes que celles achetées (Figure
25). Un protocole de reconditionnement aux HCOs a donc été mis au point pour pouvoir
réutiliser les cartouches achetees (protocole détaillé en section V.2.c.). Le reconditionnement ne
diminue pas la qualité de piégeage qui est toujours de 100%. L’élution est légerement moins
efficace dans des conditions égales mais est toujours meilleure qu’avec les cartouches fabriquées
en laboratoire (Figure 26).
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Comparaison de |'élution des fluorures d'une cartouche 9 mg
lors de sa premiére utilisation ou aprés reconditionnement
100
90
BO
70
&0
50

—— Premiére utilisation
40

Activite éluge (%)

0 —— Aprés reconditionnement

20
10

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Volume d'élution (ml)

Figure 26 — Comparaison de I’élution des fluorures piégés sur une cartouche 9 mg lors de sa premiére utilisation ou apreés
reconditionnement. Eluant : iodonium A 2,5 mg/ml dans EtOH. (n=1)

Tous ces tests démontrent que I’élution est meilleure sur les cartouches qui contiennent 9
mg de phase.

11.4.b. Concentration en sel d’iodonium

Les cartouches de 9 mg ont servi a déterminer la concentration minimum en iodonium nécessaire
a I’¢élution. Des solutions de différentes concentrations en iodonium A (Figure 27) dans I’EtOH
ont été realisées (Tableau 3).

(I)Tf

/©/l\©\
NC
Figure 27 — Structure de I'iodonium A

Les résultats obtenus (Tableau 3 et Figure 28) montrent que la solution de 10 mg/ml élue toute
I’activité avec le volume le plus faible. Cependant, la solution de 2,5 mg/ml qui est pourtant 4
fois moins concentrée donne des résultats qui ne sont pas 4 fois moins bons. Rappelons que 1’un
des objectifs est de travailler avec des quantités de précurseurs et un volume de solvant aussi
faibles que possible.

Concentration en Volume nécessaire pour  Masse d'iodonium nécessaire

iodonium A éluer 90% de |'activité pour éluer 90% de |'activité
1 mg/ml 0,7ml 0,7 mg
2,5 mg/ml 0,35 ml 0,9 mg
10 mg/ml 0,23 ml 2,3mg

Tableau 3 — Influence de la concentration en iodonium A pour éluer 90% des fluorures d’une cartouche de 9 mg.
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Influence de la concentration en iodonium A en solution
dans EtOH sur I'élution des ¥F d'une cartouche de 9 mg
100 _,7-__
£ 0l I
£ 70 ’ ’
£e ]
E 50 l'. ’ 1 mg/ml
:E 40 [’ —7 5 mg/ml
< ig ) I =10 mg/ ml
/
10 /
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Figure 28 — Résultats des tests d’élution des °F avec des solutions d’iodonium A de concentrations différentes
dans EtOH 100% (n=2). Les cartouches utilisées sont toutes des cartouches 9 mg. Pour un volume de 500 pl :
élution de 99% des 8F- avec les solutions de 10 mg/ml et 2,5 mg/ml et 71% avec la solution de 1 mg/ml.

Ces résultats prouvent donc que moins d’1 mg d’iodonium suffit a éluer 90% des fluorures
piégés sur une cartouche de 9 mg avec une solution de 2,5 mg/ml.

Il.4.c. Proportion des solvants

Une solution de cette concentration en iodonium a été réalisée dans un mélange EtOH/DMSO.
Les proportions de ce mélange ont été modifiées afin de déterminer la proportion idéale : EtOH
100% puis EtOH/DMSO 9:1 et 3:1 et enfin DMF 3:1. Méme si les résultats tendent a montrer une
diminution de I’efficacité d’élution quand la quantité de DMSO (ou DMF) augmente, la masse

d’iodonium nécessaire pour récupérer 95% d’activité ne varie pas significativement (Figure 29 et
Tableau 4).

Influence du solvant de I'iodonium A sur I'élution
des 18F d'une cartouche de 9 mg

100
98 /,o———'
96 —
94
92
S0
B8 A
86
84
82 A
80 - T T T 1
0.3 0,4 0,5 0.6 0,7 0,8 0,9
Volume d'élution (mil)

Figure 29 — Résultats des tests d’élution des fluorures avec des solutions d’iodonium A de 2,5 mg/ml dans différents
solvants ou mélanges de solvants (n=1). Les cartouches utilisées sont toutes des cartouches de 9 mg.

== EtOH 100%

EtOH/DMS0 (9:1)

= EtOH/DMSO (3:1)

Activite éluée (36)

== EtOH/DMF (3:1)
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Masse d'iodonium

Mélange de
= pour éluer 95% de nécessaire pour éluer
solvants . s .
|'activité 95% de |'activité
EtOH 100% 430 pl 1mg

EtOH/DMS0 9:1 450 pl 1,1 mg

EtOH/DMSO 3:1 560 pl 1,4 mg

EtOH/DMF 3:1 S1opl 1,3mg

Tableau 4 - Influence de la proportion en différents solvants dans le mélange éluant. Plus il y a de DMSO (ou DMF) plus la
masse d’iodonium nécessaire a éluer 95% de I’activité augmente.

Ceci confirme que les proportions en solvant peuvent étres variées sans avoir d’impact
significatif sur I’élution.

11.4.d.

Dans les élutions suivantes, I’influence du sens d’élution a été testée en injectant 1’éluant sur la
cartouche dans le méme sens que lors du piégeage des [*®F]F et dans le sens opposé
(respectivement a gauche et a droite sur Figure 30). Dans les conditions optimales déterminées
précédemment, les résultats sont relativement semblables: 97% d’activité récupérée aprés 1 ml
dans le méme sens et 99% aprés 1 ml dans le sens opposé. Le sens du passage de 1’éluant n’a
donc pas d’influence significative sur 1’élution. Néanmoins, dans la synthése sur FASTlab™,
I’élution est réalisée dans le sens opposé au piégeage pour des raisons pratiques. L’ inconvénient
de ce systeme d’élution est qu’il est plus enclin a décrocher les éventuelles impuretés piégées en
début de cartouche. En retournant la cartouche, ces impuretés se retrouvent proches de la sortie et
sont donc les premiéres a étre éluées. Dans un microréacteur cependant, le piégeage et 1’élution
se feraient certainement dans le méme sens, résolvant le probléme.

Sens d’élution

o 15 -
[1o| ” - [ I “
dansH,O  Air  EtOH lodonium + "OTf dans H,O  Air EtCH
S oo (e
iadonium
[FIF peFF (SF)F OT 0 U
H-O H,0 EtOH [1'5!_" i H-0 H.0 Ei0oH lodonium + "OTf
HCO, H.0 iodonium HCO4 H-0

Figure 30 — Processus d’élution des cartouches dans le méme sens que le piégeage (a gauche) et dans le sens inverse (a
droite) (n=1).

Le sens d’élution n’influence donc pas la quantité d’activité récupérée.
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I1.4.e. Type de sel d’iodonium

Dans les tests précédents, seul le sel d’iodonium A a été utilisé. Les autres iodoniums B, C et D
ont donc été testés dans les conditions d’élution optimales déterminées jusqu’ici. Les cartouches
utilisées ont été reconditionnées aux HCOs3". Les résultats (Figure 31 et Tableau 5) montrent que
~1,7 mg d’iodonium suffit pour éluer 90% de Dactivité piégée sur des cartouches
reconditionnées, peu importe la structure de I’iodonium. Les courbes sur la Figure 31 sont
presque superposées. L’iodonium D semble légérement plus efficace et sera majoritairement
utilisé dans la suite des tests.

