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Zusammenfassung

Serotonin ist ein Neurotransmitter, der im Zentralnervensystem (ZNS), im Darm-
nervensystem, im Blut und im Herz-Kreislauf-System vorkommt und dort sowonhl
physiologische als auch pathophysiologische Wirkungen ausiibt. [*®F]Altanserin, ein
spezifischer Antagonist des Serotonin-Rezeptors vom Subtyp 5-HT,a, ist ein wichtiger
PET-Tracer fur die Darstellung und Quantifizierung des 5-HT,x-Rezeptors im
menschlichen Gehirn und wurde bereits im Rahmen mehrerer klinischen Studien

erfolgreich angewendet.

Die vorliegende Diplomarbeit beschéaftigt sich zundchst mit der radiochemischen
Synthese von [*®F]Altanserin aus der Vorstufe Nitroaltanserin (=Precursor) mit Hilfe
eines Mikrofluidsystems (Advion NanoTek® LF). Unter Veranderung von Precursor-
Konzentration, Reaktionstemperatur, Durchflussgeschwindigkeit und Reaktions-
volumen wurden eine Vielzahl von Synthesen durchgefihrt, um die optimalen
Reaktionsparameter fir eine groRtmdogliche Produktausbeute zu finden. Die hdchste
radiochemische Inkorporation von 42.2 * 16.4% konnte mit einer Precursor-
Konzentration von 2 mg/mL, einer Reaktionstemperatur von 220°C, einer
Durchflussgeschwindigkeit von 20 pL/min und einem Reaktionsvolumen von je 400 uL

Precursor bzw. [*®F]Fluorid erzielt werden.

Nach Ermittlung der besten Reaktionsbedingungen fiir die Synthese von [*®F]Altanserin
war es notwendig, das Produkt mittels praparativer HPLC zu isolieren und anschlie-
Rend zu formulieren, um die Applikation an einem Patienten zu ermdéglichen. Fir die
Erstellung eines guten HPLC-Assays ist es wichtig, dass das reine Syntheseprodukt
nach moglichst kurzer Zeit von der préaparativen Saule eluiert wird und dass die Durch-
flussgeschwindigkeit so niedrig wie mdglich gehalten wird, um einen hohen Laufmittel-
verbrauch zu vermeiden. Zu diesem Zwecke wurden drei verschiedene praparative
HPLC-Séaulen in Kombination mit unterschiedlichen Laufmitteln mit Hilfe des Moduls
GETracerlab FxFy getestet. Bedauerlicherweise konnte keine der untersuchten Saulen
die erforderlichen Bedingungen fiir eine zeit- und kostensparende reine Produktisolie-

rung erfillen.

Nach der Formulierung des Produkts lag das reine [*®F]Altanserin in Lésung zusam-
men mit Natriumchlorid, Ethanol und Phosphatpuffer vor und kénnte in weiterer Folge
in dieser Form einem Patienten verabreicht werden. Zur Evaluierung der besten Para-
meter fur eine optimale Produktausbeute wurde die Aufreinigung h&ndisch durchge-

fuhrt. Sobald eine geeignete praparative HPLC-S&ule zur Produktisolierung vorhanden



ist und ausgetestet wurde, wird dieser Arbeitsschritt mit Hilfe von Macros programmiert
und kann damit direkt im Anschluss an die praparative HPLC-Auftrennung mit Hilfe des
Moduls GETracerlab FxFy erfolgen.



Abstract

Serotonin has different physiologic and pathophysiologic roles as a neurotransmitter in
the central nervous system, the intestinal nervous system, the cardiovascular system
and in the blood. [*®F]Altanserin, a specific antagonist of the 5-HT ,s-receptor, is an im-
portant PET-tracer for imaging and quantification of this receptor in the human brain

and was already successfully used in many clinical studies.

The present diploma thesis is concerned about the synthesis of [*3F]Altanserin from its
precursor Nitroaltanserin, which was performed on a microfluidic system named Advion
NanoTek® LF. To determine the best reaction parameters for highest product yield,
multiple syntheses were carried out varying precursor-concentration, reaction
temperature, flow rate and reaction volume. The highest radiochemical incorporation
yield of 42.2 + 16.4% was obtained using 2 mg/mL precursor at 220°C reactor
temperature and a flow rate of 20 pL/min with a reaction volume of 400 pL precursor

respectively [**F]fluoride.

