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Abréviations utilisées

['|F]FBAz: azoture de [*®F]fluorobenzyle
[*|F]FBBA:N-4 [*®F](fluorobenzyl)-2-bromoactétamide
18 . 118 .

["°F]FBN: [*°F]fluorobenzonitrile

[*®F]FUdR: [*®F]fluoro-2°-desoxyuridine
L-[*®F]fluoroDOPA: L-3,4—dihydroxy-6-[**F]fluorophénylalanine
[*®F]PFH: [*®F]fluorohippurate

[|F]FDG): 2-desoxy-2-[*®F]fluoro-D-glucose
[*®F]: OMFD 3-O-méthyl-6-[*®F]fluoro-I-DOPA
ADN: Acide DésoxyriboNucléique

AIO: All In One

ARN: Acide RiboNucléique

CCM : Chromatographie sur Couche Mince
cGMP: current Good Manufacturing Practice
CRC: Centre de Recherches du Cyclotron

dc: decay corrected

DIB: Diacetoxyiodoarene

DCM: Dichlorométhane

EP: Ether de pétrole

EtOH: Ethanol

FBzCN : p-fluorobenzonitrile

IBzNH : p-fluorobenzylamine

FNHBoc : p-fluorobenzylaminecarbamate
IBzCN : p-iodobenzonitrile

IBzNH : p-iodobenzylamine



INHBocC : p-iodobenzylaminecarbamate

IRM: Imagerie par Résonnance Magnétique (Nucléaire)
LC: Chromatographie Liquide

MBP: Maltose Binding Protein

m-CPBA: Acide méta-chloroperoxybenzoique
MeOH: Méthanol

MM: Masse Moléculaire

n.c.a.: no-carrier-added

ndc: no decay-corrected

NMM: N-methylmorpholine

PVC: PolyVinylChloride

RCY: Radio Chemical Yield

SE: Substitution électrophile

SN: Substitutions nucléophile

t1 - Temps de demi-vie

T: Température

TC: Tomographie Computationnelle

TEP: Tomographie par Emission de Positrons

TFE: TriFluoroEthanol
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Chapitre 1 : Introduction



1. Introduction

1.1. Principe de la Tomographie par Emission de Positrons

La Tomographie par Emission de Positrons (TEP ou PET Positron Emission
Tomography en anglais) est une technique d’imageric médicale développée dans les années
70, utilisant des agents de contrastes radioactifs, émetteurs de positrons (B*, antiparticule de
I’électron) (Schéma 1). Cette réaction consiste en la désintégration d’un proton en excés dans
le noyau, en neutron ce qui génére un B* et un neutrino (v,, particule subatomique neutre dont
la masse est proche de 0).

AyN AyN+1 | 0p+
72X 2 YT BT +ve
Schéma 1: Désintégration radioactive g* [1].

C’est une technique dite « fonctionnelle », ¢’est-a-dire, qu’elle donne des informations
et un suivi visuel de processus biologiques et biochimiques, plutét que de fournir
principalement des informations structurelles comme 1’Imagerie par Résonnance Magnétique
(IRM) ou la Tomographie Computationnelle (TC). Cependant, un couplage entre ces
techniques se révele extrémement utile car cela permet de combiner les avantages des deux
techniques et ainsi d’obtenir une information spatiale des événements biochimiques qui ont
lieu. Le principe général de la méthode consiste & injecter au patient une molécule dont I’un
de ses atomes constitutifs a été remplacé par un atome radioactif, émetteur de positrons.
L’isotope radioactif est ajouté a une molécule, qui interagit in vivo spécifiquement avec une
cible biologique préalablement choisie. Les émetteurs f* couramment utilisés sont le fluor-18
(t2 = 109 minutes), le gallium-68 (ty, = 68 minutes), le carbone-11 (t1> = 20,4 minutes)
I’azote-13 (1 = 10 minutes) et I’oxygene-15 (t1, = 2 minutes) pour leurs rendements de
désintégration B* élevés (supérieur & 90%) [2]. Une fois la molécule injectée au patient, la
distribution de la radioactivité est suivie en temps réel.

In vivo, les positrons parcourent un trajet court, de I’ordre de quelques millimétres, au
vu de leur faible énergie cinétique (634 keV), dans le cas du fluor-18 [2]. Cette propriété
entraine une résolution accrue lors de I’utilisation de cet isotope [1]. Le positron perd toute
son énergie cinétique et se combine avec un électron en produisant, respectivement, deux
photons y de 511 keV émis dans des directions opposées selon le principe de la conservation
de la quantité de mouvement [3]. Les photons émis sont détectés par les détecteurs placés
autour du patient. Une reconstruction, par ordinateur, d’une image tridimensionnelle de la
distribution du composé marqué est possible (Figure 1).
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Figure 1: Principe général du fonctionnement de la TEP [4].

Bien qu’une multitude d’émetteurs de positrons soient disponibles, le fluor-18 est
probablement le plus intéressant. Sa longue durée de vie, comparativement a celle des autres
principaux émetteurs beta, permet d’effectuer des synthéses et des études cliniques
relativement longues, qui ne sont pas possibles avec ces autres émetteurs . De plus, les
radiopharmaceutiques pourront étre acheminés vers des centres d’examens plus ¢loignés des
centres de production. Le temps de vie reste suffisamment court pour ne pas entrainer trop de
nuisances chez le patient. Le fluor frequemment utilisé en pharmacologie car son faible rayon
de Van der Walls, semblable a celui de I’hydrogéne (1,47 A contre 1,2 A), n’entraine pas de
modifications stériques importantes. En revanche, sa forte électronégativité peut induire un
changement des propriétés électroniques de la molécule [4]. Il est ainsi possible de synthétiser
des analogues radioactifs de certains médicaments et de suivre leur parcours in vivo. Cela
permet des études pharmacocinétiques de la distribution et de I’excrétion de la molécule.

1.2. Production de fluor-18 par cyclotron

Les émetteurs B* sont généralement produits par cyclotron. Les cyclotrons sont des
accélérateurs électromagnétiques a hautes fréquences. lls ont été inventés en 1929 par Ernest
Lawrence et Milston Livingston, ce qui a valu a Lawrence le prix Nobel de physique en 1939.
Le principe de fonctionnement de ce type d’accélérateur est relativement simple. Il consiste a
confiner et accélérer les particules au moyen de champs électriques et magnétiques. Le
cyclotron est constitué de trois parties principales. Nous discernons deux aimants en forme de
« D », nommés les « Dee’s », séparés chacun par un espace ou regne un champ électrique

intensem. La premiére étape consiste a, introduire et ioniser dans la source de I’hydrogene
par exemple, pour en extraire les H" ou les H™ a accélérer. Le champ électrique et le champ
magnétique (§) permettront d’accelérer et d’induire une trajectoire courbe a la particule, selon
la loi de Lorentz (Figure 2).



Figure 2: Fonctionnement d'un accélérateur de particules a résonnance cyclotronique (cyclotron) [5].

Lorsque la particule a parcouru un des deux aimants semi-circulaires, cette derniére est
accélérée. Elle entre dans le deuxieme aimant, ou le potentiel est inversé par rapport a la
situation précédente. De nouveau, la particule voit sa trajectoire courbée dans la direction
opposeée. Ainsi en répétant le processus un grand nombre de fois, une accélération importante
des particules est produite. Une fois que les particules ont atteint une énergie suffisante, elles
sont extraites du cyclotron et bombardent une cible. Ici, le cyclotron, IBA Cyclone 18/9 utilisé
au Centre de Recherches du Cyclotron (CRC) peut fournir un faisceau de protons accélérés
d’une énergie de 18 MeV.

Dans les années 80, la réaction nucléaire *°Ne(d,a)*®F était principalement utilisée
pour la production de fluor-18 [6]. Cette réaction consiste a bombarder une cible contenant du
néon-20 avec un faisceau de deutons. Cette technique permettait seulement la production de
fluor sous forme gazeuse, qui ne pouvait étre récupéré des cibles qu’avec un autre gaz comme
vecteur (F,). L’utilisation de ce porteur a pour conséquences, de produire une dilution
isotopique des atomes radioactifs, ce qui entraine des marquages avec de faibles activités
specifiques. De plus, I'utilisation d’un gaz porteur toxique comme le F, nécessite un
appareillage plus conséquent et un personnel qualifié afin de pouvoir étre manipulé. Cette
méthode n’est presque plus utilisée actuellement.

La méthode actuelle (Schéma 2), adoptée dans les années 90 pour sa meilleure
efficacité, consiste a bombarder une cible en niobium contenant de 1’eau enrichie en oxygene-
18, avec un faisceau de proton. Elle conduit a la production de fluor-18 en solution aqueuse.
[7]. L’eau, enrichie en oxygéne-18, contenant le fluor est ensuite récupérée. Les [®F]F sont
extraits au moyen d’une résine échangeuse d’ions.

180 + 1H - 1F + In

Schéma 2: Réaction nucléaire de production du [**F]F [8].
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1.3. TEP et imagerie médicale

A T’heure actuelle, nous assistons a un developpement important de la TEP en tant
qu’outil pour I’étude du vivant. Cependant, quel que soit le type de molécules a marquer,
certaines difficultés peuvent se présenter. Premierement, la chimie du fluor reste une chimie
complexe, difficile a mettre en ceuvre. Elle nécessite souvent des conditions de marquage
dures (utilisation de bases fortes, températures élevées, etc). Si pour de petites molécules, ces
conditions ne sont pas problématiques, cela le devient avec les macromolécules biologiques,
qui peuvent se dégrader dans ces conditions. Ces molécules sont par consequent généralement
marquées au départ de petites molécules, nommées groupements prosthétiques [9]. Pour
pouvoir utiliser ces groupements prosthétiques, des voies de couplage subséquentes, rapides et
aisées doivent étre mise en ceuvre. Il est donc indispensable de développer de nouvelles voies
de synthese les plus rapides et les plus performantes possible, surtout au vu du faible ty, du
fluor-18, afin de fournir au médecin I’arsenal le plus complet possible de composés
radiopharmaceutiques utilisables pour la compréhension et le traitement des maladies.

1.4. Application des radiopharmaceutiques fluorés

La TEP permet d’étudier divers processus biologiques tels que la neurotransmission,
I’activité enzymatique ou I’inhibition protéique. Elle se révele notamment particulierement
utile dans 1’é¢tude de nombreuses maladies neurodégénératives telles que les maladies de
Huntington, Alzheimer ou Parkinson [9] ainsi qu’en oncologie [10].

A T’heure actuelle, différentes molécules, marquées au fluor-18, sont utilisées pour le
diagnostique  de  diverses  pathologies. Citons par exemple la L-3,4-
dihydroxy[*®F]fluorophénylalanine (L-[**F]fluoroDOPA, Schéma 3), qui nous permet de
mieux comprendre la maladie de Parkinson. C’est un précurseur de la dopamine, un
neurotransmetteur agissant sur les récepteurs dopaminergiques [11].

1 8F
NH,
“1COOH
HO
OH

Schéma 3: Structure de la L-[**F]fluoroDOPA.

Une autre molécule couramment utilisée est le 2-desoxy-2-[**F]fluoro-D-glucose
([18F]FDG) [12]. 1l constitue un analogue du glucose permettant de détecter des cellules
canceéreuses ou des inflammations (Schéma 4) [13].
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Schéma 4: Synthése de la ['®F] FDG d’aprés He et al [14]. a) Marquage au moyen de K*°F (kryptofix Kyy,) b)
Génération des groupements hydroxyles en milieu acide ou basique.

Le CRC a également travaillé sur le sujet. Il a amélioré le processus en mettant au
point une voie de synthése entierement automatisée, qui a 1’heure actuelle est la méthode
utilisée au niveau mondial pour la production de ce traceur [15]. Le [*®F]FDG est synthétisé
par substitution nucléophile par le fluor-18 d’un groupement hydroxyle préalablement
transformé en un meilleur groupement partant.

Le principe d’action de I’agent de contraste est simple. Les cellules cancéreuses, suite
a leur multiplication rapide, nécessitent un apport énergétique important et sont donc de
grandes consommatrices de glucose. Une fois le glucose incorporé, ce dernier est phosphorylé
une premiéere fois par une glucokinase, protéine permettant la transformation du glucose en
une forme assimilable pour la cellule. Dans le cas du glucose, une seconde phosphorylation le
transforme en une forme assimilable pour la cellule. Dans le cas du [**F]FDG, la substitution
d’un groupement hydroxyle par 1’atome de fluor empéche cette deuxiéme phosphorylation
(Schéma 5). Cela entraine son accumulation dans la cellule et va ainsi permettre d’observer
des cellules cancéreuses lors de I’examen.

®

OH 8]
] glucokinase ]
HO ——— = HO — W e
H;m—- OH Hm OH
F F
[*kJFDG [**F]FDG-6-phosphate

Schéma 5: Phosphorylation du glucose par la glucokinase [16].

Le signal observé est proportionnel a la quantité de glucose absorbée par la cellule.
Dés lors, une distinction des cellules anormales est possible sur base de cette quantité
absorbée [17]. Ensuite, au fur et & mesure que le fluor se désintégre en ‘20, ce dernier peut
alors étre protoné. La molécule peut ainsi continuer sa métabolisation et ensuite étre éliminée
par voie naturelle [18]. Cependant, le [*®F]JFDG n’est pas toujours spécifique et ne permet pas
de distinguer facilement les inflammations de certaines cellules cancéreuses.



1.5. Butde la recherche

Un autre type de maladies bien connue et difficile a visualiser sont les infections
bactériennes. A ’heure actuelle, ces derniéres ne peuvent étre détectées qu’aprés que les
effets néfastes se soient manifestés, ce qui rend donc le traitement préventif impossible. Plus
une infection est traitée rapidement, plus grande sera la chance que cette derniére puisse étre
enrayée. 1l a donc été proposé d’utiliser la TEP dans ce but [19] [20] [21] [22]. Le [*F]FDG
peut étre utile pour détecter certaines infections bactériennes mais reste cependant trop peu
spécifique. Des faux positifs peuvent apparaitre [23]. Une nouvelle cible, la maltodextrine,
dont la structure est disponible a la Figure 3 a donc été proposée.

*‘ Maltose
T ) ax
Ne D

el

oM

N\
MalE Nt

2 = MalE-FGK,
. (catalytic

(apo-state) intermediate)

Figure 3: Structure et mécanisme du fonctionnement de la maltodextrine lors du transport du maltose au travers de la
membrane cellulaire [24].