Influence du type de sel d'iodonium sur I'élution des *F d'une cartouche de 9 mg avec
100 des solutions de 2,5 mg/ml dans EtOH
O C|‘T1 = —
50 EtDJ\‘@/ \E:I\ ol
2D /©,l\©\
- ledanium O W
ladanium A
E‘{ B D‘”
3 NC |
3 50 U \©\
o lodzniurm C
0
Cfl
: 1
- lodonium B
o
o o2 0.4 0,6 0E 1 1,2 1.8 156
Volume d'alution | mil]

Figure 31 - Résultats des tests d’élution des fluorures avec des iodoniums différents (A, B, C et D) en solution de 2,5 mg/ml
dans EtOH 100%. L’iodonium D est le plus efficace, il élue la plus grande quantité de fluorures avec un faible volume
(<700 pl). (n=1)

Volume nécessaire Masse d'iedonium

d'io::rllium pour éluer 90% de  nécessaire pour éluer
|'activité 90% de I'activité
A 1ml 1,7 mg
B 0,7 mi 1,8 mg
C 0,73 ml 1,8 mg
D 0,65 ml 1,6 mg
Tableau 5 - Influence de la nature du sel d’iodonium sur I’élution. L'iodonium D est le plus efficace pour éluer 90% de
I"activité.

La structure de I’iodonium n’influence donc que trés peu I’élution.
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11.4.1. Conclusion des tests d’¢lution

La méthode d’¢lution développée ici est flexible. Ni la structure de 1’iodonium, ni les proportions
en EtOH/DMSO ou EtOH/DMF, ni le sens d’élution n’ont d’impact particulier. Les seuls
parametres influents sont la concentration en sel d’iodonium et la quantité de phase contenue
dans la cartouche.

Les conditions optimales d’¢lution appliquées dans la suite des tests sont les suivantes : élution
des [*8F]F piégés sur une cartouche contenant 9 mg de phase par une solution d’iodonium de 2,5
mg/ml dans de ’EtOH 100% (ou un mélange EtOH/DMSO ou EtOH/DMF). Avec 700 pl de
cette solution, 99% des [*8F]F sont élués.

L’ensemble de ces tests prouve qu’un sel d’iodonium seul peut suffire pour obtenir une
élution efficace et qu’il n’est pas nécessaire d’utiliser de sel basique.

I1.5.  Tests de la synthése sur FASTlab™
I1.5.a. Vérification du piégeage et de I’élution en systéme automatisé

Apres avoir déeterminé les conditions optimales d’élution manuellement, celles-Ci ont été vérifiées
sur ’automate FASTlab™. La qualit¢ de piégeage est restée inchangée (=100%, n=23). Le
volume d’éluant a toujours été de 700 pul. Les résultats obtenus (Tableau 6) montrent que 1’élution
est aussi efficace en systeme automatisé que lors des tests manuels puisque dans la majorité des
essais, ’activité récupérée est supérieure a 90%.

lodonium Activité récupérée Nombre de
(700 pl) test (n)
A 99% n=1
(2,5 mg/ml) 91% n=1
. =95% n=11
(2,5 mg/ml) de 90% 4 95% n==6
<80% n=4

Tableau 6 — Résultats d’élution sur automate de synthése. L’activité récupérée varie légérement mais reste dans la plupart
des cas >90%.

Le piégeage et I’élution peuvent donc étre effectués sur FASTIlab™ sans diminuer le
pourcentage d’activité piégée et récupéreée.

11.5.b. Déroulement général d’une synthese

Une fois la qualité du piégeage et de 1’élution assurée, des synthéses complétes ont été effectuées
sur FASTIab™ avec des kits assemblés spécifiquement pour le marquage d’iodoniums. La rampe
de vanne, le squelette du kit (représenté sur la Figure 32), reste semblable a celui d’une cassette
de FDGcitrate mais les éléments assemblés (flacons de réactifs, cartouches, tuyaux, etc.) sont
modifiés pour répondre aux besoins de la synthése. Le type de cassette utilisé dans ce mémoire
est illustré en Figure 32 :

1 - flacon d’éluant, 2 - cartouche pour piéger les [*®F]F", 3 - cone de récupération des [*8F]F, 4 —
réacteur, 5 - flacon contenant le solvant de marquage (absent dans certaines séquences), 6 - flacon
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d’EtOH, 7 - pointe pour percer la poche d’eau, 8 - tuyau amenant au flacon de récupération du
produit final, 9 - tuyau amenant au flacon de récupération du flux de N2 lors du marquage, 10 -
tuyau amenant au flacon de récupération des condensats d’évaporation, 11 - bouteille de
récupération de I’eau enrichie.

Le programme « FASTIlab » (Figure 33) permet d’écrire des séquences pour 1’automate. Ces
séquences sont des suites d’étapes qui permettent d’actionner des vannes, des pousse-Seringues,
de contréler la température du four, etc.

Figure 32 — Représentation du contenu d’une cassette.

i

OO0 ZeXeX

kit mmn -=
DHI0I0GI00000I0000 -200 —
“Tracors i

F Cassete HF Cassette  Press. Reservoir  Vac. Res.. Vacuum 180-w.. Activity Inlet Casset. Waste..
o

\

Message

il »

Flushing the manifold
Flushing the manifold
Flushing the manifld
Flushing the manifold
Flushing the manifold
Flushing the manifold
Flushing the manifold

W\AMLHI-MN_A%
_._.m_._._.m_.i
SEEEEEoHgT

Lf
0
0
0
0
0
0
0
0

annna0no0g

ggegeges
SO 000000 0s

0
1
1
1
1
1
1
1

ccoocoooao
cocoooooo
T

Figuré 33~ Interface du prag ramme « FASTIab » q;ﬁ pernnlet d’écrire les séque;lces (ﬂlui contrdlent les nétapes effectuées
par le FASTlab™.,

~



35

Aprés chaque synthese, les solutions de produit final ont été récupérées dans un flacon et
I’activité présente a été mesurée dans une chambre d’ionisation (décrite section V.1.). La pureté
radiochimique (%RCP) (notée %RCP = quantité en % de produit marqué par rapport a la quantité
de [*8F]F libre en solution) a été déterminée grace a un scanner de CCM (décrit section V.1.). La
quantification de la conversion a permis de déterminer le rendement de la réaction qui correspond
au rendement corrigé par rapport a la décroissance (%RCY) du éF.

In2
— -(G10)At
Acorrigée - Amesuréee 110

Acorrigée (produit final)

%RCY = . (%RCP)

Adépart
Pour vérifier que toute la radioactivité introduite dans 1’automate a bien été récupérée, le bilan
d’activité a également été calculé. Déterminer un bilan d’activité consiste a mesurer 1’activité
résiduelle dans chaque élément (produit final, cartouche, tuyaux, réacteur, déchets, etc.) et a
comparer la somme de ces activités a I’activité totale mise en ceuvre.

Avant d’effectuer les tests de marquage, des tests a froid (sans radioactivité et souvent sans
réactif) sont a chaque fois réalisés sur le FASTlab™ pour vérifier que la séquence se déroule
comme prévu. Les probléemes les plus récurrents a identifier lors des tests a froid sont des
problémes de pression, de retour de liquide, de réactif mal prélevé, etc.

Toutes les séquences écrites et testées pour cette synthese suivent le méme schéma. Un exemple
donné en annexe (section VI.1.) permet d’illustrer chaque groupe d’étapes:

e FEtapes préliminaires de préparation du kit de synthése.

e Réception de la radioactivité et piégeage sur la cartouche.

e Elution des [®F]F par une solution d’iodonium jusque dans le réacteur dans les
conditions optimales déterminées précédemment.

e Evaporation de ’EtOH par chauffage du réacteur dans le four.

e Marquage en présence d’un solvant aprotique (DMSO ou DMF).

e Arrét de la réaction avec de I’eau et récupération du produit final dans un flacon. Aprés
I’¢élution c’est donc 1’étape d’évaporation de I’EtOH qui a été optimisée.