After the evaluation of the best reaction conditions for the synthesis of [*®*F]Altanserin, it
was nhecessary to perform a preparative HPLC purification of the product to allow the
administration to a patient. For establishing a proper HPLC-assay, it is important to
elute the pure product from the column after a short time and to keep the flow rate as
low as possible to avoid using large amounts of HPLC solvent. Three different
preparative HPLC-columns in combination with diverse solvents were analyzed using
the semipreparative HPLC-system of the GETracerlab FxFy. Unfortunately, none of the
investigated columns complied with the necessary conditions for a time-and-cost-

effective product purification.

After the formulation of the product, [**F]Altanserin was dissolved in a mixture of
sodium chloride, ethanol and phosphate buffer to make it applicable for patients. To
evaluate the best parameters for the synthesis, the formulation was performed
manually. Once an adequate preparative HPLC-column for the purification is available,
this step is programmed with macros and is performed after the preparative HPLC-

purification on an automated platform.
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1 Allgemeiner Teil

1.1 Eigenschaften und Chemie des Radionuklids Fluor-18

Fluor-18 (**F) ist eines der wichtigsten Radionuklide in der radiopharmazeutischen
Produktion und wird vor allem zur radioaktiven Markierung von Radioliganden fir die
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) verwendet. Dieses bildgebende Verfahren
erlaubt es, die Verteilung eines Radiotracers abhangig von Funktionalitat des Molekls
und des Gewebes im menschlichen Korper zu detektieren. Der Radiotracer (meist mit
Fluor-18 markiert) wird dem Patienten appliziert und durch seinen Zerfall kann dessen
Verteilung im Korper sichtbar gemacht werden.

8F kann aus vielerlei Griinden als ideales Radionuklid fiir die Entwicklung von
PET-Radiotracern angesehen werden.

8F gehort zur Kategorie der R*-Strahler und weist eine maximale Energie von 649 keV
auf. [1] Bei einem R*-Zerfall wird im Kern ein Proton in ein Neutron umgewandelt.
Gleichzeitig entstehen dadurch ein hochenergetisches Positron (Antiteilchen eines
Elektrons) und ein Elektron-Neutrino, die dann emittiert werden. Dabei verringert sich
die Ordnungszahl des Kerns um einen Zahler, dessen Massenzahl bleibt unveréndert.

Die allgemeine Gleichung der Kernreaktion eines R*-Zerfalls lautet wie folgt:

X o,  Y+e 4w,

Der Mutterkern X mit der Massenzahl A und der Ordnungszahl Z zerfallt unter Aussen-
dung eines Positrons (e*) und eines Elektronneutrinos (ve) in den Tochterkern Y mit
gleicher Massenzahl und um 1 verminderter Ordnungszahl. [2]

Bei einer Wechselwirkung des Positrons (e*) mit einem Elektron (e") zerstrahlt es in
zwei Photonen mit einer Energie von jeweils 511 keV in einem Winkel von 180°C.
Diese Eigenschaft wird als Annihilierungsstrahlung bezeichnet und wird bei der
Positronen-Emissions-Tomographie ausgenitzt. [3, 4] Durch die vergleichsweise
geringe R*-Energie von 649 keV konnen PET-Bilder mit hochster Qualitat gemacht
werden. [1]

Das Isotop '®F hat eine Halbwertszeit von 109.7 Minuten. [5] Unter dem Begriff Halb-
wertszeit versteht man die Zeitspanne, in der die Menge und damit auch die Aktivitat
eines gegebenen Radionuklids durch dessen Zerfall auf die Halfte gesunken ist. Das
bedeutet, dass sich 50% der Atomkerne unter Aussendung von ionisierender Strahlung
in ein anderes Nuklid umgewandelt haben, welches ebenfalls radioaktiv sein kann oder
nicht. Fur jedes Nuklid ist die Halbwertszeit eine feste Grél3e, die sich nicht (bzw. nur in

1



Ausnahmeféllen geringfligig) beeinflussen lasst. [6] Die spezifische Aktivitat ist jene
Aktivitat, die eine Stoffmenge pro Masseneinheit (Bq/mg bzw. Bg/mol) aufweist. [7]
Aufgrund der Lange der Halbwertszeit (109.7 Min.) sind sowohl zeitintensive Radiosyn-
thesen als auch PET-Studien von langsamen biochemischen Prozessen mit **F még-
lich.