La maltodextrine est une protéine présente & la surface des bactéries. C’est une
ATPase, nécessitant la consommation d’ATP pour permettre d’incorporer le maltose dans le
milieu intracellulaire [23]. Elle leurs permet de reconnaitre spécifiquement le maltose ou ses
dérivés oligosaccharidiques, ce qui autorise son entrée dans la cellule afin que le maltose
puisse étre dégradé en glucose et ainsi assimilable par les bactéries [25] [26]. Elle est
constituée :
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e D’une maltose binding protein (MalE) reconnaissant le maltose et permettant son
transport dans I’espace inter-membranaire.

e De deux unités formant le pore (MalF, MalG).

e D’un homodimere (MalKj) servant a la liaison avec I’ATP.

Il a été montré par Chen et al [27], que différents substrats sont reconnaissables et
incorporables par la matodextrine, une liste de ces différentes molécules est disponible sur le
Schéma 6.

A substrates non-substrates
OH OH
no ducing ,J
o S -
Lo >\
HO - - \ o Iactose
maltose - "OH P gal-glu
a-(14) g 5§ —Q  reducin [-(1.4)
g1 er
\
N 46 o
HO J
) HO 0 1
= 3 OH
s isomaltose o
HO glu-glu 3
@-(1.6) Ho—A=\5_—O,
maltohexaose HO /) \
a-(14) 3 oH
OH
OH
reducing
nd 4 8 8 3 OH
g HO S HO 2
4 o OH
HO— OH HO 2 ! 4 %
10 cellobiose OH i

glu-glu
f-(1.4)

sucrose/m
glu lru

Schéma 6: Substrats reconnaissables ou non par la maltodextrines a) Substrats potentiels
b) Substrats non-compatibles [27].

maltoheptaose
a-(1,4)

Ce récepteur a été choisi pour plusieurs raisons [28]:

e Premicrement, il n’est pas présent a la surface des cellules des mammiferes, ce qui
devrait permettre un ciblage spécifique des cellules procaryotes pathogénes (Figure 4).

e Deuxiémement, comme le maltose est une source importante d’énergie pour les bactéries,
des concentrations de 1’ordre du mM peuvent étre atteintes. Une détection d’un faible
nombre de bactéries devrait étre possible, ce qui permettrait ainsi de détecter I’infection
rapidement.

e Finalement, les oligoméres de glucose ne peuvent traverser ni la paroi intestinale, ni
cutanée, ce qui devrait empécher une absorption par les autres bactéries et donc faciliter
la mise en évidence des tissus infectés.
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Figure 4: a) Principe d’imagerie lors de la détection d’infections bactériennes par TEP b) Schéma de la mise en
évidence sélective de ’infection par rapport a une inflammation chez la souris. [28].

C’est dans cette optique que nous allons, au cours de ce travail, essayer de synthétiser
la p-[**F]fluorobenzylamine ([**F]JFBA, Figure 5), afin de la coupler & une molécule de
maltose et d’en faire un marqueur pour la détection spécifique des infections bactériennes.

NH,

1 8F
Figure 5: Structure de la 4-[**F]fluorobenzylamine.

Cette réaction a été choisie car elle respecte certaines conditions :

e Son couplage, avec des dérivés du maltose, devrait €tre réalisable au moyen d’une
réaction d’amination réductrice [29] [30] [31].

e Le sucre marqué devrait toujours étre reconnaissable par le systéme de transporteur [27].

e Laréaction de couplage devrait étre compatible avec les fonctions hydroxyles du maltose,
ce qui permet d’outrepasser une réaction de protection préalable et la déprotection qui
s’en suit.

Cette réaction d’amination réductrice procéde en deux étapes. La premiére est le
couplage entre la ([**F]JFBA) et le groupement carbonyle, formant ainsi I’imine
correspondante. Ensuite, une réduction au moyen de NaBHj, est réalisée afin d’obtenir I’amine
secondaire.

Un autre avantage de cette technique est que le marquage est realisé sur un noyau
aromatique. Ceci devrait offrir moins de risques de défluoration in vivo. Cependant, plusieurs
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problemes se présentent a nous. Le premier est di au court ty, du fluor-18. L’étape de
marquage devrait donc idéalement étre effectuée lors de la derniere étape de la synthése.
D’autre part, une attaque nucléophile sur noyaux aromatiques reste difficile surtout si des
groupements électro-donneurs sont présents.

Le but premier de ce travail sera donc la mise au point d’'une méthode effective et
automatisée de la synthése de la [*°F]FBA.

Dés lors, au cours de ce travail, nous évaluerons deux approches differentes
potentiellement utilisables pour la préparation de ce composé. La premiére est basée sur des
travaux réalisés 1’année derniére par Cédric Georges et concerne la synthése d’un nouveau
substrat de marquage faisant abstraction des limitations de la SN sur aromatique. Cette
approche permet d’introduire le fluor-18 en derniere étape. Le composé qui sera investigué
dans un premier temps est un ylure d’iodonium (Schéma 7).

)L
‘6 18F F i

O><O

R R
Schéma 7: Marquage au fluor-18 da la FBA au moyen d’un ylure d’iodonium.

Dans un second temps, nous évaluerons la possibilité de marquer des deérives
organostanniques (Schéma 8).

Nog e iionas,

Schéma 8: Marquage de la [*®F]FBA a partir du précurseur stannique.

En fonction des résultats obtenus, des essais d’automatisation seront réalisés.
Différents parameétres réactionnels, primordiaux lors de ce type de synthese, tels que la
quantité de précurseur, celle de divers réactifs et la durée du marquage, seront également
évalués.

Ensuite, comme cette molécule est destinée a étre couplée au maltose pour la détection
d’infections bactériennes, nous évaluerons la faisabilité de cette réaction dans un premier
temps avec un aldéhyde simple et dans un second temps avec le maltose (Schémas 9 et 10).
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Schéma 9: Réaction de couplage entre la [*®F]FBA et le p-nitrobenzaldéhyde.
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Schéma 10: Réaction de marquage par amination réductrice du maltose par la [**F]JFBA, d’aprés Bock et al [29].

La suite de ce travail comprend 4 chapitres supplémentaires:

Dans le chapitre 2 « Etat de D’art », nous résumerons brievement des généralités
concernant la chimie du fluor-18. Nous nous intéresserons dans un premier temps aux
différentes possibilités de fluoration de noyaux aromatiques. Ensuite, nous aborderons les
difféerentes méthodes de synthese recensées dans la littérature pour la production de la
[|F]FBA. Aprés cela, les deux précurseurs ciblés seront abordés succinctement. Pour
terminer, un bref résumé des travaux précédemment entrepris dans le laboratoire sera
présenté.

Le chapitre 3 « Reésultats et discussion » sera dédié aux résultats obtenus lors de ce
travail. Dans une premiére partie, nous décrirons la synthése des précurseurs. Ensuite, les
résultats de marquage seront présentés et analysés. Nous présenterons également nos résultats
relatifs a ’automatisation de la synthese. La fin de ce chapitre sera consacrée aux résultats des
différents essais de couplage.

Le chapitre 4 « Conclusions et perspectives » résumera les différents résultats obtenus
au cours de ce travail et les perspectives de celui-ci.

Ce travail inclut également une «Partie expérimentale», divisée en deux parties. La
premiere décrit le matériel qui a permis de réaliser les différentes expériences et la seconde
traite des protocoles expérimentaux utilisés, dont les données principales sont jointes en
annexe.



Chapitre 2 : Etat de I'art



2.Etat de I'art

Dans ce chapitre, nous aborderons de facon plus ou moins approfondie, 1’état actuel
des recherches concernant la chimie du fluor-18. Dans un premier temps, diverses techniques
mises au point pour la production de cet isotope radioactif par cyclotron seront brievement
abordées. Ensuite, nous aborderons les différentes voies de synthése de la [“*F]FBA
référencées dans la littérature. Enfin, nous examinerons egalement les possibilités de
marquage au fluor-18 via les ylures d’iodonium et ensuite via les dérivés organostanniques.

2.1. Fluoration

2.1.1. Voie électrophile

Historiquement, le fluor-18 était produit via la réaction nucléaire °Ne(d,a)™F . II
n’¢était possible de récupérer 1’activité produite par le cyclotron qu’au moyen d’un « carrier »,
le plus utilisé étant le [*°F] F2@). La manipulation de 1’activité sous cette forme est difficile. De
plus, le Fyq est toxique. Il nécessite du personnel expérimenté et un équipement adapté afin
de pouvoir étre manipulé en toute sécuriteé.

Le marquage de noyaux aromatiques était donc effectué par substitution électrophile
(SE). Cette stratégie a permis la production de la L-[*®F]fluoroDOPA & partir du dérivé
organostannique correspondant (Schéma 11). Cependant, cette méthode présente quelques
désavantages. D’une part, elle produit des marqueurs avec une faible activité spécifique (<1.0
Ci/mmol) [32] car le fluor-18 ne peut étre récupéré des cibles qu’en présence d’une certaine
quantité de fluor porteur (= 0,5%). D’une autre part, le rendement théorique de marquage
maximal ne s’¢leve qu’a 50%.

SnMes
1) ["3F]Fz
Boc-O NHCHO
2) HI
Boc-O “'COOEt ““COOH
SI‘IM63
DI
Boc-O AQ_yNHBoc —_—
¥ "COOE ""COOH

Schéma 11: Voie de synthése électrophile de la a) L-[*®F]fluoroDOPA b) L-[*®F]fluoroTyrosine, & partir de
I’intermédiaire organnostannique correspondant [12].



2.1.2. Voie nucléophile

Le développement de nouvelles méthodes de production du fluor-18 par la réaction
¥0(p,n)*®F permet maintenant, de produire des quantités trés importantes de celui-ci sous
forme de [®F]F". Dans ce cas, il est utilisable pour des réactions de SN avec un rendement
théorique de marquage de 100%, ou les composés sont marqués avec une activité specifique
1000 fois supérieure a celle obtenue par voie électrophile [33].

Les substitutions nucléophiles sur noyaux aromatiques sont réputées difficiles. Elles
nécessitent généralement des groupements activant (CN, CHO,...) afin de faciliter le départ
d’un bon groupement partant (NO,, N*(Me)s,..). La présence de ces groupements activant
entraine une substitution préférentielle en position ortho et para. De ce fait, le marquage en
position méta devient peu probable. Pour le marquage de cette position, d’autres techniques
ont du étre mises au point. Pour ce faire, différents précurseurs ont été proposés, notamment
les ylures d’iodonium, que nous aborderons dans la prochaine partie de ce chapitre et plus
récemment les dérivés organostanniques que nous développerons par la suite.

Une fois le [*®F]F produit, ce dernier se trouve en solution aqueuse. Cela pose un
probléme pour utiliser I’activité. Le fluor étant un petit élément fortement électronégatif, ce
dernier est fortement solvaté par les molécules d’eau. Sa nucléophilicité s’en voit donc
fortement réduite. La méthode la plus couramment utilisée actuellement pour éliminer 1’eau
est le piégeage et puis I’¢élution successive des fluorures sur une cartouche QMA-CO3
(échangeur anionique). Ensuite, I’¢élution est effectuée au moyen d’une solution de K,COj3
contenant du Kryptofix K3, [34] (Schéma 12).

o cr HCOy HCO, HCOy
. NMey . NMe; NMe;
MeN_ —— NMe, MesN_ _——_ NMe, MeN. L NMe,
aq. 0.5M salt N\ 7 ~
/ - } can be altered to p + impurities
/ ; affect ouvicome [ ; in cyclotron target water ~
= ) =y |
\ QMA Cartridge /  (Preconditioning) \ QMA Cartridge / (trapping) \ QMA Cartridoe /
\ / \ \ e
0.1M aq. K, CO, keyptofix 2.2.2 in MeCN
= purfied a9 F+K,CO4 = “dey” K @kryplofix « K,CO,
(elution) (azeotropic drying)

1. works for most S, 2/S,Ar
2. ofien incompatible with transition metals
3. often incompatible with base sensitive precursors

Schéma 12: Adsorption et élution consécutive d’activité sur une cartouche contenant une résine échangeuse
anionique [35].

L’évaporation du solvant d’élution (généralement ACN/H,0) ainsi que la mise en
solution dans un solvant organique dipolaire aprotique générent des [“*F]F « naked »,
pouvant étre utilisés pour des syntheses par SN. En ce qui concerne la méthode au Kryptofix,

Cette élution est maintenant possible via d’autres techniques permettant de s’affranchir
de I’étape d’évaporation. Nous pouvons citer notamment Bartenstein et al [36] ou le CRC [37]
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[38]. Ces méthodes consistent respectivement a €luer 1’activité avec des solvants protiques ou
en utilisant des bases organiques fortes. La méthode aux bases fortes, permet de fournir un
rendement de marquage presque quantitatif, bien que les conditions dures de marquages ne
soient pas toujours compatibles avec les substrats.

Une autre méthode prometteuse décrit par Caroll et son équipe existe [39]. Celle-ci
consiste en I’utilisation de sels d’ammonium quaternaire (Et;NOTf), comme agent éluant.
Afin d’obtenir une élution maximale, le sel doit étre solubilisé dans un solvant de type alcool.

IAux 18F- '8F
EtNHCO; || =
DMF, 200°C _
Ph 2o Ph

95 + 1% (n=4)

Schéma 13 : Synthése du p-[*®F]fluorobiphenyl [40].

2.2. Voie de synthese de la [18F]FBA

Dans ce paragraphe, nous décrirons briévement les voies de synthése de la [**F]FBA.
Ce composé a notamment été utilisé pour préparer la N-(4-fluorobenzyl)-2-bromoacetamide
([*®*F]FBBA). Il permet aussi bien le marquage d’acides ribonucléiques (ARN) que d’acides
désoxyribonucléiques (ADN) [41] [42]. Le groupement prosthétique se fixe a I’extrémité 5’
du brin d’acide nucléique (Schéma 14). Une autre équipe, celle Dolle, a aussi reporté des
couplages de la [*®F]JFBBA avec un brin d’ADN [43].

X X
g Bg
0 [ ¥ o o
oy A S—P-0— 5-0ligo-3"
§—P-O— 5-oligo-3-OH MeOH / 0.1M aq. PBS NN S gHO >-0ligo-3-OH
OH - e H
conditions ' %
using '°F : 2 hrs, RT =
. 18 . 3 I:JF
using " F : (@) : 3min, 70°C . i
(b) : 5 min vortex, RT '*3 '

Schéma 14: Réaction de couplage de la [*®F][FBBA avec un brin d’ARN [33].