11.5.c. Optimisation de I’étape d’évaporation

Cette étape est cruciale pour la synthése. Aprés 1’élution, les [®F]F et I’iodonium se trouvent
dans un mélange EtOH/DMSO (ou EtOH/DMF) contenu dans le réacteur. Pour que la réaction ait
lieu, I’EtOH doit étre évaporé. Deux mécanismes d’évaporation ont donc été testés et la quantité
d’EtOH résiduelle dans les solutions résultantes a été analysée par chromatographie gazeuse afin
de comparer leur efficacité.

Le premier meécanisme d’évaporation est dit « dynamique » (Figure 34). Dans ce systeme, un flux
continu d’azote est injecté dans le réacteur pour entrainer les vapeurs d’EtOH vers un flacon de
récupération dans lequel elles peuvent se recondenser.
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N, + EtOH

\% lodonium + ['8F]-F-
EtOH/DMSO ou EtOH/DMF
Figure 34 — Systéme d’évaporation dynamique de ’EtOH gréce a un flux continu d’azote dans le réacteur.

Le deuxiéme mécanisme d’évaporation est 1’évaporation en systéme «semi-fermé » ou le
réacteur reste fermé pendant les quelques minutes de chauffage. La seringue n°3 (a droite sur
Figure 35) préléve cycliquement la phase vapeur qui se trouve dans le réacteur et 1’injecte dans
un flacon de récupération. Ces cycles de prélevement sont répétés jusqu'a évaporation suffisante
’EtOH. Chun et al. ont reporté avoir obtenu 80% RCY en présence de 2500 ppm d’eau 1. Un
flacon extérieur est utilisé pour récupérer les condensats d’évaporation rejetés par la seringue n°3
en évaporation « semi-fermée ».
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Figure 35 — Cycle d’évaporation en systeme fermé, chemin de I’EtOH évaporé représenté par les fleches rouges. La seringue
préleve les vapeurs d’EtOH (a gauche) et les rejette par le tuyau voisin dans un flacon de récupération (a droite). Ce cycle est
répété 4 fois en 6 minutes dans la séquence optimisée.

Les échantillons produits par les deux types d’évaporation (4 min a 110°C) ont été récupérés en
fin de synthése a froid et leur teneur en EtOH a été analysée par chromatographie gazeuse
(Tableau 7). Des standards de mélange EtOH/DMSO ou EtOH/DMF (500, 5 000 et 50 000 ppm)
ont d’abord été injectés pour tracer une courbe de calibration (voir section V.2.d.). La quantité
d’EtOH restant dans les échantillons a été calculée gréce a cette courbe de calibration.
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EtOH récupére aprés évaporation
Masse d'EtOH de départ : 553 mg / 700 pl

T d'é ti Dans le fl d
ype c'evaparation Dans le flacon du produit final s 1€ a:::on == )
condensats d'évaporation

Masse/volume %m Masse (mg) S%m
Dynamigue 200 mg / 4 ml 36% N/A N/A
Semi-fermée 110°C del1,2385mg/f4ml de0,231,5% 214mg/2ml 39%
Semi-fermée 90°C 11 mg/5ml 2% 43mg/5ml 8%

Tableau 7 — Comparaison des systémes d’évaporation dynamique (n=1), semi-fermé a 110°C (n=2) et &4 90°C (n=1). Départ
de 553 mg d’EtOH avant évaporation. L’évaporation en systéme semi-fermé & 110°C est plus efficace.

Le systéme d’évaporation le plus efficace semble étre 1’évaporation en systéme semi-fermé a
110°C. Méme si il reste autant d’EtOH dans le flacon de produit final avec le systéme équivalent
a 90°C, la faible quantit¢ d’EtOH récupérée dans les condensats d’évaporation montre qu’il en
reste bien plus dans le réacteur qu’a 110°C.

Cependant, un pourcentage non négligeable d’EtOH n’est récupéré dans aucun flacon. En
systeme semi-fermé a 110°C, il manque environ 60% d’EtOH. Une explication logique est qu’un
systéme de remise a 1’air avait été installé sur les flacons. Les vapeurs d’EtOH n’ont certainement
pas eu le temps de se recondenser totalement, entrainant une perte significative. Les volumes
morts des ¢éléments intervenant dans 1’évaporation sont également responsables d’une part de
cette perte. En considérant que tout I’EtOH perdu s’est évaporé par la remise a I’air ou a €té
perdu dans les volumes morts, il est possible d’approximer qu’il reste entre 1,2 et 8,5 mg d’EtOH
dans les 350 ul de solvant aprotique lors du marquage. Ceci correspond a un pourcentage en
masse de 0,4% a 3%. Pour s’assurer d’¢éliminer un maximum d’EtOH, un cycle de prélévement
supplémentaire a été ajouté, augmentant la durée d’évaporation a 6 minutes.

Malgré une température d’ébullition de 153°C, le DMF s’est aussi partiellement évaporé : 68 pl
seulement restent dans le flacon du produit final sur les 350 pl mis dans le réacteur en début de
synthése. Une séquence avec un plus grand volume de solvant a été testée (voir section 11.5.d.1.)
pour Vvérifier que cette perte de DMF ne géne pas le marquage.

Suite a ces analyses, les conditions d’évaporation de ’EtOH ont été fixées a 110°C pendant
6 minutes en systeme semi-fermé.

11.5.d. Tests de marquage

Les 5 étapes d’une séquence pour les tests de marquage sont représentées en Figure 36. Sauf si
mentionné, 350 pl du solvant aprotique ont toujours été ajoutés en début de synthese dans le
réacteur (étape 1). L’¢élution a ensuite ajouté de I’EtOH et les [®F]F dans le réacteur (étape 2).
L’EtOH a éte evaporé selon les conditions décrites dans la section précédente (étape 3). Une fois
’EtOH évaporé, il ne reste dans le réacteur que les [*®F]F et ’iodonium dans le solvant aprotique
(DMF ou DMSOQ). Pour évacuer les derniéres traces d’EtOH encore présentes dans le réacteur, un
flux de N2 a été passé au travers du réacteur comme lors de 1’évaporation dynamique (étape 4).
Ce flux dirigé vers un troisieme flacon de recupération a permis de récupérer les condensats des
vapeurs emportées. De 1’eau a finalement servi a arréter la réaction et a récupérer le produit final
(étape 5).
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1 2 3 4 5
NI o0 do jdonium + [7FF
DMSO dans 700 ul E{OH A eau
waparation
de IEtOH Ma M2+ EICH
|
350 ul de ladonium + [12F]F ladonium + [*5F]F produil marqué + seus-preduits
DMF ou EYOHOMSO ou EXOHOMF | DMF ou DMSO (restes d510H) OMF ou DMSD
de DMSO
{2:1) 110°C, & min a
Figure 36 — 5 étapes des séquences testées.
11.5.d.i Détermination de la température de marquage

Le premier test a été effectué sur une séquence avec un marquage a la méme température que
I’évaporation (110°C). Les résultats sont présentés dans 1’entrée 1 du Tableau 8. Dans ce tableau,
la pureté radiochimique du produit final est indiquée (%RCP) ainsi que le pourcentage d’activité
récupérée dans le flacon par rapport a Dactivité de départ (%activité récuperée).
Malheureusement a cette température, aucun produit marqué ne fut obtenu (0% RCY). La
température a donc été augmentée a 150°C afin d’accélérer la vitesse de la réaction (entrée 2 du
Tableau 8). De nouveau, aucun produit n’a été détecté. Cependant la solution obtenue a 150°C
était de couleur jaune vive alors que celle obtenue a 110°C était incolore.

Dans le flacon du

Eluant {700pl) o
Solvant d Bll
Entrée vant de produit final S%RCY an !
marguage o activité d'activité
Précurseur solvant %RCP . L.
récupéré

1 | iodoniumD(2,5mg/ml) EtOH  DMF(350pl) 0,0% 51,7%(4ml} 0,0% B82,7%
2  iodoniumD(2,5mg/ml) EtOH  DMF(350pl) 0,1% 34,9% (4ml) 00% 90,1%
Tableau 8 — Conditions de synthése des sequences testées (n=1) avec un marquage a 110°C (1) et 150°C (2).