Das Element Fluor hat die hochste Elektronegativitat und kann daher leicht mit vielen
organischen und anorganischen Molekilen reagieren. Die Tatsache, dass ein Fluor-
Atom ungefahr der Grél3e eines Wasserstoff-Atoms entspricht, macht es méglich, dass
ein Wasserstoff-Atom oder eine Hydroxylgruppe durch Fluor substituiert werden
kénnen, ohne dass sich die sterische Anordnung des Moleklls und somit auch die

biologische Funktion im Korper gravierend andert. [1, 8]

1.1.1 Herstellung von *®F
Die Produktion des Isotops *°F findet in einem Zyklotron statt und kann auf verschiede-

nen Wegen erfolgen.

Die Herstellung von [*®F]Fluorid ([*®F]) erfordert die Anwesenheit von *2O-
angereichertem Wasser als Target. Im Rahmen einer *O(p,n)'®F-Reaktion wird im
Zyklotron durch Bestrahlung von '®0-angereichertem Wasser schlussendlich
[*®F]Fluorid mit hoher molarer Radioaktivitdt gewonnen. *?0 ist ein stabiles Isotop, das
in der Natur zu 0.21% vorkommt (zum Vergleich: *°0: 99.75%, *'O: 0.04%). [1] Fir die
BE_Produktion ist eine *®*0O-Anreicherung von mindestens 95% erforderlich, da sonst
das natiirlich vorkommende Element *°O unter Bildung von unerwiinschtem *N im
Rahmen einer *°O(p,a)**N-Reaktion im Zyklotron reagiert. Da **N aufgrund seiner
Halbwertszeit von knapp 10 Minuten rasch abgebaut wird und bei der *°F-
Radiosynthese ohnehin abgetrennt wird, ist dessen Produktion nur von geringer
Bedeutung und stellt fiir die **F-Tracerherstellung kein Problem dar. [*®F]Fluorid liegt
nach seiner Produktion in wassriger Losung in hydratisierter Form vor und ist somit fur
Reaktionen nicht zuganglich. Um [**F]Fluorid vom Wasser trennen zu kénnen, behilft
man sich einer Anionenaustauschersaule, welche [**F]Fluorid retiniert. Dieses wird
anschlielend mit Hilfe von Transferkatalysatoren von der Saule eluiert und in die
organische Phase Ubergefiihrt. Durch azeotrope Trocknung kann das Wasser
vollstandig beseitigt werden. Eine detaillierte Beschreibung dieser Methode ist in
Kapitel 2.1.2.3 zu finden.

Eine weitere Méglichkeit der *®F-Produktion ist die Herstellung von gasférmigem Fluor



([*°F]F,) uber eine *°Ne(d,a)®F-Reaktion oder eine 'O(p,n)'®F-Reaktion. Hierbei
werden Neon-Gas bzw. Sauerstoff-Gas als Targets verwendet. Beide
Produktionsmechanismen haben den Nachteil, dass das produzierte [**F]Fluorid an der
Targetoberflache absorbiert wird, wodurch das Zufiigen von stabilem *F-Gas (0.1-2%)
notwendig ist. Durch die ,Verdiinnung* von **F mit F ergibt sich eine niedrige
spezifische Aktivitat (ausgedriickt in GBg/umol) fiir [*°F]F,. Bei der Notwendigkeit von
[*8F]F, mit hoher spezifischer Aktivitat startet die Produktion mit **0-angereichertem
Wasser als Target. AnschlieRend wird das resultierende [**F]Fluorid iber eine
Reaktion mit Methyliodid in hoch aktives [*®F]F, umgewandelt. Dieser Schritt findet in
einer Quartz-Entladungskammer statt, welche geringe Mengen an F, beinhaltet. [1]

Diese Reaktion lauft folgendermal3en ab:

K*K222/'3F F2 (150 nmol)
CHy| ~ CHy'*F ~ ["FIF;
ri electrc discharge
guant 60 %

Abb. 1.1: Darstellung von [lsF]Fz Uber Methyliodid (CHsl) [9]

Die Wahl der Produktionsmethode von *F ist davon abhéngig, welche Methode zur

Markierung von Substanzen mit **F angewendet werden soll.