La [*®F]JFBBA est obtenue par condensation entre la [**F]FBA et le bromure de
bromoacétyle (BrCOCH2Br) dans le CH,Cl,, en présence de N-methylmorpholine (NMM)
(Schéma 15). La durée de synthése totale, depuis le 4-cyano-N,N,N-trimethylanilinium
trifluoromethanesulfonate jusqu’a la [**F]FBA, avoisine les 90 min. Elle a permis a 1’équipe
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de Kuhnast d’obtenir la [**FJFBBA avec un rendement maximal de 16% no decay-corrected
(ndc) [41].

0
NH;  BrcocH,Br, NMM, CH,CI, NJK/ Br
, > H
18p RT, 2min
18F

Schéma 15: Réaction de formation de la [**F]FBBA [41].

A T’heure actuelle, différentes méthodes de synthése de la [**F]JFBA sont référencées
dans la littérature. Toutes ces méthodes ont un point en commun. Elles débutent a partir du
méme précurseur, la 4-cyano-N,N,N-trimethylanilinium trifluoromethanesulfonate. Aprés
marquage, le [*®F]fluorobenzonitrile ([**F]FBN) est ensuite réduit afin d’obtenir la [**F]FBA
(Schéma 16).

C=N _
['SF]F- =Ny NH,
® — T
N 18 18F

7\

Schéma 16: Réaction actuellement utilisée pour la synthése de la ['®F] FBA.

Ces méthodes se différencient les unes des autres par la méthode de réduction du
nitrile utilisée :

e Soit au LiAIH, [44] [45] [46], un des inconvénients principaux de cette approche est
qu’elle nécessite des conditions dures et anhydres strictes. De plus, des précipitations de
sels peuvent également survenir. La formation d’un précipité est problématique puisque
ce dernier pourrait obstruer les lignes de transfert de I’automate.

e Soit a I’aide de borane-dimethylsulfure (BHs-Me,S). Cette méthode est préférable a celle
au LiAlH4, notamment car elle utilise des conditions plus douces. Elle permet d’obtenir la
[*|F]FBA avec une pureté radiochimique comprise entre 91 et 96% et un RCY compris
entre 39 et 49%, apreés purification sur cartouche, pour une durée de 40 min [47] [48].

e Soit avec du NaBH,; absorbé sur une phase solide polymérique en présence d’un
catalyseur a base de nickel ou de cobalt [49]. Un RCY de 89%z=17% apreés purification
sur cartouche Cyga pu étre obtenu avec une pureté radiochimique de 95%.

2.3. Ylure d'lodonium

Depuis deux décennies les ylures d’iodonium, décrit pour la premiere fois en 1995 par
I’équipe de Pike [50], ont gagné un intérét croissant aupres des chimistes et notamment aupres
des radiochimistes. Effectivement, ces composés permettent une fluoration par SN en derniére
étape, de molécules aromatiques riches en électrons, quelque soit la position sur le noyau
aromatique (ortho, méta ou para) [51].
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Schéma 17: SN sur noyaux aromatiques au moyen des ylures d’iodonium [50].

A T’heure actuelle, cette approche semble prometteuse car elle permet de marquer des
molécules au fluor-18 avec de bons rendements (41-88%). Notamment la p-
[*®F]fluorohippurate ([*°F]JPFH) [52] et un azoture de p-[**F]fluorobenzyle ([**F]JFBAZz) [53].
Ces molécules sont respectivement utilisées pour le diagnostic de maladies rénales ou pour le
marquage d’ADN, par un couplage de Huisgen [54].

2.3.1. Oxydation

La syntheése de ce type de composeé suit deux étapes. Une premiere étape d’oxydation
est nécessaire afin de rendre 1’iode plus réactionnel en vue du couplage subséquent [55]. Au
terme de 1’oxydation, la molécule obtenue est un diacetoxyiodoarene ([PhI(OAc),], DIB,
Figure 6).

O O
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Figure 6: Structure de la (Diacetoxyiodo)benzene (DIB).

En ce qui concerne 1’étape d’oxydation, différents agents d’oxydation sont décrits dans
la littérature. Un des premiers a avoir €té reportés est 1’acide peracétique [56]. D’autres
méthodes utilisent notamment du 2,2,2-trifluoroethane [57], des peroxodisulfates [58] ou
encore du perborate [59] comme montré par Kitamura et Ossain. Ensuite, 1’acide m-
chloroperoxybenzoique (m-CPBA) a été proposé pour oxyder le composé iodé [60] [61] [62].
Cette méthode a permis d’oxyder rapidement, avec des rendements pouvant atteindre les 80%,
différentes molécules iodées (Schéma 18).



MCPBA ( 1.1 equiv)
Ar—I1 Ar—I(OAc)
AcOH, temp, time
1 2

Entry  Ar Temp Time Product2 Yield
0 (k) (%e)*

Lt 15 b 83

Schéma 18: Tableau récapitulatif des différentes molécules oxydées avec du m-CPBA [60].

2.3.2. Formation de l'ylure

Ensuite, une seconde étape consiste a faire réagir le produit oxydé avec un composé
dicarbonylé préalablement déprotonné en position a, comme par exemple 1’acide de Meldrum
(2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-dione). L’utilisation de composés dicarbonylés permet une
stabilisation de 1’ylure par une délocalisation de la densité €lectronique sur les groupements
carbonyle adjacents. En effet, ces composés sont toujours représentés comme portant une
charge positive sur I’atome d’iode, la molécule est en réalit¢ un hybride de résonnance
(Schéma 19). Ainsi, les ylures d’iodonium qui ne pouvait généralement étre isolés et devaient
étre manipulés a froid, ont pu étre obtenus et conservés durant des périodes variables.

i oA -
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Schéma 19: Formes de résonances des ylures d’iodonium.

Récemment, une procedure « one-pot » de 1’oxydation et de la formation de I’ylure,
décrite par Cardinael et Ermert [63], a été mise au point. Des rendements variables (0-60%)



ont été observés en fonction du type de groupements présents sur le cycle aromatique.
(Schéma 20).

: 1. mCPBA | O
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DCM ; o) 0(
R R

Schéma 20: Synthése d’ylure d’iodonium par une procédure « one-pot » [63].

Méme si ces composés présentent une stabilité accrue, qui leur permet d’étre isolés,
ces derniers se dégradent relativement vite. Par la suite, Rotstein et al [64] [65] ainsi que
Wang et al [66] ont appliqué la méthode aux derivés spirocycliques (Schéma 21). Ceux-ci
sont plus stables que leurs prédécesseurs et peuvent méme étre conservés, durant plusieurs
années sans qu’aucune dégradation ne soit observée.
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Schéma 21: Formation de I’ylure d’iodonium 2 partir du dérivé spirocyclique.

Un autre point important sur lequel nous devons insister est que la synthése de ce type
de précurseurs est compatible avec diverses fonctions organiques. Cependant, les amines
nécessitent une protection au préalable. Cette méthode a permis a Petersen et al d’obtenir la
tert-butyl(4-bromo-5-((7,9-dioxo-6,10-dioxaspiro[4.5]decan-8-ylidene)-13-iodanyl)-2-
methoxyphenethyl)carbamate avec 46% de rendement apres purification par chromatographie
liquide [67] (Schéma 22).
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Schéma 22: Formation d’un ylure d’iodonium en présence d’une fonction amine protégée au Boc,O [67].

Des études mécanistiques ont été réalisées par Rotstein et al [68] et aussi par 1’équipe
de Hill [69]. Le mécanisme de la fluoration déduit de ces expériences, procéde suivant deux
¢tapes. La premiere étape est un échange de ligands de I’iode par un fluorure, suivie d’un
couplage entre le fluorure et I’aréne (Schéma 23).
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Schéma 23: Mécanisme de la fluoration des ylure d’iodonium d’aprés Rotstein et al [68].

2.4. Organostannates

L’¢étain est un métal connu depuis de nombreuses années. Sa premiere utilisation, sous
forme d’acide stannique, remonte au XVIIIéme siécle. La chimie des organostannates, quant a
elle ne s’est développée que plus tard et représente aujourd’hui un élément important tant
dans I’industrie, que dans la recherche. Ces composés servent principalement a la fabrication
de revétements pour bateaux, d’additifs dans les plastiques, notamment comme stabilisant
pour les polychlorures de vinyle (PVC) ou encore comme catalyseur. Cependant, au vu de son
importante toxicité, leur utilisation est de plus en plus réglementée.
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Les principaux avantages de ces intermédiaires sont :

e Qu’ils peuvent étre synthétisés a partir de réactifs simples, disponibles commercialement
[70]. Il a notamment été montré par Dougan et al, que le dérivé stannique pouvait étre
obtenu a partir du compose iodé correspondant, avec I’aide d’un catalyseur a base de
palladium [71].

e Leur grande stabilité en comparaison de celle des ylures d’iodonium.

e Qu’ils sont déja utilisés pour la production de traceurs radio pharmaceutiques [32].

Des variantes de cette réaction existent également. Comme exemple, nous pouvons
prendre, la synthése de la [*®F]fluoro-2’-desoxyuridine ([**F]JFUdR) réalisée par Chang et al
[72]. Le marquage de ce nucléoside pourrait permettre 1’observation de I’ARN in vivo. Ces
derniers ont pu marquer cette molécule par voie électrophile avec un RCY de 27+£2.8% et une
pureté radiochimique supérieure a 97% en 110 min (Schéma 24).
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o 2. 0.5N NaOH, 27% 0
H H H H
OAc H OH H

Schéma 24: Equation de la réaction de marquage de la [**F] FUdR [72].

Une autre voie de marquage de cette molécule a été envisagée par Wust et Kniess [73].
Celle-ci n’utilise pas directement 1’organostannate pour la fluoration mais permet de rendre le
carbone plus nucléophile pour faciliter I’attaque d’un groupement prosthétique au moyen d’un
couplage de Stille. Ces derniers ont testé différents systemes catalytiques a base de palladium
avec des cocatalyseurs cuivriques. Certains systémes ont permis d’obtenir un marquage avec
des rendements pouvant atteindre les 69% (Schéma 25).

18F

Catalyst system OAc OAc
OAc OAc

Schéma 25: Marquage de la [**F] FUdR au moyen d’un groupement prosthétique [73].

L’utilisation des dérivés organostanniques permet aussi bien la fluoration de cycles
aromatiques que de chaines aliphatiques, comme démontrée par 1’équipe de Tinkova [74] lors
du marquage d’un dérivé de I’ergot en 2004, la terguride (Schéma 26). La terguride est un



alcaloide semi synthétique de 1’ergot agissant sur les récepteurs dopaminergiques. Ceci en fait
un candidat potentiel pour le traitement de la maladie d’Alzheimer. Cependant, leurs essais
n’ont pas été effectués en chimie radioactive, mais ont fourni des rendements allant jusqu’a
67%.

=a,
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Schéma 26: Voie de marquage de la tergudine d’aprés Tinkova et al [74].

2.5. Fluoration catalysée au cuivre

Afin de faciliter la fluoration par SN, il a été proposé par Coenen et al d’utiliser des
catalyseurs a base de palladium ou de cobalt [75]. Ces auteurs ont ainsi pu marquer le 1-
[*®F]fluoronaphtalene avec un rendement de 33% & partir du triflate correspondant (Schéma
27).

oTf 1%
c.a. ["®F]CsF .
OO [CodPdCl,], tBuBrettPhos OO

Schéma 27: Marquage au fluor-18 du 1-[*®F]fluoronaphtalene catalysée par le [CoDPdCI,].

Zlatopolskiy et al ont ensuite proposé 1'utilisation de catalyseur a base de cuivre afin
de réaliser le marquage. Dans un premier temps, pour marquer des dérivés du bore et des
ylures d’iodonium [76] [77]. Avec ces dérivés, ces auteurs ont pu obtenir de meilleurs
rendements (31+£2-66+4%) qu’avec la catalyse au palladium (Schéma 28).
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Schéma 28: Molécules marquées a partir de 1’ylure d’iodonium avec un catalyseur au cuivre.

Par la suite, Scott et al investiguérent également cette méthode de marquage des ylures
[78]. Puis proposérent de 1’évaluer a partir des dérivés organostanniques (Schéma 29) [79].

SR [Cu], ["®FIKF o i
R R'i—
/

* high specific activity
* good yields/scope
* delivers clinically validated doses

Schéma 29: Marquage par SN des dérives organostanniques au moyen d’un catalyseur a base de cuivre [78].

Contrairement aux anciennes méthodes, ce marquage des organostannates procede par
SN et non plus par SE. Différentes molécules organiques, présentant différent type de
substituant ont ainsi pu étre marquées (Schéma 30). Les rendements maximaux référencés
atteignent 60%.



Divers parametres tels que la durée du marquage, le type de substrat, la nature des
groupements présents sur le cycle aromatique, etc ont été étudiés (Schéma 30).

4 equiv Cu(OTf),

f/\\ SnR; . KF _ F
RY N2 CH4CN, 60°C R1NF
entry R R time (h) additive KF (equiv) yield (%)
1 Bu F 18 none 4 42
2 Bu F 18 18-crown-6 4 55
3 Bu F 2 none 4 42
4 Bu F 2 18-crown-6 4 53
5 Bu F 0.25 18-crown-6 4 51
6 Bu F 0.25 18-crown-6 0.5 15"
7 Bu MeO 0.25 18-crown-6 4 23
8 Me MeO 0.25 18-crown-6 4 24
9 Bu Ph 0.25 18-crown-6 4 34
10 Me Ph 0.25 18-crown-6 4 64
11 Bu Ac 0.25 18-crown-6 4 57
12 Me Ac 0.25 18-crown-6 4 65

Schéma 30: Molécules marquées par Scott et al au départ d’un dérivé organnostannique [78].

Les résultats montrent que 1’utilisation du Sn,Meg, fournit de meilleurs rendements de
marquage que le SnyBug, pour les substrats étudiés. Cette observation a été interprétée,
comme étant due a des génes stériques plus importantes avec des groupements butyles. De
plus, il a été montré que le temps de marquage pouvait étre réduit de 18 h a 15 min, sans
diminuer le RCY. L’étude de I’influence des groupements présents sur le cycle aromatique
(donneurs, neutres ou attracteurs), a montré qu’une SN en position para en présence de
groupements électrodonneurs est possible.