Déja en 1937, Sandin et al. avaient étudié la décomposition de sels d’iodonium et avaient observé
une couleur jaune due a la présence d’iode aprés décomposition du sel 1. La résistance a la
température de 1’iodonium utilisé a donc été évaluée en le chauffant dans un mélange
EtOH/DMSO jusqu’a 180°C. La méme couleur jaune apparut a partir de 110°C et fut de plus en
plus intense jusqu’a 180°C (Figure 37). A titre de comparaison, un mélange témoin
d’EtOH/DMSO sans iodonium a été chauffé a 180°C et celui-ci n’a pas changé de couleur. La
coloration jaune est donc bien due a la dégradation de I’iodonium.

Figure 37 — (Gauche) Couleur de la solution d’iodonium A dans un mélange EtOH/DMSO chauffé jusqu’a 180°C. (Droite)
Couleur du mélange EtOH/DMSO chauffé jusqu’a 180°C sans iodonium.
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Pour ne pas dégrader le précurseur de facon trop importante, lors les marquages suivants la
température a été fixée a 130°C tout en conservant une température d’évaporation de 110°C.

Pour s’assurer que le produit marqué ne se dégradait pas sur la plaque de CCM, ce qui aurait pu
expliquer I’absence de détection de conversion, celui-ci a été élué sur une plaque de CCM 2D. La
référence froide (avec du °F) du produit résultant du marquage de I’iodonium A (du 4-
fluorobenzonitrile) a été éluée sur une plague dans un premier sens (Migration 1) puis dans un
deuxiéme sens perpendiculaire au premier (Migration 2) (Figure 38). La tache a migré avec le
méme facteur de rétention (Rf) dans les deux dimensions et aucune autre tache n’est apparue, ce
qui prouve que le composé ne s’est pas dégradé sur la plaque.

. Migration 2 ° Migration 2 ®
o =
2 2 o
Bb - Pasde i)
= dégradation =B
L dégradation
___. ____________________ . _________________

Figure 38 — CCM 2D du 4-fluorobenzonitrile. Eluant : CH2Cl2/MeOH (9:1). (Gauche) Aucune autre tache n’est apparue,
le composé ne s’est donc pas dégradé au cours de la migration. (Droite) Situation théorique de la dégradation du composé
en 2 autres molécules.

Les premiers résultats concluants ont été obtenus avec un marquage a 130°C (entrées 3 et 4 du
Tableau 9). 2,3% RCY avec I’iodonium A et 2,4% RCY avec I’iodonium D. Ces rendements
faibles sont tout de méme encourageants car ils permettent de démontrer la faisabilité d’un
marquage avec une faible quantité de précurseur (2,5 mg/ml, 700 ul) sans base (K2COs) ni agent
de transfert de phase (K222). Ces rendements n’ont malheureusement pas pu étre améliorés avec
une augmentation du temps d’évaporation (15min) et de marquage (15 min) (respectivement
entrées 5 et 6) ni en utilisant deux fois plus de précurseur, (entrée 7). L’utilisation d’un plus grand
volume de solvant aprotique pour compenser ses pertes par évaporation comme expliqué section
[1.5.c. n’ont pas non plus aidé a augmenter le rendement (entrée 8)

Dans le flacon du

Eluant (700pl
. (700ul) Solvant de produit final Bllan
Entrée %RCY
) marquage B activité d'activité
Précurseur solvant %RCP . .
récupéré

3 iodonium A (2,5mg/ml) EtOH = DMF(350pul) 51% 457%(4ml) 23% 757%
4 | iodoniumD(2,5mg/ml) EtOH = DMF(350pl)  7,0% 34,5%(4ml) 24% 72,3%
5 | iodoniumD(2,5mg/ml) EtOH = DMF(350pl)  1,3% 382%(4ml) 0,5% 652%
6 | iodoniumD(2,5mg/ml) EtOH @ DMF(350ul) 0,0% 558%(4ml) 00% 82,7%
7 iodonium D (5 mg/ml) EtOH @ DMF(350pl)  1,4% 33,8%(4ml) 0,5% 76,3%
8 iodonium D (2,5 mg/ml)  EtOH DMF (800 pl)  2,0% 376%(4ml) 08% 79,3%
Tableau 9 - Conditions de synthése des séquences testées (n=1) avec un marquage a 130°C et en changeant plusieurs

paramétres : le type de sel d’iodonium (3 et 4), le temps d’évaporation (5), de marquage (6), la quantité de précurseur (7)
et la quantité de solvant (8).

Jusqu’a présent les meilleurs résultats ont été obtenus avec un marquage de 10 minutes a
130°C avec I’iodonium D (2,5 mg/ml).
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11.5.d.ii Investigation sur les volatils créés par la synthése

Dans toutes les synthéses réalisées jusqu’ici, le bilan d’activité est trop faible (78% en moyenne),
indiquant qu’une part non négligeable de 1’activité utilisée dans la synthése n’a pas été récupérée
et n’est pas non plus restée sur le kit de synthése (les éléments de la cassette ont tous éte
mesurés). Une explication possible est qu’un sous-produit formé suite au marquage de
I’iodonium est volatil et s’échappe du milieu réactionnel lorsque le flux de N2 est envoyé au
travers du réacteur lors du marquage. Les derniers tests cités impliquant 1’iodonium D ont été
réalisés dans une cellule blindée au plomb munie d’un détecteur d’activité interne. Au-dela de
100 puSv/h d’activité ambiante dans la cellule, une alarme se déclenche. Or, elle s’est déclenchée
systématiquement apreés 1’étape de marquage, indiquant qu’une partie de la radioactivité avait été
libérée dans la cellule, confirmant la théorie du produit volatil.

La synthese a été reproduite en installant une baudruche, un sac hermétiquement fermé relié a
toutes les sorties possibles de 1’automate (Figure 39). La baudruche a été reliée a la remise a ’air
de chaque flacon de récupération (celui de 1’évaporation, celui du marquage et celui du produit
final) et a la sortie des gaz a I’arriere du FASTlab™.

28

Figure 39 — Installation pour récupérer I’'ensemble des gaz sortant du FASTlab™ lors d’une synthése.

Les dimensions de la baudruche n’ont pas permis de mesurer la radioactivité qu’elle contenait
dans la chambre d’ionisation. Cependant, les compteurs Geiger nous ont permis de détecter la
présence de gaz radioactifs a I’intérieur de la baudruche sans pouvoir les quantifier.

Pourtant, 1’éthyle-3-['F]fluorobenzoate (a gauche sur Figure 40), produit du marquage de
I’iodonium D, a un point d’ébullition de 207°C %81 et le 4-[*®F]fluorobenzonitrile (& droite sur
Figure 40), produit du marquage de I’iodonium A, a un point d’ébullition de 188°C [, Un
produit secondaire volatil est donc probablement responsable de la perte de radioactivite.

O
18F 18F
o o
NC

Figure 40 — éthyle-3-['8F]fluorobenzoate (gauche) et le 4-[*8F]fluorobenzonitrile
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Pour résoudre ce probléme, le flux de N a été supprimé de la séquence et les étapes de marquage
ont eté reécrites pour se derouler en systéme totalement fermé. Pendant les 10 minutes de
chauffage a 130°C, le réacteur est hermétiquement fermé. La quantit¢ d’EtOH de départ a
également été réduite en remplacant le solvant éluant (EtOH 100%) par un mélange EtOH/DMF
(2:1). De cette facon, le volume d’évaporation et le risque d’emporter la radioactivitée supportée
par le 18F est réduit. Le solvant de marquage n’est donc pas ajouté dans le réacteur en début de
synthése mais fait partie de 1’¢luant.