1.1.2 '®F Markierungsmethoden

Die Einbringung von Fluor-18 in ein organisches Molekul ist auf mehreren Wegen
madglich. Eine Option ware, das Isotop mit Hilfe von zwei verschiedenen Reaktionen in
aromatische organische Strukturen einzubauen. Im Rahmen der Wallach-Reaktion
werden daflr stabile Diazonium-Piperidine verwendet [10]; fur die Balz-Schiemann-
Reaktion werden Diazonium-Tetrafluorborate herangezogen. [11] Bei beiden
Reaktionen wird die Diazonium-Einheit durch '®F substituiert. Bei tragerfreien
Synthesen fihren beide Methoden zu geringen radiochemischen Ausbeuten. Da die
Reaktionen nach dem Sy1-Prinzip verlaufen, kénnen durch die Begegnung von
reaktiven Kationen mit nukleophilen Strukturen sehr leicht Nebenprodukte entstehen.
Aufgrund dessen sind diese beiden Formen der '®F-Markierung nicht die Methode der
Wahl und werden daher durch Mechanismen der elektrophilen und nukleophilen
Substitution ersetzt.

Die elektrophile Substitution kommt vor allem bei elektronenreichen Strukturen wie

z.B.: bei Alkenen, aromatischen Ringen oder Carbanionen zur Anwendung, wahrend



die nukleophile Substitution vor allem bei elektronenarmen Strukturen wie z.B.: Alka-

nen oder aromatischen Strukturen mit elektronenziehenden Substituenten erfolgt. [5]

1.1.2.1 Elektrophile (aromatische) Substitution

Zur elektrophilen Fluorierung von Strukturen wird [*®F]F, benétigt, welches entweder
mit Hilfe einer *°Ne(d,a)'®F- oder einer *O(p,n)*®F-Reaktion im Zyklotron hergestellt
wird (siehe Kapitel 1.1.1). Da bei beiden Produktionsmechanismen [*®F]Fluorid an der
Targetoberflache absorbiert wird, muss '°F-Gas zugefiigt werden, um dies zu
verhindern. Das resultierende [*®F]F,-Gas besitzt daher ein **F- und ein °F-Atom,
wodurch sich die maximale spezifische Aktivitat auf 50% reduziert. Daher ist diese
Markierungsmethode auf solche Radiopharmazeutika beschrénkt, welche keine hohe
spezifische Aktivitat benotigen.

Bedingt durch die hohe Reaktivitat von [*®F]F,-Gas ist die Selektivitéat verhaltnismaRig
gering, wodurch sowohl unerwiinschte Reaktionen mit L&sungsmitteln als auch
Nebenprodukte entstehen kdnnen. Um eine mdglichst hohe Reinheit der
Radiopharmazeutika garantieren zu konnen, sind daher mitunter aufwandige
Reinigungsschritte notwendig.

[*®F]F, kann, zur Verminderung der Reaktivitat und Erhéhung der Selektivitat, in Ace-
tylhypofluorit ([**F]CH;COOF) oder Xenon-Difluorid ([**F]XeF,) umgewandelt werden.
[12, 13]

Elektrophile Fluorierungsreaktionen erfordern die Anwesenheit von elektronenspen-
denden Gruppen (wie z.B.: OH, OCHs;, NH,) und Abgangsgruppen (wie z.B.: H, HgR,
SnRz) im Molekadl.

Die elektrophile Radiofluorierung wird vor allem zur Herstellung von Analoga von
endogenen Substanzen wie z.B.: Aminosauren verwendet, sofern die Einfiihrung des

Fluor-Atoms keine toxischen Wirkungen hervorruft. [1, 5]

1.1.2.2 Nukleophile Substitution

Fir die nukleophile Substitution wird non-carrier-added (n.c.a) [*®*F]Fluorid verwendet,
welches tber die **O(p,n)*®F-Reaktion (mit **0O-angereichertem Wasser als Target) im
Zyklotron produziert wird. (siehe Kapitel 1.1.1)

[*®F]Fluorid kann in Anwesenheit von S&uren sehr leicht protoniert werden, wodurch
Hydrogenfluorid entsteht, welches keine nukleophile Reaktionen eingehen kann. Um
dies zu verhindern, muss die Substitution mit polaren, aber aprotischen Losungsmitteln
wie z.B. Acetonitril (AcN), Dimethylsulfoxid (DMSQO) oder Dimethylformamid (DMF)

erfolgen.