Ensuite, les impacts du solvant de marquage, de la température de réaction, ainsi que
celui de I’ajout de pyridine ont été évalués (Schéema 31).



Cu(OTf),, pyridine 18

F
/©/Sn|3u3 [8FIKE /@/
Ph Ph

3-SnBuj ['®F)3
entry solvent temp (°C) pyridine (equiv) RCC” (%)

1 CH;CN 60 0 nd

2 CH;CN 60 50 nd

3 DME 60 50 nd

4 DMEF 110 50 2242
5 DMA 110 50 S51+1
6 DMA 110 15 S53+1
7 DMA 140 15 55+10
8¢ DMA 140 15 65+2
97 DMA 140 15 44+1

Schéma 31: Rendement de marquage en fonction de différents parametres (solvant, température, ajout de pyridine).

L’ACN ne donne pas le produit escompté. Le DMF, en revanche, permet d’obtenir le
bon produit mais avec un rendement de seulement 22%. Il s’avere que le DMA est le solvant
le plus adapté pour cette réaction. Celui-ci, permet d’obtenir des rendements de marquage
compris entre 44+1 et 65+2%. Il a aussi été montré que le rendement augmentait avec la
température de marquage et qu’aucune réaction n’avait lieu si la température était inférieure a
60°C. L’¢tude de I’'impact de la teneur en eau sur le RCY montre que ce dernier diminue
rapidement avec 1’augmentation de la quantité¢ d’eau. Le rendement chute d’environ 70% a
10% si la concentration en eau atteint les 15 pL/mL Il est donc primordial de veiller a ce qu’il
y en ait le moins possible dans le systéme.

C’est dans ce but que Zarrad et al proposérent d’éluer ’activé trappée sur une
cartouche QMA au moyen d’EtsNOTT dissout dans un alcool [80]. Ces auteurs ont montré que
la nature du contre-ion de I’amine quaternaire n’est pas critique. Néanmoins, afin d’obtenir
des rendements d’¢élution maximums (>95%), une quantité minimale d’agent de transfert de
phase est requise (5 pmol). Ensuite, cette équipe a démontré que 1’utilisation d’un alcool était
primordiale pour I’¢élution. Les rendements de celle-ci varient en fonction du type d’alcool
utilisé. Les meilleurs solvants d’élution se sont avérés étre le methanol (MeOH), 1’éthanol
(EtOH) et le trifluoroethanol (TFE). Cependant, ceux-ci ne fournissent que de faibles RCY, le
marquage devra donc étre effectuer dans un autre solvant. Cette technique a ainsi permis de
synthétiser différents composés aromatiques fluorés avec des rendements compris entre 16 et
84%.

Ensuite, I’équipe de Zarrad, en se basant sur les résultats précédemment obtenus par
Scott et al, ont décidé d’évaluer d’autres paramétres réactionnels. Ces derniers ont étudié
I’influence de la température et du temps de marquage, ainsi que celle de la quantité¢ de
précurseur et de catalyseur utilisée.



En ce qui concerne la température, le meilleur rendement (75%) a été obtenu en utilisant
une temperature de 100°C. Ces auteurs ont notamment montré que le fait de diminuer la
température de marquage diminue fortement le rendement de réaction, puisqu’il tombe en
dessous des 50% pour une température de 90°C.

Du point de vue du temps de marquage, son influence n’est pas critique tant que ce
dernier reste inférieur a 20 minutes. Pour des temps de réactions plus longs, le rendement
chute fortement.

Pour ce qui est de la quantité de précurseur et celle de catalyseur, les quantités optimales
sont de respectivement 40 et 30 pmol.

De plus, comme nous pouvons le voir sur le Schéma 31, cette réaction tolére un grand
nombre de groupements différents (amines, methoxydes, carbonyles) et notamment des
amines secondaires. Deux isomeéres de la 4-[*®F] fluoro-N,N-dimethylphenylamine ont pu
étre marqués avec des rendements 34+11% et 7+1%.

BFYELNOTE (11 pmol) in
LG - iF
- @/ DMA (1 mL) . _II/E:\‘/
& CulOTRApy)e (30 pmod) =
30 pmal 100 *C. 10 min
(LG = SnMe; or SnBuy) air
o]
o~ A
.H"\-\.::;:-’ B "Ly ‘“x_'::".
7244'%" (1a: SnMey) 3412%0 (2- SnMey) 17£1% (3 SnMes)
8811%" (1bx SnBuy)
& o I\I\\_\ S S /U-.‘ J
M‘“D -« 0 -
16£1%8 (4: SnMey) B422%" (5: SnMe.) 55+3%" (Ba: SnMes)
44£29%9 (Bb SnBu)
o N N_H 18
Y NAS~(
o= L7
[*®F)Anle186b

62+8%3 (48%)" (T: SnMey)

Schéma 31: Molécules marquées par SN d’organostannates catalysée au cuivre [80].
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En ce qui concerne le marquage d’amines primaires, cette équipe a également pu
marquer la 3-O-methyl-6-[**F]fluoro-I-DOPA ([**FJOMFD) (Schéma 32). Une protection
préalable de la fonction amine est nécessaire puisque ces derniéres solvatent les [*°F]
fluorures et les rendent non-réactionnels. L’utilisation de Boc,O, comme groupement
protecteur, permet un marquage avec un RCY de 16%.

1) 18F/Et,NOTFf

SnMe; Cu(py)4(OTf)» 18
30% nBuOH in DMA CO,H
COFEU 360¢, 10 min, air
NH;
B NHBoC ) 3804 HCL 100°C, 15 min~ HO
OMe 16% OMe

Schéma 32: Marquage de la [**FJOMFD. 1) Marquage 2) Déprotection en milieu acide [80].

Ensuite, cette équipe a réalisé une étude mécanistique de la réaction, illustrée sur le
Schéma 33.

LG

R
EtN''F  EuNOTF LGOTS

- 8
LiCu'(OTh, LA L.ou'(oT) Q'FLZ' R‘@ LZ’ R© # R©
L = Py and/or ROH

LG = B(OH),, Bpin, SnR;

Schéma 33: Mécanisme proposé pour la réaction de marquage au moyen d’un catalyseur au cuivre.

Le mécanisme proposé par ces auteurs implique, dans un premier temps, I’échange
d’un ligand du cuivre par le fluor-18. Ensuite, un nouvel échange de ligand a lieu mais cette
fois avec le précurseur, qui perd ainsi son groupement trimethylestannyle. Apres cela, le
cuivre est oxydé par de 1’0, ce qui entraine la libération du produit marqué.

2.6. Travaux précédents réalisés au CRC

Le CRC possede une grande expérience dans la conception, la production et ’analyse
de radiotraceurs [81] [82] [83] [84]. Une premiere évaluation des ylures d’iodonium, en vue
du marquage de la ['°F]FBA, a été effectuée par Cedric Georges, lors de son mémoire réalisé
au CRC en 2017.

Dans un premier temps, 1I’ylure d’aryliodonium fut synthétisé a partir de la 2,2-
diméthyl-1,3-dioxane-4,6-dione (Acide de Meldrum) et dans un second temps avec le dérivée
spirocyclique correspondant (Schéma 34). Cependant, ces composés sont peu stables et se
dégradent, notamment lors de la purification par chromatographie liquide (LC) en phase
normale. Une méthode d’extraction liquide-liquide a été également évaluée mais celle-ci n’a
pas été en mesure de fournir le composé avec une pureté suffisante.
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Schéma 34: Voie de synthése utilisée par Cédric Goerges en vue du marquage de la [**F]JFBA.

Le marquage du dérivé spirocyclique s’est également averé infructueux alors que celui
au départ de I’acide de Meldrum a permis d’obtenir la [**F]FBA avec un rendement de 55%.
Le rendement chute a 33%, lorsque la synthése est effectuee sur le composé purifié.
Cependant, la quantité mise en ceuvre était elle aussi plus faible (10 mg au lieu de 15 mg).
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3. Résultats et discussions

Rappelons que ce travail a pour but, de synthétiser deux nouveaux substrats de
marquage en vue de préparer la [*®FJFBA. D’aprés le schéma rétrosynthétique (Schéma 35),
il devrait étre possible de les préparer au départ d’un intermédiaire commun, a savoir la p-
iodobenzylamine, qui pour les besoins de la synthése devra étre protégee.

0O
N
Fluoration A @N O_é 0 Boc,O protection
NH, ~——— §n -— X JiijH2

18 . o) — /@”NO O% :>I
NO O+ | H
H

[
OW

ox°
Schéma 35: Rétrosyntheése de la [**F]FBA.

Dans la suite de ce chapitre, nous parlerons brievement de la synthese de la p-
iodobenzyleaminecarbamate, ainsi que de celles de I’ylure et du dérivé organostannique.
Ensuite, nous passerons en revue les résultats de marquage obtenus par SN au fluor-18, de ces
composés. En fonction des résultats, I’automatisation sera présentée. Pour terminer, nous
décrirons les différents essais de couplages réalisés.

3.1. Synthése du p-iodobenzylaminecarbamate

Le produit de départ pour la synthése de nos substrats de marquage (ylure et stannate)
est le p-iodobenzylaminecarbamate (Composé C, INHBoc, Schéma 36). Bien que cette
molécule soit disponible commercialement, ce composé est relativement onéreux (274€/g).
L’amine requise pour sa synthése 1’est également (50€/100mg). La synthese de ces deux
composés a des lors été réalisée au CRC [14], au départ du p-iodobenzonitrile (Composé A,
IBzCN, Schéma 36) qui apres réduction en p-iodobenzylamine (Composé B, IBzNH,
Schéma 36), peut étre protégée par un groupement Boc. Au début de ce travail, nous
disposions de 2 g de ce produit synthétisé selon le Schéma 36.

O
cz=N )]\
1.BHg, THF; 70°C, 2h - NHz  Boc,0, NaHCO3, MeOH - N
2.EtOH, HCI.Et,O; 0°C, 5 min | 50°C, Ultrasons, 30 min /©/\H
l [
¢

A B

Schéma 36: Synthese de la p-iodobenzylaminecarbamate [14].

Néanmoins, avant de 1’utiliser, nous avons vérifié qu’il ne s’était pas dégradé. Pour ce
faire, les spectres RMN *H et *C du composé (disponibles en annexes) ont été enregistrés.
Les résultats des données spectrales, reprises ci-dessous, sont en accord avec la structure
attendue pour ce compose.



RMN *H (400 MHz, DMSO) &(ppm):7,58 (d, 2H), 6,96 (d, 2H), 4,78 (br s, 1H), 4,18 (d, 2H),
1,38 (s, 9H)

RMN C (101 MHz, DMSO) &(ppm): 155,8 — 138,7 — 137,6 — 129,4 — 92,6 — 79,7 — 44,1 —
28,4

Ce composé a également été analysé par UPLC-MS (Figure 7). Toutes les analyses
requises pour la synthése de I’ylure ont été réalisées sur la colonne 1 de type Cig (Acquity
UPLC BEH Cyg-1.7um-2.1x50mm), en utilisant le mode gradient 1 (Eluant: ACN/H,0 +0,1%
TFA) repris dans la partie expérimentale de ce travail. Dans ces conditions, le tg de I’INHBoc
est de 3,65 min.
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Figure 7: Chromatogramme UV du INHBoc (240nm).

A présent que nous sommes certains d’avoir le composé C, la synthese du premier
substrat de marquage (ylure) peut étre envisagée.

3.2. Ylure d’aryliodonium

La stratégie suivie pour préparer I’ylure d’iodonium est résumee sur le Schéma 37.
Cette synthese implique deux étapes. La premiére est une étape d’oxydation suivie d’un
couplage avec I’acide de Meldrum.

(0] <
)J\ 1.m-CPBA, CH,Cl,, RT, 6h
< 2 KOH, RT, 1 nuit
O

Schéma 37: Synthése de I’ylure. 1) Oxydation; 2) Couplage avec ’acide de Meldrum.

3.2.1. Oxydation

L’étape d’oxydation a d’abord été réalisée sur 50 mg de I’INHBoc (Schéma 37) et
I’avancement de la réaction a été suivi en temps réel par UPLC-MS. L’analyse du milieu
réactionnel aprés Sh30 d’agitation a température ambiante montre 2 pics avec des temps de
rétention respectifs de 2,09 et 3,65 min (Figure 8).
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Figure 8: Chromatogramme UV du brut d’oxydation aprés 5h30 de réaction (240 nm).

Le pic & 3,65 min (Figure 8) correspond & celui observé lors de 1’analyse de I’INHBoc
(Figure 7). Le second pic (tg = 2,09 min) correspond donc au produit oxydé. Comme aucune
modification n’a pas pu étre observée, ce méme apres un temps de réaction supplémentaire, le
couplage avec I’acide de Meldrum a été réalisé (formation de 1’ylure).

3.2.2. Couplage avec I'acide de Meldrum

Pour une identification plus aisée, ’acide de Meldrum a été analysé. Son tg est de 1,14
min (Figure 9).
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Figure 9: Chromatogramme UV de I'acide de Meldrum (220 nm).

Ensuite, 55,5 mg KOH et 23,8 mg d’acide de Meldrum ont été ajoutés. Apres 15min
de réaction, un léger trouble blanchéatre apparait. Le milieu réactionnel a été laissé sous
agitation durant une heure supplémentaire afin de s’assurer d’une conversion compléte
(Figure 10).
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Figure 10: Chromatogramme UV du brut de réaction apres ajout de I'acide de Meldrum (220nm).



Sur le chromatogramme, nous voyons 1’apparition d’un nouveau pic avec tr de 2,64
min qui devrait correspondre a 1’ylure. Nous pouvons aussi remarquer I’absence du pic
correspondant a 1’acide de Meldrum (tg = 1,13 min).

Comme ces résultats sont accord avec ceux reportés par Cédric Georges durant son
mémoire réalisé au CRC, une purification par chromatographie liquide sur colonne a été
réalisée. Cependant, comme Pike et al [34] I’ont montré et comme également observé par
Cédric Georges, la purification par chromatographie liquide en phase normale est
déconseillée. En effet, dans ce cas, nous observons une dégradation compléte de 1’ylure

d’iodonium. Nous avons donc tenté cette purification sur une colonne semi-préparative Cig
avec un éluant (ACN/H,0 (70/30) (Figure 11).
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Figure 11: Chromatogramme UV lors de la purification du composé 2 (220nm).