La synthése a donc été de nouveau exécutée avec ces modifications (entrée 9 Tableau 10) et
I’objectif du test fut atteint puisque le bilan d’activité obtenu cette fois-ci fut de 100%.
Néanmoins, cette séquence ne fut pas si fructueuse en termes de marquage étant donné les
rendements de réaction toujours inférieurs a 1%.

Dans le flacon du

Eluant (700pul) -
— Solvant de produit final Bllan
ntrée
5 marquage Yeactivité d'activité
Précurseur solvant Y%RCP B L.
récupéré
9 | iodonium D (2,5 mg/ml) EtOH/DMF 2:1 DMF 2,0% 40,7% (6ml) 0,8% 100,0%

Tableau 10 - Conditions de synthese de la séquences testée pour éviter les pertes de volatils (n=1).

Le marquage en systéme fermé permet de récupérer un bilan d’activité de 100% en
limitant le rejet de composés volatils.

11.5.d.iii Synthese semi-manuelle et en conditions non vertes

Pour vérifier que les difficultés a obtenir de bons rendements n’étaient pas liées a
I’automatisation sur FASTIab™, souvent réservée aux séquences déja optimisées, la synthese a
été réalisée en grande partie a la main. L’inconvénient des synthéses manuelles est que
I’opérateur est exposé plus longtemps a la radioactivité. Cependant, elles présentent, entre autres,
I’avantage de ne pas souffrir de pertes de produit dues aux volumes morts plus importants dans
un automate. Un autre avantage est de pouvoir mesurer 1’activité a tout moment durant le
déroulement de la synthése afin de suivre la réaction de maniere directe, ce qui est bien plus
délicat dans un automate programmeé pour enchainer les étapes de maniére continue. Ce test a
donc permis d’effectuer le marquage en connaissant exactement 1’activité que le réacteur
contenait avant de démarrer I’évaporation.

Comme lors des tests d’élution, 1’activité de départ (=5 mCi) a été piégée sur une cartouche
contenant 9 mg de phase et éluée manuellement jusque dans un réacteur avec 700 pl d’une
solution d’iodonium D (2,5 mg/ml) dans I’EtOH. Ce réacteur a alors été placé dans un
FASTIlab™ pour évaporer I’EtOH selon le systéme d’évaporation optimisé et pour chauffer le
réacteur a 130°C pour le marquage. Les résultats de ce test (entrée 10 du Tableaux 11) ont permis
de demontrer que les faibles rendements n’étaient pas dus a une perte d’activité dans 1’automate
et que le probléme découlait d’un autre parametre de la synthése.
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Dans le flacon du

Eluant {700pl
o (700u1) Solvant de produit final Bllan
ntrée
marguage o activité d'activite
Précurseur solvant %RCP ) ..
FECUpEré
10 | iodonium D (2,5 mg/ml) EtOH DMF 0,3% 36,8% (4ml) 0,1% 83,1%

Tableau 11 - Conditions de synthese des séquences testées en partie a la main.

Plusieurs synthéses en conditions du méme type que les conditions du FDG ou avec du TEMPO,
ont alors été testées dans le but de verifier que les rendements de synthése obtenus dans ces
conditions correspondent & ceux répertoriés dans la littérature. La séquence sur FASTlab™ a
donc été totalement retravaillée pour correspondre a ces conditions (entrée 11, 12, 13 du Tableau
12). Dans ces 3 séquences, 1’¢éluant est une solution de K>COsz et de K2 dans un mélange
ACN/eau 8:2. Aprés élution de ’activité jusque dans le réacteur et évaporation de 1’eau (10 min a
105 et 120°C), le précurseur en solution dans le DMF est ajouté a son tour. Le réacteur est alors
chauffé 5 minutes & 120°C.

. . . Solvant de CCM Bilan
Entrée Précurseur Eluant (750 pl) e %RCY .
marguage Produit final d'activité
%RCP Seactivite
11 | iodonium D (2,5 mg/ml) K;C03, K325 (ACN/eau 8:2) DMF (350 pl) 1,0% B86,3%(4ml) 09% 99,8%
12 iodonium D (15 mg/ml) K;CO;, K355 (ACN/eau 8:2) DMF (350 pl) 18,3% 82,3% (4ml) 15,0% 100,0%

13 | iodonium D (15 mg/ml} K,COs, Kaza, 2 €q. TEMPO (ACN/eau 8:2)  DMF (350 pl) 38,3% 68,6% (4ml) 27,0% 98,0%

Tableau 12 - Conditions de synthése moins vertes. Eluant : K.COs (9,5 mg/ml) et K222 (53 mg/ml) dans ACN/eau (8:2). 2
équivalents de TEMPO ont été ajoutés pour le dernier test (13).

Le paramétre modifié d’une synthése a I’autre a été la quantité de précurseur intervenant dans la
réaction. 2,5 mg/ml était la concentration optimale choisie pour éluer les fluorures de la cartouche
et, dans tous les tests qui ont précédé, I’élution s’est déroulée comme prévu. A 1’évidence, cette
faible concentration n’est pas suffisante pour marquer I’iodonium D convenablement. En passant
simplement de 2,5 & 15 mg/ml, le rendement passe de moins de 1% & 15%. La quantité de
précurseur est donc un facteur déterminant pour le succes du marquage et a été fxée a 15 mg/mi
pour la suite des expériences. Le dernier test (entrée 13) a démontré que I’utilisation du TEMPO,
inhibiteur de radicaux libres, permettait presque de doubler le rendement. Cependant, le TEMPO
est un composé trop toxique que pour pouvoir étre compatible avec les objectifs de ce travail.

Les faibles rendements ne sont pas liés a I’utilisation du FASTlab™ mais sont dus & une
guantité de précurseur trop faible. La concentration en précurseur a été augmentée a 15
mg/ml.

11.5.d.iv Synthéses en augmentant la quantité de précurseur

Ces informations ont encourage a recommencer les tests de sequences plus «vertes» en
augmentant simplement la quantité de précurseur utilisée au départ. Pour les séquences du
Tableau 13, le solvant aprotique n’a pas été ajouté en déebut de synthése dans le réacteur mais fait
partie de la solution éluante. Les entrées 14 et 15 ont été répétées (avec un flux de Nz lors de
I’étape de marquage) pour évaluer la reproductibilité de la méthode. Dans la séquence de I’entrée
16, le DMF a été remplacé par du DMSO pour tester sa capacité a servir de solvant de marquage.
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L’entrée 17 est la méme séquence que les précédentes avec 1’étape de marquage en systeme
fermé qui permet d’augmenter le bilan d’activité.

Entrée

14

16
17

Dans le flacon du

Eluant (700ul)
Solvant de produit final s%RCY Bllan
) marguage Seactivite d'activité
Précurseur solvant SRCP . L.
récupére

iodonium D (15mg/ml)  EtOH/DMF2:1  DMF (233 pl) 29,4% 26,2% (6ml) 7,7%  59,0%
iodonium D (15mg/ml)  EtOH/DMF2:1  DMF (233 pl) 3,0% 29,7% (6ml) 0,9% 67,9%
iodonium D (15mg/ml)  EtOH/DMSO 2:1 DMSO (233 pl) 3,6% 61,3% (6ml) 2,2%  88,4%
iodonium D (15mg/ml)  EtOH/DMF2:1  DMF (233 pl) 2,5% 67,2% (6ml) 1,6%  90,0%

Tableau 33 - Conditions de synthese des séquences testées avec 15 mg/ml de précurseur.

Bien que non reproductibles, ces résultats sont intéressants. Ils prouvent qu’un marquage
d’un cycle aromatique au ®F 2 partir de sel d’iodonium peut se dérouler en I’absence de
base, d’agent de transfert de phase et d’inhibiteur de radicaux dans des solvants
relativement peu toxiques (le DMSO semble convenir tout aussi bien que le DMF) avec des
rendements qui peuvent aller jusqu’a 7,7%.