Die nukleophile Substitution folgt dem Mechanismus der Sy2-Reaktion, wobei
bevorzugt Halogene oder Sulfonséaureester wie z.B.: Mesylate, Tosylate und Triflate in
einer Struktur durch '®F ersetzt werden. Ein Beispiel dafiir wére die Synthese des am
haufigsten angewendeten PET-Tracers [*°F]FDG. (Abb. 1.2)

OAc
OTf
—0
AcO
AcO OAc
[K/222]" BF-
OAc e
Acetonitril
AcO
AcO KR
Hydrolyse
OH
(HCI od. NaOH)
(0)
HO
HO OH
18F

Abb. 1.2: Synthese von [lsF]quoro-Z-desoxy-D-glucose ([18F]FDG) (modifiziert nach [14])

Ausgehend von einem 4-fach acetylierten Mannose-Triflat — Precursor wird dessen
Triflat-Gruppe durch *®F substituiert. Durch Hydrolyse erfolgt schlieBlich die De-
acetylierung der Hydroxylgruppen. [15]

Eine groRe Bedeutung firr *®F-markierte Radiopharmazeutika hat jedoch auch die nuk-
leophile Fluorierung von aromatischen Kohlenwasserstoffen, da die Reaktionsprodukte
eine grol3e metabolische Stabilitat aufweisen. Fur die Aktivierung der aromatischen
Strukturen sind elektronenziehende Substituenten wie z.B.: Nitro-, Cyano- oder Car-
bonlygruppen in ortho- oder para-Position zur Abgangsgruppe notwendig. Ein Beispiel
hierfir ware die Synthese von [*®F]Altanserin, welche durch nukleophile Substitution

der para-standigen Nitrogruppe von Nitroaltanserin erfolgt. (Abb. 2.1) [5]

1.1.3 Spezifische Aktivitat von F-18 markierten Radiopharmaka
Unter dem Begriff ,spezifische Aktivitat® (siehe auch Kapitel 1.1) versteht man die

Aktivitdt eines radioaktiven Stoffes im Verhéaltnis zur Aktivitdt aller Komponenten
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(sowohl radioaktiv als auch nicht radioaktiv). Sie wird in GBg/pmol ausgedriickt. Die
spezifische Aktivitat eines [*°F]F.-Gases wére beispielsweise die Radioaktivitat des
Gases (in GBq) dividiert durch die gesamte Menge an **F und *°F (in umol). Bei hoher
spezifischer Aktivitat ist die erforderliche Stoffmenge eines Tracers im Rahmen einer
PET-Untersuchung gering genug (pmol/kg), um pharmakodynamische Effekte zu
vermeiden. Wenn die spezifische Aktivitat jedoch niedrig ist, ist die Applikation einer
hohen Dosis an Radiopharmaka fir ein PET-Scanning notwendig, wodurch

pharmakologische Nebenwirkungen entstehen koénnten. [1]

1.1.4 *°F als Radionuklid fir PET-Radiopharmazeutika

Eine Vielzahl verschiedener ®F-Radiotracer wird zur Darstellung unterschiedlicher
Bereiche und Mechanismen im Korper eines Menschen angewendet.

Das am haufigsten verwendete ®F-Radionuklid ist 2-[*®F]Fluordesoxyglucose, kurz
['®F]FDG. Bei der Herstellung dieses Glucose-Analogons wird die Hydroxylgruppe in
Position 2 des Zuckers durch '®F substituiert. ['**F]FDG reichert sich nach Applikation in
Zellen mit einem hohen Glucose-Stoffwechsel an. Im ersten Schritt der Glykolyse wird
die Hydroxylgruppe in Position 6 des Zuckers phosphoryliert, wobei Glucose-6-
phosphat entsteht. Anschlieend flihrt das Enzym Glucosephosphat-Isomerase zur
Umwandlung von Glucose-6-phosphat in Fructose-6-phosphat. Bei [**FJFDG kann
aufgrund der Substitution der Hydroxylgruppe in Position 2 durch **F das Enzym den
Zucker nicht angreifen. [**F]FDG kann nicht weiter metabolisiert werden und verbleibt
in der Zelle, wo es durch die radioaktive Markierung mittels PET-Scanner sichtbar
gemacht werden kann. [16] Diese Eigenschaft wird zur Tumordiagnostik eingesetzt, da
Tumorzellen eine erhdhte Glukosestoffwechselrate aufweisen. Einige Korperregionen,
wie zum Beispiel Gehirn und Leber, zeigen allerdings einen physiologisch hohen
Glukosestoffwechsel, wodurch in diesen die Tumordiagnostik mittels [**F]JFDG
erschwert wird.