Sur base de ce chromatogramme, nous avons collecté trois composés différents que
nous avons ensuite analyses (Figure 12-14).
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Figure 12: Chromatogramme UV correspondant au premier pic de la figure 11 (220 nm).
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Figure 13: Chromatogramme UV du deuxiéme pic de la figure 11 (220 nm).
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Figure 14: Chromatogramme UV du troisiéme pic de la figure 11 (220 nm).

Apreés analyse des différentes fractions en UPLC, nous voyons que le pic supposé
contenir I’ylure (tg = 2,64 min) ne se retrouve dans aucune des fractions collectées. Dans ces
conditions, notre produit s’est également dégradé¢. Cette approche a été abandonnée.

3.3. Dérivés organostanniques

Suite a ce manque de stabilité de I’ylure d’iodonium, comme Cédric Georges 1’avait
reporté et comme nous avons pu I’observer. Nous avons envisagé la synthése d’un nouveau
substrat de marquage a base d’étain selon une stratégie récemment décrite par Zarrad et al
[47]. En effet, ces auteurs ont reporte, pour d’autres molécules, des résultats intéressants de
fluoration au fluor-18 avec ce type d’intermédiaire.

Pour ce faire, nous nous sommes inspirés du protocole expérimental décrit par ces
auteurs, disponible dans le chapitre « Partie expérimentale ». Cette réaction implique 310 mg
de p-iodobenzylaminecarbamate qui ont été mis en présence de 104 mg de Pd(PPhs), et 955
mg de Sn,Meg. Le tout a été solubilise dans 5 mL de dioxane et porté & 100°C durant 18h
(Schéma 38).

I
Pd(PPh3)4, SnzMe(,
N ko > N o
H 1,4-Dioxane, 100°C, 18h \
I —Sn
/ 3

Schéma 38: Réaction de synthese du composé 3.

L’avancement de la réaction a été suivi par CCM (Ether de Pétrole(EP) (60-
95)/AcOEt : 95/5). Elle a également été suivie par UPLC-MS sur la colonne 1 de type Cyg
(Acquity UPLC BEH Cig-1.7um-2.1x50mm), en utilisant le mode gradient 1 (Eluant:
ACN/H,0 +0,1% TFA). Ces conditions ont également été utilisées pour les analyses réalisées
ci apres, nécessaires a la mise au point de cette synthese. Apres 15 minutes, la couleur du
milieu réactionnel passe du jaune au noir. Le mode opératoire indiquait un chauffage durant
18h a 100°C. Cependant, nous nous sommes rendu compte qu’au bout de trois heures la
réaction n’évoluait plus (Figure 15).
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Figure 15: Chromatogramme UV du brut de synthése du dérivé stannique (220 nm).

Aprés analyse UPLC, le pic de I’INHBoc (tr = 3,65 min, R¢= 0.4) n’est pas visible sur
le chromatogramme. Trois autres pics, avec des tg de respectifs de 3,06 ; 4,07 et 4,19 min
apparaissent. Le pic a 4,07 min serait celui du composé d’intérét (3), puisque sur le spectre de
masse (Figure 16), nous pouvons voir un pic de faible intensité & 372 uma. Le composé 3
possede une masse exacte de 371 uma ce qui indique que la molécule obtenue pourrait étre
celle attendue. De plus, nous voyons un pattern caractéristique des dérivés de 1’étain. Cet
¢lément est celui du tableau périodique présentant le plus d’isotopes stables. L.’étain-120, 118
et 116 sont les plus abondants avec, respectivement, 32.58%, 24,22% et 14,54% d’abondance
naturelle [85].
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Figure 16: Spectre de masse du composé 3 (tr = 4,07 min).

Aprés extraction liquide/liquide filtration sur laine de verre et célite, une purification
sur colonne de silice a été réalisée. Cependant, lors de cette purification, le composé s’est élué
plus rapidement que prévu de la colonne et n’a donc pas pu étre récupéré avec une pureté de
100%. La force de I’éluant était trop importante pour permettre une bonne séparation. Sa
composition a donc été adaptée en passant d’un mélange EP (60-95)/AcOEt (80/20) a un
mélange 95/5. Apres purification et évaporation des solvants, nous avons récupéré 273 mg
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d’une huile blanchatre se solidifiant au frigo, redevenant liquide a température ambiante. Pour
cette étape, nous avons obtenu un rendement de 79%.

Le chromatogramme UPLC de ce composé purifié est repris sur la Figure 17. Sur
celle-ci, nous observons un pic largement majoritaire avec un tg de 4,07 min (Rf=0,2). A ce
stade, ce pic est suppose étre celui du composé stannique 3.
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Figure 17: Chromatogramme UV du produit obtenu apres purification par chromatographie (220 nm).

Des analyses RMN *H et *3C (spectres disponibles en annexes) ont été effectuées afin
de prouver avec certitude que la molécule obtenue est bien celle attendue. Les données
spectrales sont résumées ci-dessous, confirmant ainsi notre hypothése.

RMN *H (400 MHz, DMSO) & (ppm):7,42 (d, 2H,), 7,22 (d, 2H), 4,95 (d, 2H), 3,33 (s, 1H)
1,40 (m, 9H), 0.25 (m, 9H)

RMN **C (101 MHz, DMSO) & (ppm): 156,2 — 140,7 — 140,2 — 136,0 — 127,2 — 78,2 — 43,8 —
28,7 (-8,9)

Disposant du précurseur de marquage, la synthése de la [*®F]FBA a été investiguée.

3.4. Syntheése de la ['8F]FBA

Cette synthése a été considérée selon 1’approche décrite dans le Schéma 39. Elle
implique 3 étapes :

e Récupération du fluor-18 et génération d’une espéce active.
e Réaction de marquage.
e Etape de déprotection et de purification.
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Schéma 39: Synthése de la [**F]FBA via un intermédiaire organostannique.

Méme si un automate de synthese (AlO) était disponible au laboratoire pour la mise au
point de cette synthese, les premiers essais ont nécessité des interventions manuelles
(démontage QMA, réacteur, comptage, remise en place cartouche, transfert solution). Toutes
les reactions ont, dans un premier temps, été effectuées avec une séquence d’élution et de
marquage, implémentée dans 1’automate, pour une autre molécule. Cela nous a permis de
limiter ces interventions manuelles au minimum. Ceci était possible puisque le début des
synthéses au fluor-18 est généralement fort semblable d’une molécule a I’autre (récupération
[*®F]fluorures sur QMA, élution et marquage). En fonction des résultats, nous avons donc
modifié la séquence ainsi que nos reéactifs pour les adapter au mieux a notre molécule.

3.4.1. Récupération du fluor-18

Pour le marquage au fluor-18, il est nécessaire, dans un premier temps, de séparer
I’activité sous forme de [**F]F de ’eau enrichie en oxygéne-18. Pour ce faire, la méthode la
plus utilisée actuellement est de faire passer la solution au travers d’une cartouche QMA
(résine échangeuse anionique a base de silice, contenant 46 mg de phase) et ensuite d’éluer
I’activité de la cartouche (Figure 18).

1BE-
H,0 H,**0 gas MeCN gas Eluent

' ) ' ' v }

15g- 15p- - | 13g-

H,0 H,**0 H,*¥0 H,*%0 H,**0
MeCN MeCN

15g-, Eluent

Figure 18: Principe d'élution d'une cartouche QMA [86].

Dans un premier temps, la méthode au K,COz/Kryptofix Ky, a été utilisée puisque
celle-ci a prouvé son efficacité et qu’elle est couramment utilisée au sein du laboratoire. Pour
ce faire, nous avons préparé 750 pL. d’une solution H,O/ACN (20/80) contenant 22 mg de



Kryptofix et 7 mg de K,CO3. Méme si cette élution est possible uniquement avec une solution
aqueuse de K,COg, cette approche est peu intéressante. Il est beaucoup plus facile d’évaporer
le mélange ACN/H,0O que ’eau seule, ce qui contribue a diminuer la durée de cette étape.
Afin de calculer le rendement d’élution, deux mesures ont été effectuées; une sur la cartouche
contenant I’activité et une sur celle-ci apres élution. L’activité a été mesurée au moyen d’une
chambre d’ionisation. Cette technique permet d’¢luer 97% de I’activité. Cependant, le
rendement de marquage réalisé dans la foulée est de seulement 9% (Table 1).

Vu le faible rendement de marquage, nous avons décidé d’évaluer la méthode
d’élution décrite par 1’équipe de Zarrad (décrite dans la partie bibliographique de ce travail).
Cette méthode consiste a éluer 1’activité au moyen d’EtsNOTT en solution dans le MeOH. Les
résultats des différentes élutions avec ce réactif sont également repris dans la Table 1.

N° Composition de I'éluant Activité éluée (%)
1 K,CO3, K222 7 mg, 22 mg ACN/H20:4/1 97,1
2 Et,;NOTf 4,9 mg ACN 0
3 Et,;NOTf 4,9 mg MeOH 78,3
4 Et4NOTf 5mg MeOH 86
5 Et4NOTf 5mg MeOH 89,9
7 EtANOTf 5mg MeOH 85,4
8 Et4NOTf 5mg MeOH 86,7
9 Et4NOTf 5mg MeOH 81,9
10 Et4NOTf 5mg MeOH 98,1
11 EtANOTf 5,3 mg MeOH 98,1
12 Et4NOTf 5,3 mg MeOH 87,6
13 Et4NOTf 5,3 mg MeOH 97,6
14 EtANOTf 4,8 mg MeOH 98,9
15 Et4NOTf 4,8 mg MeOH 99,3
16 Et4NOTf 4,8 mg MeOH 99,6
17 EtANOTf 4,8 mg MeOH 99,5
18 Et4NOTf 4,8 mg MeOH 99,1
19 Et4ANOTf 4,8 mg MeOH 99,5
20 EtANOTf 4,8 mg MeOH 99,1

Table 1: Tableau récapitulatif des différents rendements d’élution (%6).

Dans un premier temps, nous avons évalué 1’influence du solvant d’élution. Lorsque
I’agent de transfert de phase est dissout dans I’ACN (5 mg d’Et4NOTf dans 750 uL ACN),
I’activité reste piégée sur la colonne.

L’élution a donc été retentée mais cette fois, en dissolvant le sel dans 1 mL de MeOH.
Cela permet de récupérer 78% de 1’activité de départ dans le réacteur dédié au marquage.
Disposant de suffisamment d’activité en solution, nous avons tenté un autre essai de 8.
fluoration. Celui-ci s’est avéré concluant puisque dans ce cas, un rendement de 58% a été
obtenu. Le méthanol ayant un effet bénéfique sur 1’¢lution et le rendement de marquage, les
essais suivants ont été réalisés avec ce solvant.

Cependant, au début, nous avons observé des pertes d’activité importantes lors de
I’élution et du transfert de 1a solution vers le réacteur. En effet, le rendement d’élution calculé
sur base de la différence entre I’activité piégée sur la QMA et I’activité résiduelle de celle-ci
apres élution (> 95 %), ne correspond pas a celui considéré, a partit de 1’activité réellement



récupérée dans le réacteur (78-90%). Cette observation a été attribuée, au fait que celui-ci
était préchauffé a 90°C, ce qui entrainait une perte d’activité par évaporation trop rapide du
MeOH. Nous avons donc diminué la température du réacteur puis nous ’avons réduite de
90°C a 35°C, ce qui a effectivement permis de résoudre le probléme. Il est important de
remarquer ici, que cette méthode permet dans ces conditions d’obtenir des résultats d’élution
aussi bons que par la méthode au K,CO3/Kryptofix K.

3.4.2. Evaporation du solvant d’élution

Une fois I’activité éluée dans le réacteur, le MeOH a été évaporé, puisque celui-ci est
un solvant polaire protique capable de solvater les fluorures, les rendant ainsi non
réactionnels. Pour ce faire, le réacteur a été chauffé a 130°C durant 15 min en utilisant la
séquence d’évaporation encodée dans I’AIO pour I’élimination des mélanges ACN/H,0,
utilisé pour I’élution au K,COs/Kryptofix Kzz,. Le méthanol étant completement évaporé
aprés 5 min, la durée de cette étape dans la séquence de synthése a été réduite d’environ 10
min. Ce résultat découle de la plus faible température d’ébullition du méthanol (64,7°C)
comparativement a celle du mélange ACN/eau (76,5°C).

3.4.3. Marquage

Maintenant que les conditions optimales d’¢lution sont déterminées, 1’évaluation de
I’étape de marquage a été envisagée (Schéma 40). Les premiers essais ont été réalisés avec 7
mg (19 umol) de précurseur stannique 3 et environ 20 mg (30 pumol) de CuOTf,Py,. Ces deux
composés ont été préalablement dissout dans 1 mL de DMA puis, a la fin de I’étape
d’évaporation de I’eau, transférés dans le réacteur a 35°C contenant le [18F] F sec. Le tout a
ensuite été porté a 120°C durant 10 min. Notons que lors de cette réaction, la solution passe
successivement d’un bleu intense a un jaune opaque.

0
N J\o / 1) '8F/ Et,NOTf, MeOH - N J\o g
\ /©/\H \ 2) CuOTf,Py,,DMA /©/\H
— 3 100°C, 10 min 18
4

Schéma 40: Marquage de la [**F] FBA protégée par un groupement Boc. 1) Elution de I’activité ; 2) Marquage.

A la fin de cette étape, I’activité totale du réacteur, aprés marquage a été mesurée. Le
DMA contenant I’activité en solution a été transféré dans un autre réacteur et la pureté
radiochimique de cette solution déterminée par CCM (AcOEt 100%) (Figure 19). Toutes les
CCM radioactives ont été effectuées dans ces conditions.
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Figure 19: CCM du brut de marquage.

Sur cette CCM, nous observons un spot dont le R¢ de 0,8 correspond a celui de la
[®F]FBA et un autre qui ne migre pas (R = 0). Ce second spot est vraisemblablement celui
des fluorures, non détectés par I’analyse UPLC puisque celle-ci a été réalisée en milieu acide
[87]. Cette TLC montre que la pureté radiochimique de cette solution est de 50 % (la pureté
varie de 20 a 90 % en fonction des expériences). Sur base de ces données, un rendement de
marquage en [**F]FBABoc de ’ordre de 40 % a été calculé.