I1.5.e.

Conclusion des tests de marquage

La synthése d’un composé aromatique marqué au *°F a partir d’un sel d’iodonium a été réalisée
en chimie verte. Les étapes de la synthése qui a donné les meilleurs résultats sont les suivantes :

Etapes préliminaires de préparation du kit de synthése. (étapes 1 & 17 section
VI.1)

Transfert de Dactivité : Le [®F]F est prélevé depuis un flacon ou transféré
directement du cyclotron a la plateforme FASTlab™. (étape 18 section VI.1.)
Piégeage de Pactivité et élution dans le réacteur : Le [*8F]F est fixé sur une
cartouche contenant 9 mg de phase qui est rincée avec de I’EtOH. Les fluorures
sont élués jusque dans un réacteur par une solution de sel d’iodonium ou
d’ammonium (15 mg/ml, 700 ul) dans un mélange EtOH/DMSO (2:1). (étapes 19
a 61 section VI.1.)

Evaporation : Le réacteur placé dans un four est chauffé 6 min & 110°C pour
évaporer I’EtOH. L’évaporation de 6 min comprend 4 cycles lors desquels une
seringue vient prélever les vapeurs d’EtOH pour les extraire du milieu réactionnel.
(étapes 62 a 95 section VI.1.)

Marquage : Le réacteur est chauffé 10 min a 130°C pour effectuer le marquage. Il
est ensuite laissé a refroidir pendant 100 s. (étapes 96 a 97 section VI.1.)
Récupération du produit marqué : De I’eau est injectée dans le réacteur pour
arréter la réaction et récupérer le produit marqué en solution. (étapes 98 a 125
section VI.1.)
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11.6.  Un autre type de précurseur : un ammonium quaternaire

A titre de comparaison, un autre précurseur, plus facile & marquer que les iodoniums, a été
considéré 1. Les ammoniums quaternaires permettent également de marquer des cycles
aromatiques mais, contrairement aux iodoniums, ceux-ci ne peuvent marquer que les cycles
pauvres en électrons. Un ammonium en particulier, le 4-formyl-N,N,N-triméthylbenzene
ammonium (Figure 41), a tout de méme été testé pour évaluer son efficacité en tant que
précurseur dans des conditions plus vertes qu’en marquage conventionnel.
L
N~
Figure 41 - 4-formyl-N,N,N-triméthylbenzene ammonium

Quatre syntheses ont été reéalisées avec les séquences écrites pour I’iodonium avec des
concentrations en ammonium quaternaire de 2,5 et 15 mg/ml. Les syntheses avec 15 mg/ml ont
été testées a un autre niveau d’activité (*20mCi contre ~<5mCi dans tous les autres tests). Dans

toutes ces séquences, le solvant aprotique a fait partie de I’¢luant et n’a donc pas été ajouté dans
le réacteur en début de syntheése.

Dans le flacon du

Eluant {700pul
. (7004l) Solvant de produit final Bllan
Entrée % s
marguage W activité d'activité
Précurseur solvant % . L.
récupérée

18 = Ammonium (2,5mg/ml)  EtOH/DMF2:1  DMF (233 pl) 57,0% 48% (4ml) 27,0% 72,0%
19 = Ammonium (15mg/ml)  EtOH/DMF2:1  DMF (233 pl) 87,0% 64,2% (6ml) 559% 95,0%
20 Ammonium (15mg/ml)  EtOH/DMF2:1  DMF (233 pl) 88,0% 58% (6ml) 50,6% 88,4%
21 Ammonium (15mg/ml)  EtOH/DMSO 2:1 DMSO (233 pl) 86,0% 67% (6ml) 57,7% 94,4%

Tableau 44 - Conditions de synthése des séquences testées avec I’ammonium quaternaire.

Dans les 3 sequences a 15 mg/ml (entrées 19, 20, 21 du Tableau 14), I’ammonium quaternaire a
élué plus de 98% des fluorures. Dans la séquence a 2,5 mg/ml (entrée 18), 90% des fluorures ont
pu étre ¢lués. L’ammonium quaternaire utilisé est donc tout aussi efficace en termes d’élution.

Déja avec une concentration de 2,5 mg/ml, les rendements sont nettement supérieurs a ceux
obtenus avec les sels d’iodonium dans les mémes conditions (entrée 18). La séquence avec 15
mg/ml a été répétée pour tester sa reproductibilité et, une fois encore, les résultats sont meilleurs
avec cet ammonium quaternaire (entrées 19, 20). De plus, la synthése semble plus reproductible
(bien que 2 tests soient insuffisants pour se prononcer sur la reproductibilité). Dans la derniére
synthese (entrée 21), le DMF a été remplacé par du DMSO pour confirmer les observations faites
précédemment avec le sel d’iodonium. Le rendement corrigé qui atteint presque 60% confirme
effectivement que le DMSO peut tout a fait convenir comme remplacant du DMF en tant que
solvant de marquage.

Le 4-formyl-N,N,N-triméthylbenzéne ammonium a été utilisé pour marquer du
benzaldehyde au 8F dans des conditions vertes avec plus de 50% de rendement corrigé et
de maniére reproductible : 15 mg/ml de précurseur, marquage a 130°C dans du DMSO
pendant 10 minutes.
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1. Conclusions et perspectives

I11.1. Précurseurs iodoniums

Les quatre premiers objectifs ont été atteints :

1 - Obtenir les sels d’iodoniums a marquer, 2 — Choisir un (des) solvant(s) pour réaliser la
synthése, 3 — Optimiser le piégeage et I’élution des [*®F]F piégés sur une cartouche, 4 —
Optimiser I’évaporation.

Ce travail prouve la faisabilit¢ du marquage d’un cycle aromatique au ®F & partir d’un sel
d’iodonium par un procédé moins toxique que les conditions de synthése actuelles (Tableau 15).
Les résultats démontrent que le sel d’iodonium est capable de servir d’éluant des fluorures et de
précurseur pour le marquage permettant de se passer de base et d’agent de transfert de phase. Les
informations quant aux conditions de marquage récoltées jusqu’ici seront utiles pour développer
la suite de la recherche.

Conditions habituelles du marquage de sels d'iodonium Conditions plus vertes

Composé éluant K,COj; (hydrolyse de certaines — Composé éluant Sel d'iodonium

fonctions organiques sensibles)
Elution Agent de transfert de phase Ky, (toxique) —  Agent de transfert de phase Aucun car pas de K~ en solution

Solvant Melange ACN/eau (ACN solvant de — Solvant Melange EtOH/DMSO (ou DMF)
classe 2) (solvants de classe 3)

Précurseur Sel d'iodonium — Précurseur Sel d'iodonium

Marquage Additif TEMPO ou catalyseur métallique — Additif Aucun

(toxiques)

Solvant DMF — Solvant DMSO (ou DMF)

Tableau 15 — Améliorations apportées aux conditions habituelles de marquage des sels d’iodonium suite a ce mémaoire.

Apres I’optimisation du marquage, il faudrait effectuer la séquence a plus haute activité et
injecter le produit final en HPLC couplée a un détecteur UV et a un détecteur radiochimique.
Ceci permettrait d’identifier les composés froids et chauds en solution et de calculer 1’activité
spécifique obtenue. Si les rendements sont assez élevés et permettent de détecter le produit, il
resterait a tester le marquage sur des cycles aromatiques enrichis en électrons.