Der Aminosduremetabolismus im Kérper kann mittels [*®F]Fluorethyltyrosin ([**F]FET)
dargestellt werden. Ahnlich wie [*®F]FDG wird auch das *®F-markierte Aminosaurederi-
vat zur Diagnostik von Tumorerkrankungen, vor allem im Gehirn, eingesetzt. [17]
Neben Glucosemetabolismus und Aminosauremetabolismus sind unterschiedliche *°F-
Radiotracer fur verschiedene Mechanismen und Rezeptoren bekannt.
[*®F]-6-Fluoro-DOPA st ein Radiotracer, der zur Diagnostik neuroendokriner Tumore
dient. Dieses Radiopharmakon ist ein Fluor-18-markierter Vorlaufer des Dopamins und
kann daher zu Darstellung des dopaminergen Systems sowohl im Gehirn als auch im

Korper angewendet werden. [18]



[*|F]Altanserin ist ein Antagonist des 5-HT,,-Rezeptors und spielt damit im serotoner-
gen System eine Rolle. Dieser Radiotracer eignet sich zur Diagnostik von psychiatri-
schen Erkrankungen, befindet sich jedoch derzeit noch im Stadium der klinischen For-
schung.

1.2 Anwendung von Mikroreaktoren zur Herstellung von Radiopharmaka

Mikroreaktoren haben seit dem letzten Jahrzehnt im Bereich der organischen Chemie
als Alternative zu konventionellen Reaktoren zunehmend an Bedeutung gewonnen und
wurden bereits in mehreren Arbeitsgruppen erfolgreich angewendet. [19, 20, 21, 22,
23, 24, 25]

Auch fir die Herstellung von Radiotracern fir PET-Studien haben sich Mikroreaktoren

bzw. Mikrofluidsysteme als besonders nitzlich erwiesen. [26, 27, 28, 29, 30, 31]

Mikroreaktoren setzen sich aus einem Netzwerk von Kapillaren mit einem Durchmes-
ser von 10-300 um zusammen, die in einem Festkorper eingebettet sind. Verschiedene
Materialien, wie z.B.: Silicon, Quarz, Glas und Metall, kbnnen fir die Herstellung von
Mikroreaktoren verwendet werden. Bei der Auswahl des Materials ist zu beachten,
dass es mit chemischen Substanzen kompatibel ist, dass es einfach herzustellen ist
und dass es einen elektroosmotischen Durchfluss der Losungsmittel gewahrleistet.
Glas hat sich als Material fiir Mikroreaktoren besonders etabliert, da es chemisch inert
ist und alle eben genannten Eigenschaften aufweist.

Es gibt eine Reihe von Methoden, die, abhangig vom verwendeten Material, fir die
Erzeugung von Mikroreaktoren genutzt werden. Dazu zé&hlt die Herstellung mittels
Photolithographie, HeilBpragung, Spritzguss oder Laser. Die Erzeugung von
Mikroreaktoren aus Glas, die sich sehr gut fir chemische Synthesen eignen, erfolgt
beispielsweise durch Photolithographie. [22]

Die organische bzw. radiochemische Synthese mit Mikroreaktoren bringt, im Vergleich
zu konventionellen Methoden, eine Reihe von Vorteilen mit sich. Aus der Bezeichnung
»Mikroreaktor“ kann man bereits herauslesen, dass mit sehr kleinen Volumina (im uL-
Bereich) gearbeitet wird. Bei konventionellen Synthesen sind die Volumina der Reakti-
onslésungen im mL-Mal3stab der reagierenden Substanzen notwendig; bei Mikrofluid-
systemen reicht hingegen bereits ein Volumen von 5 pL pro Reaktand fur eine erfolg-
reiche Synthese aus. Bei gleichbleibender Konzentration in der Reaktionsldsung be-
deutet das eine Reduktion der eingesetzten Stoffmenge. Besonders bei radiochemi-
schen Synthesen ist dies von Vorteil, da der Precursor oft sehr teuer oder schwer her-

zustellen ist.