Pour calculer les rendements, nous avons tenu compte des activités utilisées et de
celles récupérées, de la pureté radiochimique ainsi que de la décroissance radioactive dont la
loi de vitesse est reprise ci-dessous (Schéma 41). Le temps de manipulation pouvant étre
variable d’une expérience a ’autre, cela nous a permis de convertir tous les résultats a la
méme heure et de nous affranchir de la durée de manipulation. Tous les résultats présentes
dans ce travail sont corrigés par rapport a la décroissance (dc).

A(t) = Aoe_kt

Schéma 41: Loi de décroissance radioactive. A(t) représente I’activité au temps t, Ay I’activité initiale et k est la
constante de vitesse de désintégration du fluor-18.

Apres marquage, le brut de réaction a été analysé par UPLC. Toutes les analyses
UPLC des produits obtenus en chimie radioactive ont été effectuées sur la colonne 2 de type
Cis (Acquity UPLC CSH Cyg-1.7um-2.1x100mm) avec le gradient 2 (ACN/H,0). Ce
chromatogramme et celui du produit de départ sont disponibles respectivement aux Figures
20 et 21.
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Figure 20: Chromatogramme UV du composé 3 (220nm).
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Figure 21: Chromatogramme radiochimique du brut de marquage (220 nm).

Le Figure 21 ne montre qu’un seul pic radiochimique dont le temps de rétention de
4,35 min (Rf = 0.8) est différent de celui du composé 3. (tg = 5,63 min, Figure 20) mais
identique & celui de la référence non radioactive de [**FJFBABoc (tr = 4,33 min, Figure 22).
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Figure 22: Chromatogramme UV de la référence [**F]FBABoc (210 nm).

Le spectre RMN *H de la [**F]JFBABoc, synthétisée au laboratoire a également été
enregistré (disponible en annexes). Les résultats de cette analyse sont résumés ci-dessous :

RMN 'H (400 MHz, DMSO) 5(ppm):7,34 (t, 2H), 7,21 (t, 2H), 4,175 (d, 2H), 3,41 (s, 1H),
1,47 (m, 9H).

Ici, il est important de noter que contrairement aux methodes de synthése de la
[*®F]FBA référencées dans la littérature, I’introduction du fluor-18 est réalisée sur la molécule
compléte protégée, en derniére étape. Comparativement, les autres méthodes nécessitent au
moins deux étapes car elles impliquent d’abord une étape de marquage suivie d’une étape de



réduction du groupement nitrile. Cette facon d’opérer présente I’avantage que la perte
d’activité, due a la décroissance, est limitée puisque toutes les étapes ne nécessitant pas
d’activité sont effectuées préalablement.

Sur base de ces résultats préliminaires, nous avons tenté d’évaluer 1’influence des
différents paramétres (quantité de précurseur, catalyseur, durée de marquage).

3.4.3.1. Influence de la quantité de précurseur

Dans un premier temps, nous avons évalué I’influence de la quantité de précurseur sur
ce rendement. Pour cette évaluation, la quantité de précurseur a été ajustée entre 2 et 13 mg.
Les autres parametres réactionnels ont été maintenus constant durant la totalité des essais
(Catalyseur :20 mg (30 pumol), T=120°C, t= 10 min). Les résultats obtenus sont repris dans la
Table 2.

Précurseur (mg) Rendement dc (%)

2 61,7

4 70,1

6,5 58,9

45,8

38,2

56,6

13 40,1

Table 2 Rendements de marquage en fonction de la quantité de précurseur utilisée avec 20 mg de catalyseur, a 120°C
durant 10 min.

Pour des quantités de précurseurs comprises entre 2 mg (5 pumol) et 13 mg (35 pmol),
les rendements obtenus varient de 38 a 70 %. Ces expériences ont été réalisées en mode
automatique sur I’AIO. Cependant, durant ces premiers essais automatisés, des pertes
d’activité variables ont été observées lors de I’introduction des fluorures dans le réacteur de
marquage. Cela pourrait expliquer certaines valeurs contre intuitives puisque les rendements
les plus €élevés observés, le sont avec des quantités plus faibles de précurseur. Néanmoins,
nous avons décidé de poursuivre ce travail, en utilisant la quantité de précurseur (4 mg, 10
pmol) fournissant le meilleur rendement (70%). Au cours de ces essais, le probleme de perte
d’activité a été identifié et résolu, nous permettant ainsi de nous affranchir de la variabilité des
résultats lors des futurs essais.

3.4.3.2. Impactde la guantité de catalyseur

Remarque: Les rendements présentés dans la suite de cet exposé sont des rendements apres
pré-purification. En effet, lors du développement de cette synthése radiochimique, nous avons
exploité au maximum [’activité disponible car celle-Ci a un cout non négligeable et n’est pas
produite en permanence. L 'étape de purification (décrite dans la suite) a donc été developpée
et partiellement automatisée avant [’étude des parametres réactionnels. Les mesures



d’activite, nécessaires au calcul du rendement avant purification, n’ont dans ce cas pas été
réalisees.

Pour étudier I’impact de la quantité de catalyseur, nous avons utilisé la méme quantité
de précurseur (4 mg) et nous avons fait varier celle du catalyseur de 5 mg (13 umol) a 19 mg
(40 umol) en maintenant la température a 120°C et une durée du marquage de 10 min (Table
3).

Catalyseur (mg) Rendement (dc) (%)

5 5

8 14
9 47
10 43
15 48
15 41
19 44

Table 3: Rendement de marquage en fonction de la quantité de catalyseur utilisée. Marquage effectué a 120°C durant
10 min avec 4 mg de précurseur.

Entre 20 et 10 mg de catalyseur, les différences de rendements ne sont pas
significatives. En dec¢a de ces valeurs, le rendement chute de 40 % vers 15 %. Ces résultats
expérimentaux montrent qu’une diminution de la quantité de catalyseur n’est pas bénéfique a
la réaction puisque des rendements inférieurs sont observés lorsque de plus faibles quantités
de Cu(Py),OTf, sont utilisées. Notons cependant que la valeur obtenue avec 5 mg de
catalyseur est sous estimée car une perte d’activité a été observée durant la manipulation. Le
meilleur rendement de 48% a été obtenu en utilisant une quantité de catalyseur de 15 mg.
Cette quantité de catalyseur sera donc celle utilisée afin d’évaluer le dernier parameétre
réactionnel, la durée de marquage.

3.4.3.3. Influence du temps de réaction.

Les expériences précédentes ont été conduites pendant 10 minutes avec 4 mg de
précurseur et 15 mg du catalyseur au cuivre a une température de 120°C. Dans cette partie du
travail, nous avons conservé ces paramétres mais nous avons fait varier la durée de 1’étape de
marquage, entre 2,5 et 10 min.

Nous pouvons voire dans la Table 4, que les meilleurs rendements ont été obtenus
pour une durée de réaction de 5 min. Pour ces trois essais, une valeur de 1’ordre de 50 % est
obtenue. Cependant, un quatriéme essai dans ces conditions n’a permis d’obtenir qu’un RCY
de 25,1%. Une explication possible est que pour cet essai, le précurseur et le catalyseur ont éte
préalablement dissouts dans le DMA (deux semaines). Dans ce cas, une dégradation d’un ou
des deux composés n’est donc pas a exclure.



t (min) Rendements (dc)(%)
2,5 37
5 49
5 51
5 55
10 41

Table 4: Influence du temps de marquage sur le rendement. Essais réalisés avec 4 mg de précurseur, 15 mg de
catalyseur et a 120°C.

Des temps de réaction plus court ou plus long ne permettent pas d’augmenter ce
rendement. Cependant, par manque de temps, nous n’avons pas pu confirmer ces
observations. Maintenant que les parametres réactionnels du marquage ont été étudiés, la mise
au point de la réaction de déprotection peut étre abordée.

3.4.4. Déprotection du groupement amine.

L’étape de déprotection consiste en une hydrolyse en milieu acide du groupement
carbamate de la [*®*F]JFBABoc afin d’obtenir I’amine libre (Schéma 42).

1) HCI (2M), 90°C, Smin NH,
>
2) NaOH (2M) 18R
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Schéma 42: Réaction de déprotection de la [*F]FBABoc. 1) Hydrolyse ; 2) Neutralisation

Dans un premier temps, I’hydrolyse du groupement Boc a été réalisée avec de I’HCI
(6M) a 130°C durant 10 min. Le radiochromatogramme UPLC du brut d’hydrolyse, apres
neutralisation en milieu basique, est disponible a la figure 23.
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Figure 23: Radiochromatogramme du mélange réactionnel aprés hydrolyse et neutralisation (Composé 5).

La figure ci-dessus montre un seul pic radiochimique (t, = 2,75 min.) correspondant au
composé 4 (tg = 4,35 min, Figure 23). De méme, le spot CCM avec un Rs de 0,8 disparait
pour laisser place a celui avec un Rsde 0 (Figure 24). Les CCM ne permettrons donc pas de



calculer la pureté radiochimique de notre composé puisque les ions fluorures possédent le
méme Ry.
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Figure 24: CCM du brut d’hydrolyse aprés neutralisation.

L’hydrolyse est rapide et compléte avec 1,5 mL de I’'HCl 6M. Cependant, I’utilisation
de solutions acides concentrées est a éviter lors de synthéses radiochimiques automatisées.
Comme les groupements Boc sont normalement facilement hydrolysables, nous avons donc
testé a nouveau cette étape avec de I’HCl 1M. Pour ce faire, les conditions expérimentales ont
été maintenues et seule la concentration de la solution acide a été modifiée. Les deux essais
suivants se sont avérés concluants. Cependant au troisieme essai, une hydrolyse incompléte a
été observée (90%) aussi bien par UPLC que par CCM. Afin de fiabiliser au maximum cette
¢tape, nous avons alors décidé d’utiliser pour les essais suivants de ’HCI 2M. L’hydrolyse
est, dans ce cas, chaque fois compléte et le [**F]FBABoc non détectable lors des analyses
CCM et UPLC.

Ensuite, de nouveaux essais ont été effectués afin de déterminer s’il était possible de
diminuer la température et le temps de reaction. Nous avons donc réduit la durée de
I’hydrolyse de 10 minutes. Une déprotection quantitative était toujours observée. Ensuite, la
température a été réduite a 100°C et par la suite a 90°C. A chaque fois, nous avons observé
une déprotection complete de la molécule marquée. Un temps de réaction de 5 min et une
température de 90°C ont été maintenus pour le reste des expériences. Il aurait été intéressant
d’investiguer d’autres parametres. Malheureusement, par manque de temps, cela n’a pas été
possible. Maintenant que la [**F]JFBA a pu étre obtenue, il est nécessaire de pouvoir la
récupérer et de I’isoler des impuretés du milieu.

o1



3.4.5. Pré-purification sur cartouche tCis

Aprés déprotection, nous avons donc essayé de pré-purifier la [**F]FBA des diverses
impuretés radioactives et non radioactives présentes dans le milieu ([**F]F, DMA, sels de
cuivre et d’étain,...). Afin d’automatiser cette étape de purification, des essais par passage au
travers de divers type de cartouches (une a base de copolymeére permettant des séparations en
phase inverse, une comportant des fonctions amines et une a base de diol) ont été réalises
manuellement dans un premier temps. Une illustration de ce type de cartouche est disponible
a la Figure 25

Figure 25: Cartouche SEP-PAK Cyg (400mg) de la firme Waters.

Pour évaluer I’efficacité de ces cartouches, des essais de piégeage avec une aliquote du
brut d’hydrolyse a pH acide et une autre a pH basique ont été effectués. Nous avons fait
passer ces solutions au travers de la phase stationnaire. Ensuite, nous avons mesuré ’activité
retenue sur la cartouche et celle passée au travers (éluat). Parmi ces cartouches, seul la Cysg,
apres passage d’une solution basique, permet de piéger efficacement 1’activité.

Ces résultats s’expliquent par le fait qu’aprées 1’étape de déprotection réalisée en milieu
acide, la ["®F]FBA se trouve en solution sous forme protonée. L’activité ne peut étre retenue
sur le support que si la molécule est sous sa forme neutre. En effet, la cartouche contient une
phase stationnaire de type Cig Le trapping d’une molécule chargée n’est pas possible sur ce
type de support. Une séquence de neutralisation et une pre purification sur tC ont donc été
implémentées dans le processus d’automatisation (Schéma 43).

NGID—I3 NaOH NH,
©
18 Cl 18p

Schéma 43: Réaction de neutralisation de la [*®F] FBA.

Pour ce faire, 2 mL d’une solution de NaOH 2M ont été ajoutés au milieu réactionnel.
Cette quantité représente un léger excés par rapport a celle d’HCI précédemment utilisée et
permet une neutralisation compléte. Une fois ’activité trappée, la cartouche a été lavée par un
volume additionnel d’eau et ce afin d’éliminer au maximum les [*°F]F de la cartouche. Les



differents éluats ont été récupérés et analysés par CCM et UPLC. Le Rf de la
fluorobenzylamine étant proche de zéro, 1’analyse CCM ne permet pas de déterminer avec
certitude la pureté radiochimique du composé ainsi purifié. L’activité trappée sur la cartouche
a ensuite été ¢luée avec 2 ml de MeOH. L’¢lution est quantitative puisque ’activité résiduelle
de la cartouche est négligeable par rapport a ’activité piégée. Comme les étapes de marquage,
de déprotection et de pré-purification ont été réalisées, il est nécessaire de prouver que la
molécule obtenue est bien de la ['*F]FBA.

3.4.6. Identification

En radiochimie, il n’est malheureusement pas possible de caractériser les produits de
synthése au moyen des techniques d’analyse classiques comme la RMN ou la spectrométrie
de masse, si celle-ci ne se trouve pas dans des locaux agréés. En effet, les synthéses
radiochimiques réalisées au niveau du no-carrier-added (nca) génerent de trés faibles quantités
de produits (=pg) qui ne sont pas facilement détectables par ces méthodes. Les produits sont
donc généralement identifiés par comparaison des temps de rétention UPLC avec ceux de
références froides, quant a elles, bien caractérisées par ces techniques. Les temps de rétention
obtenus pour les différents composés sont repris dans la Table 5.

Temps de rétention (min)
Radioactif | Références

(@]
3 4 o N / 5,36 0.2

N° Molécules R

(e]
PN
4 v o | 433 4,35 0,8
18F/©/\H

NH,
5 g 2,75 2,76 0
18F

NO,

6 Oﬂwﬁ 284 / 0.9
18 =

7 ”ﬁ 4.59 467 05
18F/©/\H

Table 5: Résumé des temps de rétention des produits de synthéses radioactives et des références froides.