Enfin, I’aboutissement de la recherche consisterait a réaliser la synthése dans un microréacteur.
Cette adaptation permettrait entre autres de maintenir une température plus homogene dans le
milieu réactionnel et donc de travailler a des températures inférieures tant pour 1’évaporation que
le marquage.
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I11.2.  Précurseur ammonium quaternaire

La synthése a partir du précurseur 4-formyl-N,N,N-triméthylbenzéne ammonium a donné des
rendements meilleurs que les sels d’iodonium dans des conditions vertes équivalentes. La
réaction de marquage atteint les 60% de rendement en chauffant simplement le précurseur et les
[*®F]F dans du DMSO (aprés évaporation de I’EtOH). Comme pour les synthéses avec les sels
d’iodonium, ce marquage ne nécessite aucun catalyseur. En conditions classiques, les rendements
de réactions varient généralement entre 70 et 80%.

Ces résultats se montrent particuliérement intéressants pour un type de molécule : les peptides
porteurs d’un motif RGD (arginine-glycine-acide aspartique) (Figure 42).
Acide aspartique

= Q Glycine
O )J\ »
\\‘/\H Arginine

OH HN O HNYNHz
HoN

Figure 42 — Motif RGD (Arginine-Glycine-Acide aspartique). Site reconnu par les récepteurs intégrines (lvB3.

Ce motif est le site d’attache a de nombreux récepteurs comme les intégrines avps. Ces récepteurs
jouent un role important dans les phénomenes d’angiogenése (croissance de nouveaux vaisseaux
sanguins a partir d’autres vaisseaux), phénomene déterminant dans le développement des cellules
cancéreuses [6°1 [70],

La synthése sur automate de traceurs possédant un motif RGD se fait actuellement en plusieurs
étapes nécessitant I’utilisation de 2 cassettes. Dans un premier temps, le groupement prosthétique
porteur du 8F (par exemple [*8F]SFB) est synthétisé et purifié avant d’ajouter la partie peptidique
avec le motif RGD sur I’ester activé du SFB (31% RCY) (Figure 43) ["Y], Le marquage ne pouvait
pas se faire directement sur le cycle porteur de I’ester activé dont les conditions basiques
d’¢élution auraient pu provoquer I’hydrolyse.

0 HO,

/\oﬂ\@ - :\_ 0 HO\;O
- T ]
| g OY\N - ! Acide aspartique
) ., NH H HN_ o
Marquagc\ - ]A‘\C:\j Koz HN(\O/ o;‘N‘EHN_? e
130°C 5 min o HH \ o

o] Hydrolyse Activation

) Arginine
NH 0)\5 {  NH
o~ de I'ester de I'ester PR( D2 Acide aspartique HN—¢
o OHO * 0 \L NH
18F Nd()} 18F 0 N _‘J\' W /\f‘ 0

N 0 \ ['®FISFB \-{N“H HN \\&
(}

0= H HN-"3g
L L
Glycine ?f’ ‘ NH
' Arginine o
[
HN 18F
\-‘NH}

Ui
HN
Figure 43 — Synthése d’un traceur porteur de 2 motifs RGD a partir de ['8F]SFB (31% RCY). Les acides aminés du RGD sont en
couleur (arginine en bleu, glycine en vert et acide aspartique en mauve).
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Les conditions déterminées dans ce mémoire permettent d’imaginer la syntheése de traceurs
porteurs du peptide RGD sur une seule cassette étant donné 1’absence de base (Figure 44).

HO,
e
OY\N _..\J'II Acide asparlique
o NHH
o9t °
Glycine
HNL O g NCHfo" Y
R
OH \ &}
Q o 0 ° NH \ Arginine
N 9 NH o}\(\) ¢ NH
~0 -OTf [18’:]’:- N‘O PRGD2 Acide asparlique HN—{'
0 d i oHO % 0o AR
|~ EtOH/DMSO 21 1F OQN/\( 0
130°C [8FISFB W HN \\&
o=(_ I HN"So 1
Glycine ?f,r’ NH
J,x Arginine o
18y
HN\YNHE F
H"LJI

Figure 44 - Possibilité de synthése en conditions vertes, sans base. Le marquage peut théoriquement se faire directement sur
I’'ammonium quaternaire du cycle avec porteur de I'ester activé.

Peu de tests ont été effectués sur les ammoniums quaternaires dans ce mémoire. Cependant, les
informations obtenues sont encourageantes. Cette voie théorique de synthese est prometteuse et
devrait faire I’objet d’investigations plus approfondies.
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V. Matériel et méthodes

V.1. Matériel

Les solvants et autres produits chimiques utilisés ont été achetés chez Sigma-Aldrich ou
Merck.

La radioactivité a été fournie par le CRC.

Les FASTIab™ et éléments du kit de synthése ont été fournis par General Electric
Healthcare (Loncin).

Programme pour écrire les séquences : « FASTIlab »

Ce programme permet de déterminer I’ensemble des paramétres de la séquence : 1’ordre
des étapes, leur durée, les éléments du kit qu’elles font intervenir, les conditions de
température et de pression.

Les cartouches ont été achetées chez Waters et ORTG pour les cartouches contenant 9
mg de phase.

LaGCest: GC Varian CP-3800
Auto-Sampler CP-8400
Colonne: OPTIMA®624LB, 30x0.32 mm ID, 1.8 um film
Détecteur : FID
Programme : Galaxie

Le scanner de CCM : AR-2000 Bioscan Eckert & Ziegler
programme : Winscan

Figure 45 — Scanner de CCM AR-2000 Bioscan Eckert & Ziegler

L’éluant utilisé pour la CCM est un mélange CH2Cl2/MeOH (9:1). Une fois la migration
terminée, la plaque est séchée a I’air libre et déposée sur le scanner. Le bras mécanique du
scanner se déplace jusqu’a la plaque et envoie un flux d’argon. Les rayonnements du ®F
ionisent 1’argon et le courant créé par les charges est mesuré. Le chromatogramme donne
la proportion de [*8F]F libre par rapport & la proportion de produit(s) marqué(s).
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e La chambre d’ionisation : VDC 405 Veenstra

Figure 46 — Modeéle de chambre d’ionisation VDC 405 Veenstra

Une chambre d’ionisation fonctionne selon le méme principe que le scanner de CCM. Un
gaz entre 2 électrodes est ionisé par le rayonnement du 8F, le courant généré est mesuré
et traduit en termes de Ci.

e LaRMN : Spectrometre Bruker (400 MHz).
Programme TopSpin. Solvant deutéré : DMSO-d6.
Notations : s = singulet, d = doublet, t = triplet, q = quadruplet, m = multiplet,
dt = doublet de triplet.

V.2. Méthodes
V.2.a. Purification des iodoniums

Différents types de sels d’iodonium (Figure 47) sont utilisés pour les tests d’élution. Ceux-Ci sont
préalablement purifiés pour se débarrasser des impuretés éventuellement accumulées avec le
temps. La purification se fait en 2 étapes: une chromatographie sur colonne suivie d’une
recristallisation.

OTf CN OTf OTf )‘\©/0Tf
lodonium X lodonium A lodonium B lodonium C lodonium D

Figure 47 — Différents types d’iodoniums utilisés pour les tests. lodonium X : phenyl(4-methylphenyl)iodonium, iodonium
A : 4-cyanophenyl(4-methylphenyl)iodonium, iodonium B : 2-cyanophenyl(4-methylphenyl)iodonium, iodonium C: 3-
cyanophenyl(4-methylphenyl)iodonium, iodonium D : (3-ethoxycarbonyl)phenyl(4-methylphenyl)iodonium.
(quantité-volume de solvant) Les cristaux d’iodonium sont d’abord dissouts dans du
dichlorométhane avant d’étre purifiés par chromatographie sur silice (éluant: CH.Cl,/MeOH
9:1). Les fractions qui contiennent 1’iodonium (vérification par CCM) sont rassemblées et le
solvant est évapor¢ a I’évaporateur rotatif. Le produit huileux résultant est repris dans du CH2Cl2
avec quelques gouttes de MeOH. Du diéthyléther est ajouté doucement jusqu’a I’amorcage de la
recristallisation dans un bain a ultrasons. Les cristaux blancs d’iodonium sont filtrés sur Biichner
et conserves dans un dessiccateur sous vide.