Reaktionen in Mikroreaktoren kénnen innerhalb von Sekunden bzw. Minuten ablaufen,
sodass eine rasche Entstehung eines Produkts gewahrleistet werden kann.
Mikroreaktoren bieten ein hohes Oberflachen/Volumen — Verhaltnis, wodurch der
Warmeaustausch sehr schnell erfolgen kann und eine genaue Temperaturkontrolle
moglich ist. Die kurze Verweildauer der Substanzen im Reaktor fuhrt zu einer verbes-
serten Selektivitat und Reinheit sowie zu hohen Produktausbeuten. Bei Synthesen von
Radionukliden ist besonders hervorzuheben, dass das Arbeiten mit geringen Mengen
an Radioaktivitat eine reduzierte radioaktive Belastung des Operators mit sich bringt.
Ein wichtiger Vorteil von Mikrofluidsystemen liegt darin, dass sie unter Druck arbeiten
(im Fall des NanoTek® LF bis zu 400 psi), der einerseits durch das Driicken der
Losungsmittel durch den Mikroreaktor und/oder durch weitere Druckregulatoren
erreicht wird. Dadurch kann mit LOsungsmitteln Uber deren Siedepunkt (bei
Normaldruck) gearbeitet werden. Der Siedepunkt von DMSO bei Normaldruck liegt
beispielsweise bei 189°C [32], jener von AcN bei 81-82°C. [33] Mit Hilfe des NanoTek®
LF koénnen Synthesen mit DMSO bzw. mit AcN unter Druck bis zu einer
Reaktionstemperatur von 220°C (bei DMSO) bzw. 180°C (bei AcN) ohne Probleme
durchgefuhrt werden. [19, 24, 25, 26]

Mikroreaktoren bzw. Mikrofluidsysteme bieten zahlreiche Vorteile gegeniber klassi-
schen Synthesemethoden, wodurch ihre Anwendung in Bereich der PET — Chemie

kontinuierlich an Bedeutung gewinnt.

1.2.1 Advion NanoTek® LF

NanoTek® LF (,liquid flow“) von der Firma Advion ist ein Syntheseapparat, der die
Synthese von ®F-markierten Substanzen mit Hilfe von Mikroreaktoren erméglicht.
Dieses Mikrofluidsystem setzt sich aus einer Einheit mit zwei Pumpen (Pumpe 1 und
Pumpe 2), einer Einheit mit einer Pumpe (Pumpe 3) sowie einem Heizblock fiir vier
Reaktoren und einer Concentrator-Einheit zusammen (Abb. 1.3). Die fir die Synthese
verwendeten Mikroreaktoren sind ringférmig und werden aus Messing hergestellt. Im
Inneren des Messingrings befindet sich eine Silicaglas-Kapillare mit einem Durchmes-
ser von 100 um und einer Lange von 2 m. Der Reaktor ist mit einem thermoresistentem

Polymer gefillt, um die im Ring aufgewickelte Kapillare zu fixieren. (Abb. 1.4)



Abb. 1.4: Mikroreaktor des Advion NanoTek® LF

Abb. 1.3: Das Mikrofluidsystem Advion NanoTek® LF

Alle Komponenten des NanoTek® LF werden (iber eine Software am Laptop gesteuert.
Mit Hilfe dieser Software konnen Reaktionsparameter wie Temperatur,
Durchflussgeschwindigkeit sowie Reaktionsvolumina manuell eingestellt werden.
Durch Programmierung der genauen Reaktionsbedingungen mit Hilfe eigens erstellten

Macros ist auch ein automatisierter Syntheseablauf moglich.

In Abbildung 1.5 ist der Aufbau des NanoTek® LF schematisch dargestellt. In der
Concentrator-Einheit (,CE“) findet die azeotrope Trocknung statt. Uber die Pumpe 1
wird der in DMSO gel6ste Precursor in die Vorratsschleife (Storage Loop) gebracht;
iiber die Pumpe 3 wird das getrocknete [*®F]Fluorid vom Concentrator-Vial in die Loop
aufgezogen. Uber die Transferleitungen 1 und 3 werden Precursor bzw. [**F]Fluorid
von den Loops zum Reaktor geladen. Nach der Reaktion der beiden Substanzen im
Reaktor wird das Produkt in ein SammelgefaR geleitet. Uber die Sweep line von
Pumpe 3 zum Reaktor kann dieser mit Losungsmittel (hier DMSQO) gespult und

gereinigt werden.

Das System verfligt Uber drei eingebaute Drucksensoren, die den Druck jeder Pumpe
durch eine Kurve darstellen. Durch Verstopfen der Kapillare im Reaktor (evtl. durch
Auskristallisieren von Nebenprodukten) ist die Durchlassigkeit der Kapillare nicht mehr

gegeben, wodurch es zwangslaufig zu einem Uberdruck kommt. Ab einem Druck von



400 psi werden alle laufenden Prozesse automatisch beendet. Dadurch wird das
Mikrofluidsystem vor Schaden, die durch den Uberdruck auftreten kénnen, geschiitzt.