La FBA de référence, disponible au laboratoire a été analysée par UPLC. Ce
chromatogramme montrait la présence de plusieurs pics. Le composé a donc été purifié par
distillation. Apres purification, un seul pic est visible en UV (t; = 2,76 min, Figure 26).



2.00-

2 1.00-
0.00 7 T T T T T T T T T ‘\ I ‘L"
000 100 2,00 300 400 500 600 7.00  8.00

Minutes

Figure 26: Chromatogramme UV de la [*F]FBA ( 220nm).

Les spectres RMN H et *C de ce composé ont également été enregistrés et sont
disponibles en annexes. Les résultats sont résumés ci-dessous.

RMN *H (400 MHz, DMSO) 5(ppm):7,35 (t, 2H,), 7,11 (t, 2H,), 3,18 (s, 2H), 2,54 (s, 2H).

RMN 2C (101 MHz, DMSO) §(ppm): 162,5 — 140,9 — 129,23 — 129,2 — 1152 — 115,2 — 49,0
45,35

Ensuite, apres hydrolyse et pré purification, le brut de marquage a été analysé par
UPLC. Un pic radiochimique avec un tg de 2,76 min est visible dessus (Figure 27). Le
chromatogramme UV associé a cette injection radioactive ne montre aucun pic UV a ce temps
de rétention de 2,76 min (Figure 28). Il a été traité a 236 nm pour mettre en évidence tous les
pics UV de ce milieu.
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Figure 27: Chromatogramme radiochimique du brut de marquage.
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Figure 28: Chromatogramme UV associé au produit radioactif (236 nm).



Pour identifier la [**F]JFBA, nous avons ajouté un peu de [**F]FBA & notre solution
radioactive. Dans ce cas, un nouveau pic UV dont le temps de rétention est de 2.7 min
apparait au méme temps de rétention que le produit radioactif (tg = 2,76 min, Figure 29). Ceci
confirme bien que la molécule synthétisée est de la [*°F]FBA.
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Figure 29: Chromatogramme radiochimique et UV aprés ajout de la référence ([*°F]FBA) au brut de marquage
(236nm).

Bien que la fixation de la [*®*F]JFBA sur la cartouche Cyg soit possible, il est
indispensable de prouver que cette derniére est bien quantitative et qu’une partie de la
["|F]JFBA n’est pas éluée du support lors des lavages a 1’eau. Pour ce faire, nous avons
analysé les différents éluats aprés passage sur C1g. Comme la [**F]FBA et les [*®F]fluorures ne
migrent pas lors des CCM (R¢= 0, Figure 24), il n’est pas possible de faire la différence entre
ces deux produits par cette technique. De méme, la détermination de la pureté radiochimique
par UPLC, en condition acide, n’est également pas possible car dans ces conditions, les
[*®F]fluorures ne sont pas élués de la colonne [87]. Pour essayer de surmonter ce probléme,
les analyses UPLC ont été réalisées dans des conditions compatibles avec une élution des
fluorures (soit a pH neutre). Nous avons injecté la solution de « waste » de la tCyg, supposée
ne contenir que les [**F]F- (Figure 30) et une solution de [*®F]fluorure de rincage des lignes
de transfert (Figure 31).
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Figure 30: Chromatogramme radiochimique de la solution « waste ».
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Figure 31 : Chromatogramme radiochimique de la solution de [**F]fluorure.

Un seul pic radioactif d0 aux [*®F]fluorures est visible sur ces chromatogrammes
(tz =0.51, Figure 30 et 31). Comme sur le chromatogramme du « waste », le pic de [**F]FBA
n’est pas visible (tg= 2.75, Figure 29). Nous pouvons conclure que la ['**F]JFBA reste bien
fixée sur la cartouche pendant les étapes de lavage a ’eau.

3.4.7. Automatisation.

Sur base de toutes ces informations, nous avons finalisé I’automatisation de la
synthése sur I’AIO (Trasis). Celle-ci est réalisée au moyen de rampes, de vannes disposables
sur lesquelles sont placées différents réactifs, seringues, cartouches (SPE, QMA,..). Tous les
réactifs sont mis en solution manuellement avant le début de la séquence. La Figure 32
résume le « layout » de I’appareillage utilisé et les divers éléments nécessaires pour réaliser,
en mode entiérement automatisé, la synthése de la [*°F]FBA.



Figure 32: Layout de la cassette pour la synthése de la [*F]FBA.

1) Flacon récupération H,*0. 9) MeOH (10 mL).

2) Et4NOTT (5 mg) dans MeOH (1 mL). 10) Pochette d’eau.

3) Seringue de 3 ml. 11) Seringue de 12 ml.

4-5) QMA 46 mg. 12-13) SEP PAK tCig (400 mg).

6) Seringue de 20 ml. 14) HCI 2 M (3.5 mL).

7) Ligne d’entrée vers le réacteur;. 15) NaOH 2M (3.5 mL).

8) Précurseur (4 mg), catalyseur (15 mg), 16) Ligne de récupeération du produit final.
DMA (1 mL).

Avec cette séquence d’automatisation finalisée, nous avons réalisé deux essais avec
des quantités plus importantes de radioactivité (50-60 mCi) et ce sans aucun controle
intermédiaire. Dans ce cas, la [**F]FBA pré-purifiée par tCyg est récupérée avec un rendement
pouvant atteindre les 55% (dc) aprés 27 min de synthese.

Disposant d’un batch de [*®F]JFBA, nous avons considéré une réaction de couplage
avec un aldéehyde de structure simple.
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3.5. Couplage avec l'o-nitrobenzaldéhyde

Les premiers essais de couplage ont été realisés avec 1’o-nitrobenzaldéhyde (Schéma
44). Cette réaction est inspirée de celle décrite par Bock et al [29], disponible dans la « Partie
expérimentale » de ce travail.

0 No,

H)‘\Ej NO, NO,
NaBH,
NH, 3 N/ 4 A N
18 60°c, 10 min RT, 10 min H
F ISF lgF
6 7

5

Schéma 44: Couplage de la [*®F]FBA avec la o-nitrobenzaldéhyde. 1) Formation de I’imine ; 2) Réduction au NaBH,.

Le mode opératoire implique deux étapes. La premiere ou a lieu le couplage entre
I’amine et le groupement carbonyle a été réalisée dans le MeOH a 60°C durant 10 min. Cela
génére I’imine (Composé 9). La seconde implique une réduction au moyen de NaBH, a
température ambiante durant 10 min également afin d’obtenir 1’amine correspondante
(Compose 10) (Schéma 44).

3.5.1. Formation de l'imine.

La ['®F]JFBA préalablement synthétisée a été mise en réaction avec de 1’o-
nitrobenzaldéhyde, en solution dans le méthanol. Les essais de couplage avec la [**F]JFBA ont
été effectués et analysés par CCM (AcOEt 100%) et UPLC sur la colonne 2 de type Cig
(Acquity UPLC CSH Cyg-1.7um-2.1x100 mm) en utilisant le gradient 2.

L’analyse radiochimique de ces résultats (Figure 33) montre deux pics avec des temps
de rétention respectifs de 2,69 et de 4,69 min. Le premier pic a un temps de rétention
légérement plus court (tg = 2.6 min). 1l est aussi plus large que celui de la [**F]JFBA (Figure
29). Le deuxiéme pic a 4,69 min est nettement plus fin. L’apparition de deux pics
radiochimiques est inattendue puisque cela signifie que deux produits différents contenant du
fluor-18 ont été synthétises.
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Figure 33: Profil radiochimique du brut de la réaction de couplage entre la [**F]FBA et I’0-nitrobenzaldéhyde.

Sur le chromatogramme UV (Figure 34), seul le pic de 1’o-nitrobenzaldéhyde est
visible.
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Figure 34: Profil UV correspondant a celui de la figure 33 (254 nm).

De la [**F]FBA a été ajoutée au milieu mais nous n’avons pas observé 1’apparition du
pic correspondant & cette réference.
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Figure 35: Brut de réaction du couplage apres un ajout de référence froide (254 nm).

L’analyse par CCM de ce couplage radioactif montre un spot majoritaire (73%) avec
un Ry de 0,9 et un autre minoritaire (9%) avec un Ry de 0 qui correspond & la [**F]FBA
n’ayant pas réagie (Figure 36).
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Figure 36: CCM du brut de réaction apres couplage avec I’o-nitrobenzaldéhyde.

Contrairement a I’article duquel nous nous sommes inspirés, ou les auteurs laissaient

réagir durant 3h, ici une conversion compléte est obtenue au bout de seulement 10 min.
L’¢étape de réduction peut donc étre envisagée.
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3.5.2. Réduction de I'imine

Ensuite, la réduction de I’imine a été réalisée et analysée par UPLC (Figure 37).
Apres réduction, le pic observé a 2,59 min (Figure 33) a complétement disparu au profit d’un
seul un pic radiochimique ayant un tg de 4,59 min. Sur base de ces chromatogrammes, il est
étonnant d’observer que lors du couplage, une partic de 1’imine semble déja se réduire avant
I’addition du NaBHa.
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Figure 37: Chromatogramme radiochimique de I’imine réduite.

De méme, 1’analyse par CCM indique qu’une réaction a bien eu lieu puisque le spot
avec un Rg de 0.9 (Figure 36) disparait pour laisser place a un autre avec un R de 0.5 (Figure
38).
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Figure 38: CCM du brut de couplage aprés réduction au NaBH,.

Afin d’interpréter ces résultats expérimentaux, nous avons considéré la synthése non
radioactive de ce composé.
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3.5.3. Identification

Dans un premier temps, le chromatogramme UV de 1’o-nitrobenzaldéhyde a été
enregistré (Figure 39). Ce compose présente un temps de rétention de 3,22 min.
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Figure 39: Chromatogramme UV de I'o-nitrobenzaldéhyde (354 nm).

Ensuite, un essai de couplage de ce composé avec la [®°F]JFBA a été réalisé. Le
chromatogramme UV du brut de réaction obtenu dans le méthanol, aprés mélange d’o-
nitrobenzaldehyde avec un trés léger excés de [*°F]FBA ( 60°C, 10 min), est disponible & la
figure 40.
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Figure 40: Chromatogramme UV du brut de couplage non radioactif (236 nm).

Sur ce chromatogramme, nous pouvons observer deux pics avec, respectivement, des
temps de rétention de 2,81 et 4,56 min. Le premier pic correspond vraisemblablement au léger
exces de FBA et le second a I’imine. Quant a lui, le pic d’o-nitrobenzaldéhyde a totalement
disparu. L’ajout de NaBH,4 ne modifie pas ce profil et ce quelque soit la durée de 1’étape de
réduction (60 min). Ceci semble indiquer que dans ce cas, la formation de 1’imine est rapide et
que celle-ci est tres facilement réduite en amine correspondante. En effet, le pic UV observeé a
4,56 min a un temps de rétention semblable a celui du produit radioactif réduit (4,59 min,
Figure 37). La co-injection d’un mélange du produit radioactif réduit avec ce composé
« froid » semble confirmer ce résultat et le fait que ’amine a bien été synthétisée.

Pour étre rigoureux, cette synthése ne pourra étre completement validée que si le
composé non radioactif est synthétisé, isolé et que sa structure soit bien établie par RMN.
Malheureusement, le temps nous a manqué pour finaliser cette synthése. Comme les premiers
essaies de couplage semblent fonctionner, le couplage avec le maltose a été envisagé.



3.6. Couplage avec le maltose

Comme la fonction premiére de la [*®F]FBA est d’étre couplée avec le maltose, des
essais ont également été menés. Les expériences ont été réalisées selon le méme mode
opératoire que dans le cas de I’o-nitrobenzaldéhyde (Schéma 45).

OH OH OH

(0] (0] 0]
HO HO HO
HO! OH ['8F] FBA HO! OH NaBH, HO OH
. —_ HO
HO o HO o o
HO. 0 60°c, 10 min HO. OH  RT, 10 min HO. OH
1SE BF
HO HO | HO
OH N, HN
8 9

Schéma 45: Réaction de couplage de la [*®F]JFBA avec le maltose. a) Couplage; b) Réduction.

En ce qui concerne le couplage avec le maltose, aucun changement sur les plaques
CCM (AcOEt 100%) n’a pu étre observé ni lors de 1’étape de couplage, ni lors de la
réduction. Cela peut signifier deux choses soit qu’aucune réaction n’a eu lieu soit que le
produit ne migre pas dans ces conditions. Par manque de temps, nous n’avons pas pu
investiguer plus amplement cette réaction.
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4. Conclusions et perspectives

Rappelons que le but de ce travail était de développer la synthese de deux nouveaux
précurseurs de marquage et de les évaluer en vue de préparer la [**F]JFBA (Schéma 46). La
synthése de ces deux composés a été réalisée au départ d’un intermédiaire commun, a savoir,
le p-iodobenzylaminecarbamate (Composeé 1).

J\ 1) '8F/ Et,NOTT, MLOH
INe)
\ H \ 2 CuOszPy4 DMA
e6 —8n 100°C, 10 min

J\ o 1) HCI (2M), 90°C, Smin
N,

2) NaOH (2M)

Schéma 46: Synthése de la [**F|FBA via un ylure d’iodonium ou un dérivé organostannique

Le premier substrat investigué était un ylure d’iodonium (Composé 2) et le second un
dérivé stannique (Composé 3). Le premier de ces composés s’est révélé instable et il ne nous
a pas ¢été possible d’en isoler suffisamment pour pouvoir mener a bien la synthése
radiochimique. Ces résultats sont en accord avec ceux préalablement observés par Cédric
Georges durant son mémaoire.

Quant au second composeé, la synthése de celui-ci a été réalisée avec succes. Apres
purification par chromatographie sur colonne, nous avons récupéré plusieurs centaines de mg
de ce substrat utilisables pour des investigations en chimie du fluor-18.