Rendements de purification : iodonium X: 92%, iodonium A: 90%, iodonium B: 88%,
iodoniums C : 93%, iodonium D : 94%.



54

Les iodoniums ont été analysés par RMN, les spectres des iodoniums A et D, utilisés pour le
marquage, sont disponibles en section VI.2. :

lodonium A :

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) 5(ppm) 8,39 (dt, 2H), 8,17 (dt, 2H) 8 (dt, 2H), 7,37 (dt, 2H),
2,36 (s, 3H)

RMN %C (101 mHz, DMSO-d6) §(ppm) 1434 — 136,1 — 1359 — 133 — 122,1 — 118 — 115 —
113,7-21,3

lodonium D :

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) 5(ppm) 8,75 (t, 1H), 8,45 (dt, 1H) 8,18 (m, 3H), 7,67 (t, 1H),
7,36 (d, 2H), 4,35 (g, 2H), 2,35 (s, 3H), 1,33 (t, 3H)

RMN 3C (101 mHz, DMSO-d6) 5(ppm) 164,5 — 143,3 — 139,7 — 135,8 — 135,7 — 133 — 132,9 —
132,6 1325 117,5 - 113,7 - 62,2 - 21,4 - 148

V.2.b. Piégeage et élution des fluorures

Chaque test se déroule comme suit (Figure 48):

~5 mCi de ®F dilués dans 2 ml d’eau stérile sont piégés sur une cartouche. Une seringue d’air
aide a pousser I’entiéreté de la solution a travers la cartouche. La phase est ensuite rincée avec 1
ml d’EtOH dans le méme sens que lors du piégeage. Les fluorures sont décrochés de la cartouche
avec 3 ml d’éluant (iodonium dissout dans un solvant organique), toujours dans le méme sens que
le piégeage. L’¢luat est récupéré par fractions de 100 pl dans des eppendorfs différents. L’activité
de chaque élément (seringue, vial de récupération, cartouche, ...) est mesurée et le volume exact
d’¢luat contenu dans les eppendorfs est mesuré par pesée.

["*F]F- dans H,O  Air EtOH lodonium + “OTf
[PFIF+H:0  [FF [P COTf
HCOy H.0 E1OH -
H50 iodonium

Figure 48— Piégeage et élution des fluorures sur une cartouche [72]

V.2.c. Reconditionnement des cartouches

Les cartouches peuvent étre réutilisées pour plusieurs expériences a condition de les
reconditionner préalablement. Le reconditionnement se déroule en passant différentes solutions
au travers de la cartouche dans 1’ordre suivant :
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e 500 pl EtOH

e 1mleau

e 1 ml NaHCOs3 (5 mg/ml)
e 2mleau

Les cartouches sont ensuite séchées par flux de No.

Remargue : La qualité¢ de piégeage n’a pas été affectée par le reconditionnement. Cependant,
I’élution sur les cartouches reconditionnées a donné des résultats moins bons que lors de leurs
premieres utilisations (Figure 26 section I1.4.a). Ce pourcentage ne diminue pas avec le nombre
de réutilisations.

V.2.d. Analyse par chromatographie gazeuse

Des solutions standards de mélange EtOH/DMF de 100, 500, 5000 et 50 000 ppm ont été
préparées et injectées en GC avec la méthode suivante :

Pression : 10 Psi He: 20 ml/min
Injecteur : 200°C Ho: 35 ml/min
Détecteur : 250°C Alir : 360 ml/min
Rapport de split : 10 Flux dans la colonne (He) : 5 ml/min

Gradient de température :  De 50°C (1 min) jusqu’a 150°C a une vitesse de 15°C//min
Et de 150°C (8 min) jusqu’a 250°C (18 min) a une vitesse de
20°C/Imin

Les courbes de calibration obtenues sont les suivantes :

Courbe de calibration EtOH Courbe de calibration DMF

6000000 - 6000000 -
% 5000000 7 5000000
= 2 y =114,53x - 75817
= 4000000 - ¥ =94 39 + 42670 = 4000000 Ri=1
£ R® = 0,9993 =
& 3000000 - & 3000000 -
w E
§ 2000000 4 & 2000000 -
¢ £
£ 1000000 Z 1000000 -

0 . . . . . . 0 . . . . . .
o 10000 20000 30000 40000 50000 80000 0 10000 20000 30000 40000 50000 60000

Concentration ([ppm) Concentration (ppm)

Figure 49 — Courbes de calibration de I'EtOH (a gauche) et du DMF (a droite).

Des échantillons obtenus aprés synthese a froid ont été analysés par GC grace a la méme
méthode. Avant I’injection, les volumes des échantillons ont été égalisés en ajoutant de ’eau
pour pouvoir comparer les résultats. Chaque échantillon a éte injecté trois fois et la moyenne des
résultats a permis de déterminer la quantité de solvant contenue dans le flacon du produit final
ainsi que dans le flacon contenant les condensats d’évaporation (Figure 50 et 51). Les
chromatogrammes ci-dessous sont un exemple des chromatogrammes obtenus suite a la séquence
avec 6 min d’évaporation a 110°C et 10 minutes de marquage a 130°C avec un flux de No.
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o ' DMF

EtOH

ET frmin]
(1] 1 2 E] 4 5 B T a8 a io 1 12 13 14 1E
Figure 50 — Chromatogramme obtenu apreés injection de la solution contenant le produit final.

:ﬂﬁ W LYI0NF _ervap_SA0 DATA,
4 200000
4 D00 D0
2 300000 EtOH
3 600 000/
3 &0 (0
3 200 000
3 000 000
2 B0 000
2 600000
2 400 D00
2 20
2 000 000

1 B0 00
1 400000/

500000 DMF

= R |ma]
[ 1 2 3 4 z 6 H [ 3 1% " 12 13 14 1
Figure 51 - Chromatogramme obtenu apreés injection de la solution contenant les condensats d’évaporation.

Les chromatogrammes montrent qu’une partie de I’EtOH a bien quitté le milieu réactionnel et a
été récupérée dans les condensats d’évaporation.

poasutna SO O
DMF 15 589
- EtOH 107 092

DMF 10567,0

Cette analyse GC a été répétée pour comparer les différents systémes d’évaporation (dynamique,
semi-fermée 110°C et semi-fermée 90°C). Les résultats figurent dans le Tableau 7 section I1.5.c.
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V1. Annexes

VI.1. Séquence

Voici la séquence de 30 minutes qui a donné les meilleurs résultats telle qu’elle est écrite
dans le programme « FASTIlab » :
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VI1.2. Spectres RMN des iodoniums testés pour le marquage

lodonium A

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) 8(ppm) 8,39 (dt, 2H), 8,17 (dt, 2H), 8 (dt, 2H), 7,37 (dt, 2H),
2,36 (s, 3H)

14
= \* 13
TR e S RSN
ERERE
Py 7t 9. {fﬂ\_ k
,;_15 3 10 CH3
N:/ 14
16
64 1,3 eau DMSO
9,13
10,12
— __.‘ l__.'|_,' [_ —J\ N, I )‘\__n__

RMN %C (101 mHz, DMSO-d6) (ppm) 1434 — 136,1 — 1359 — 133 — 122,1 — 118 — 115 —
113,7 - 21,3

6,4 10
9,13 N
B P 13
1,3 T R T Ny TRy,
P N A
_£18 37 10 (';H3
N7 14 14
18
DMSO
TV e ALY — p P T—
8
15
11 5 2

145 140 135 130 25 120 115 110 105 100 95 S0 85 80 75 70 65 L21] 3 50 45 40 35 k) 25 20



Spectre COSY

L1

e

=20

2.5

-3.0

r3.5

8.5

Spectre HS

C

4.5

4.0

a5

30

5

20

T

g

g &2 &%

2

55

5.0

4

40

30

15

20

64



lodonium D
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