Des essais de marquage réalisés, il découle que :

e L’¢lution du fluor-18 de la cartouche QMA est quasi quantitative uniquement avec une
solution d’ET4NOTT en solution dans le méthanol. Il a été également observé que si
I’élution est réalisée avec une solution de K,CO3/K;,, dans un mélange ACN/eau, les
rendements de marquage sont faibles (=10%). L’avantage de la méthode ET,NOTf
comparativement a celle couramment utilisée au CRC (K,CO3/Kz22) est qu’elle permet de
diminuer la durée de la synthése puisque 1’étape de séchage du fluor-18 est ainsi réduite
de 15 a moins de 5 minutes.

e Le fluor-18 anhydre ainsi généré a été incorporé avec succes dans le cycle aromatique.
Divers parameétres ont été étudiés (quantité de précurseur, durée marquage, quantité de
catalyseur). De ces expériences, il résulte que la réaction de SN du groupement Sn(Me)s
catalysée par le cuivre, procéde avec des rendements pouvant atteindre les 70 % avant
purification sur tCyg et ce aprés chauffage a 120°C pendant 5 minutes dans le DMA. Les



conditions ayant permis de fournir le meilleur rendement necessitent 4 mg de précurseur
et 15 mg de catalyseur en solution dans 1 mL de DMA ainsi qu’une durée de réaction de
5 min.

e [’hydrolyse du groupement carbamate au moyen d’HCI (2N) est quantitative en moins de
5 minutes. Elle procéde a 90°C dans le méme réacteur que celui utilisé pour la réaction de
marquage ce qui permet d’éviter des pertes d’activité sur les parois du réacteur ou dans
les lignes de transfert.

e La pré-purification sur SPE de type tC;g est aisée, apres neutralisation préalable du milieu
réactionnel avec de la soude (2N). De plus, la fixation sur ce type de support est
quantitative. Aucune perte de [*|F]JFBA n’est observée dans les éluats. Cette pré-
purification permet d’obtenir une pureté radiochimique supérieure a 98%.

e Toutes les étapes (évaporation, marquage, hydrolyse, neutralisation) procedent dans le
méme réacteur. De ce fait, ’automatisation de la procédure s’en est trouvée facilitée. La
['|F]FBA pré-purifiée par tCig, peut ainsi étre récupérée avec un rendement pouvant
atteindre les 55% (dc) aprés 27 min de synthése. Des essais de marquages sur des
quantités plus importantes de radioactivité (50-60 mCi) ont également été effectués avec
des résultats comparables.

e Puisque la synthése de la [|F]JFBA est maintenant entiérement automatisée sur un
synthétiseur de chez Trasis (AlO), une optimalisation plus rigoureuse des divers
parameétres abordés au cours de ce travail (influence T, solvant, durée de marquage,
quantité précurseur, catalyseur,....) est maintenant possible et ce sans aucune intervention
manuelle. L’automatisation ouvre aussi la voie a la production de badges importants en
[*8F]FBA pour les futurs essais de couplage.

e Les essais préliminaires de couplage avec un aldéhyde de structure simple semblent
prometteurs. Cependant, des essais supplémentaires devront étre réalisés afin de
confirmer et de déterminer les meilleures conditions pour cette réaction en minimisant les
quantités de réactif nécessaires et la durée de la réaction. Il sera nécessaire d’évaluer la
méthode sur d’autres dérivés du maltose.

Dans un futur proche, il sera donc nécessaire de développer aprés couplage, une
méthode de purification répondant aux conditions cGMP. En fonction des résultats,
I’implémentation d’une purification dans le protocole d’automatisation sera nécessaire. De
plus, le développement d’un contrdle de qualité devra également étre réalisé.
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5. Partie expérimentale

Le chapitre suivant est consacré a la description du matériel et des méthodes
expérimentales utilisées durant ce travail. Dans un premier temps, nous aborderons
I’appareillage utilis¢é pour mener a bien nos expériences. Dans un second temps, une
description des différents protocoles expérimentaux utilisés afin de synthétiser les différentes
molécules sera présentée.

5.1. Matériel

e Tous les réactifs et produits chimiques utilisés lors des différentes syntheses proviennent
des compagnies Sigma-Aldrich, Merck, Acros, TCI ou Alpha Aesar et furent utilisés tels
quels sans purification supplémentaire.

e Les analyses UPLC ont été effectuées sur une UPLC Acquity de chez Waters avec deux
types de colonnes différentes et un gradient d’élution propre a chacune

-Colonne 1: Acquity UPLC BEH C18-1.7pum-2.1x50mm.
-Colonne 2: Acquity UPLC CSH-C18-1,7um-2.1x100mm.

e Les spectres de masse ont été enregistrés avec un appareil Triple Quadrupole Detecor
(TQD) de chez Waters couplé au systeme Acquity UPLC H-Class de chez Waters

e En ce qui concerne le marquage, I’automate de synthese « All in one » (Figure 41) de chez
Trasis a été utilisé. Cet automate consiste en un systeme de pompes, de détecteurs et de
fours, dans lequel des cartouches modulables sont insérées. Tous les éléments et
consommables pour ’automate proviennent de la firme Trasis.
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Figure 41: Automate de synthése “All-in-One” de chez Trasis.
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Les cartouches (QMA, Sep-Pak, Carbonate Plus Light,...) proviennent de chez Waters et
contiennent 46-400 mg d’adsorbant.

L’activité sous forme de fluorure en solution aqueuse est fournie par le CRC.

Afin de mesurer I’activité lors des opérations manuelles, une chambre d’ionisation VDC
405 de chez Veenstra, a été utilisée.

Tous les spectres RMN ont été enregistrés sur un spectrométre Advance Brucker (400
MHz) et les spectres traités a 1’aide du logiciel Mest Renova 10. En ce qui concerne les
abréviations utilisées : s (singulet), d (doublet), t (triplet), qu (quadruplet), q (quintuplet), m
(multiplet) et br (large).

Les plagues de CCM POLYGRAM SILG/UV254 en gel de silice avec indicateur
fluorescent UV254 (0,20 mm d’épaisseur) de chez MACHEREY-NAGEL ont été utilisees
afin de réaliser les analyses CCM.

Les analyses radiochimiques des CCM ont été effectuées sur un scanner AR-2000 Bioscan
de chez Eckert & Ziegler (Figure 42). Le traitement des données est effectué par le
programme Bio-Chrom plus.
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Figure 42: Scanner radiochimique de CCM AR-2000 Bioscan de chez Eckert & Ziegler.

5.2. Méthodes

Temps(min) | ACN (%) | H,0(%)+0,1%TFA | Flux (ml/min)
0 1 99 0,5
1 1 99 0,5
4 100 0 0,5
5 1 99 0,5

Table 6: Gradient d'élution 1 utilisé lors des UPLC (H20(%)+0,1%TFA).



Temps(min) | ACN (%) H,0(%) Flux (ml/min)
0 0 100 0,5
0,5 0 100 0,5
6 100 0 0,5
7 100 0 0,5
7,1 0 100 0,5
8 0 100 0,5

Table 7: Gradient d'élution 2 utilisé lors des UPLC

Temps de rétention (min)
Radioactif Références

O
X
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N° Molécules Rt
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J
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Table 8: Résumé des temps de rétention des produits de syntheses et des références froides (Gradient 2, colonne 2).

e Réduction du p-iodobenzonitrile (Composé A) [16]:

czN
1.BH3, THF; 70°C, 2h - NH,
2.E10H, HCIELO; 0°C, Smin
|

A B

Dans un ballon a 2 ou 3 tubulures, 1 g de 4-iodobenzonitrile (1) est dissous dans
environ 30 mL de THF sec. Les tubulures sont ensuite scellées par des septums. Le ballon est
purgé a ’azote et placé dans un bain de glace, ou 40 mL d'une solution de BH3. THF (1M dans
du THF) sont ajoutés lentement. Le mélange est ensuite porté a reflux durant 2h a 4h. Un
suivi de l'avancement de la réaction a été effectue par CCM (hexane/acétate d'éthyle 90/10).
L'apparition d'un spot avec un Rf de 0,8 et la disparition du spot a Rf = 0,7 indiquent la
formation de l'intermédiaire borazine. Ensuite, le ballon est refroidi dans un bain de glace et
12 mL d’EtOH sont ajoutés, ainsi que de 6 mL de HCILEt,O, préalablement préparés. La
solution est agitée durant 5 a 10 minutes puis le solvant est évaporé sous pression reduite.



e Protection de ’amine au moyen d’un groupement Boc (Composé C) [16]:

X
NH3  Boc,0, NaHCO;, MeOH - N/O O‘é
| 50°C, Ultrasons, 30 min H
I
C

B

L'entiereté du brut de réaction 2 (environ 5g) est mise en solution dans 90 mL de
MeOH. 4g de Boc,0 et 4,5 g de NaHCO3 sont ajoutés a cette solution. Le mélange est placé
dans un bain a ultrasons durant 3h. Un contrdle de I'avancement de la réaction est effectué par
CCM (hexane/acétate d'éthyle 85/15; Rf = 0,5). La solution est ensuite filtrée puis évaporée a
I'évaporateur rotatif. Une purification par chromatographie sur colonne de silice (éluant
hexane/acétate d'éthyle 85/15) est réalisée. Elle permet la récupération de 881,6 mg de
produit, soit un rendement global de 60,6% par rapport au Compose 1 de départ.

o Synthese de ’ylure d’iodonium (Composé 2) [63]:

i <
0”0
o N
I 1.m-CPBA, CH,Cl,, RT, 2h
0 0‘6 > |

/©/\H 2.KOH, Acide de Meldrum, RT, 15 min OWO
I
o) o) o
1 ﬁ’/\f X ,

o__©O

et

Dans un ballon a une tubulure, 50 mg du Composé 1 (150 pumol) et 34 mg (197 pmol)
de m-CPBA sont dissous dans 8 ml de CH,Cl,, Ensuite, dans un autre ballon 26 mg (180
umol) d’acide de Meldrum et 50 mg (890 umol) de KOH sont dissout dans 8 ml de CH,Cl;,
Le tout est laissé a réagir durant 6h a température ambiante. La réaction est suivie par UPLC
(gradient 1, colonne 1, t; = 2,64 min). Une fois la réaction finie, le contenu du ballon 1 est
ajouté au second et le mélange est laissé sous agitation magnétique durant la nuit. Une fois
que la réaction est achevée, le milieu réactionnel est purifié par chromatographie liquide
(ACN/H,0 : 70/30). 15 mL d’une solution contenant le Composé 2 sont ainsi obtenus.

e Synthése du dérivé organostannique (Composé 3) [80]:

1
Pd(PPh3)4, SnzMe6
N JJ\O » IP\II O
H 1,4-Dioxane, 100°C, 18h \
I —Sn
/ 3

311 mg (930 umol) du Composé 1 sont prélevés et placés dans un ballon a une
tubulure sec. 104 mg de Pd(PPhs), (93 umol, 0.1 équ.) et 956,5 mg de Sn,Meg (2,325 mmol,
2,5 équ.) sont ensuite ajoutés. Le tout a été dissous dans 10 ml de 1,4-dioxane anhydre et




placé sous atmosphere protectrice d’argon. Le ballon a ensuite été placé sous agitation
magnétique a 100°C durant 3h et la réaction suivie par UPLC-MS (gradient 1, colonne 1, t, =
5,36 min) ainsi que par CCM (éluant : EP/AcOEt: 95/5, Rf = 0,2). Une fois la réaction
complete, le ballon est laissé a refroidir jusqu’a température ambiante. Ensuite, le brut de
synthese est filtré sur laine de verre puis sur célite. La solution ainsi obtenue est lavée 3 fois
par 20 ml d’cau et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit est ensuite purifié
sur colonne de silice (éluant : EP/AcOELt : 95/5, Rf = 0,2). Au terme du processus, 273 mg
(Composé 3) d’une huile blanchatre avec un rendement de 79% sont obtenus.

o Synthése de la [**F]FBA (Composé 4) [80]:
N J\o 1) '8F/ Et,NOTT, MeOH= N J\c 1) HCI (2M), 90°C, Smin - O/\NHZ
\ " D o " 201 2V

18
/ 3 4 5

Schéma 47:Marquage de la [**F]JFBA & partir du dérivé organostannique correspondant.

Le fluor-18 produit par le cyclotron en solution dans 1’eau-18 est piégé sur une
cartouche QMA, ce qui permet de récupérer 1’eau enrichie. Aprés fixation sur le support,
celui-ci est lavé 1 mL de MeOH et la cartouche séchée pendant une minute avec un flux
d’azote. Préalablement. 5 mg d’Et;NOTT, préalablement dissous dans 1 mL de MeOH, sont
passés sur la cartouche et 1’éluat récupéré dans le réacteur. Ensuite, le MeOH est évapore a
90°C durant 5 min. Le fluor-18 anhydre ainsi obtenu est mis en réaction avec une solution de
DMA (1 mL) contenant le Composé 3 (5 mg) et le CuOTf,Py, (20 mg). Le réacteur est
ensuite porté a 130°C durant 5 min. Apres refroidissement du réacteur a 90°C le groupement
protecteur est éliminé avec 1,5 mL d’HCI (2M). Aprés 5 min de réaction le milieu réactionnel
est refroidi a 30°C et la soude ajoutée (2N, 1,7 mL). Apres neutralisation, le brut de réaction
est dilué avec 15 mL d’eau et la solution résultante passée au travers d’une cartouche SEP
PAK tCyg «environmental » préalablement conditionnée avec 3 mL MeOH et 6 mL d’H;0. La
cartouche est lavée par 5 mL d’eau additionnel et la [*°*F]JFBA est éluée avec 1,5 mL de
MeOH (t, = 2,75 min, R; = 0,8).



e Couplage avec I’o-nitrobenzaldéhyde (Composé 6 et 7)ou couplage avec le maltose
(composé 8 et 9) [29]:

0 No, OH

O
NO H HO
2 HO OH
- /©/\NH2 Maltose o
N - —_— (6]
Q/\ 8F HO OH
18 18
6 5 8 HO | \/@/
N
NaBH, OH NaBH,

_ O
ISF
7

Schéma 48: Couplage entre la [*®F]FBA et le maltose. A) formation de ’imine ; b) Réduction au NaBH,,.

Approximativement, 1-3 mCi de [**F]JFBA sont prélevés et dilués par 1 mL de
méthanol. L’o-nitrobenzaldéhyde ou le maltose (30 mg) dans le MeOH (2mL), sont ensuite
ajoutés au milieu. Le tout est porté¢ a 60°C, dans le four du AIO, jusqu’a solubilisation
compléte et la réaction poursuivie 10 min & 60°C. Une fois la réaction terminée, le milieu est
refroidi a température ambiante et 30 mg (793 pmol) de NaBH, sont ajoutés. La réaction est
poursuivie durant 10 min & T ambiante. Les Composes 7 et 9 sont ensuite analysés par CCM
(AcOEt 100%)
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