Weiters besitzt das NanoTek® LF drei Radioaktivitatsdetektoren, die nach Belieben an
drei verschiedene Stellen platziert werden kénnen. Einer davon befand sich direkt an
der Loop der Pumpe 3, die die [*®F]Fluorid-Lésung speicherte. Mit Hilfe der Detektoren
konnten anhand der Radioaktivitat die einzelnen Schritte der azeotropen Trocknung

sowie der Zerfall von [*®F]Fluorid wéhrend der Syntheseversuche beobachtet werden.
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P1 Pump1
P3 Pump 2
€ pack Pressure Regulator (0-500 psi)
ao Back Pressure Reguiator (500 psi)
W Pressure Monitor
w— 0,2 i 1D PEEX
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" Heating elemant

Transfer Ine 3| | Sweep ne

Dry Fluonde
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Dry Fluonde

Colecting \igl

Abb. 1.5: Schematische Darstellung des Set-ups des Mikrofluidsystems NanoTek® LF
(modifiziert nach [34])

Neben den genannten Vorteilen, die die Anwendung eines Mikrofluidsystems mit sich
bringen, ist besonders zu erwéhnen, dass durch die Mdglichkeit, mit sehr kleinen Re-
aktionsvolumina arbeiten zu kénnen, eine groRe Anzahl an Synthesen an einem Ar-
beitstag durchgeflihrt werden kénnen. Beide Loops fassen ein Volumen von je ~400
pL. Bei einem Reaktionsvolumen von 5 pL je Loop und Synthese sind somit theore-

tisch 80 Synthesen direkt hintereinander mdaglich.
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1.3 Biochemie, Physiologie und Pathophysiologie des serotonergen

Systems

1.3.1 Serotonin: Geschichte, Synthese und Vorkommen

Serotonin, auch 5-Hydroxytryptamin (5-HT) oder Enteramin genannt, ist ein Neuro-
transmitter, der im Zentralnervensystem (ZNS), im Darmnervensystem, im Blut und im
Herz-Kreislauf-System vorkommt. Erstmals nachgewiesen wurde Serotonin im Blut.
Bereits seit Mitte des 19. Jahrhunderts war bekannt, dass im Blutserum eine Substanz
enthalten ist, die konstriktorisch auf die glatte Muskulatur wirkt und damit den Blutdruck
erhoht. Diese ,tonische® Substanz aus dem ,Serum“ (Sero-tonin) wurde ca. 100 Jahre
spater als das Indolamin 5-Hydroxytryptamin identifiziert. Enteramin, 1933 erstmals
aus enterochromaffinen Zellen isoliert, wurde 1952 als 5-HT erkannt. 1953 wurde Sero-
tonin schlieflich auch im ZNS nachgewiesen und dessen Funktion als Neurotransmit-
ter belegt. [35, 36, 37]

Ausgangssubstanz der Synthese von 5-Hydroxytryptamin ist die essentielle
Aminosaure Tryptophan, die durch Hydroxylierung zu 5-Hydroxytryptophan und
anschlie3ender Decarboxylierung zu Serotonin umgewandelt wird. In der Epiphyse ist
Serotonin die biosynthetische Vorstufe von Melatonin (O-Methyl-N-acetylserotonin).
Gemeinsam steuern diese beiden Amine den circadianen Rhythmus des
Saugetierorganismus.  Abgebaut  wird  Serotonin  mithife des  Enzyms
Monoaminooxidase (MAO) zu 5-Hydroxyindolylacetaldehyd, das wiederum durch die

Aldehyd-Dehydrogenase zu 5-Hydroxyindolylessigsaure metabolisiert wird. (Abb. 1.6)

COOH COOH
= =N

e NH, A 8. . 4 Wk R Ok o
C jé -, OD _ N
7 NH ' N N

Tryptophan 5-Hydroxytryptophan Serotonin (5-HT)

: MAO

HO-. @\g’ = & f@y\ l o

essigsaure

5-Hydroxyindolyl-
acetaldehyd

Abb. 1.6: Biosynthese und Biotransformation von Serotonin (modifiziert nach [38])
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Serotonin liegt im Organismus von S&augetieren sowohl neuronal als auch extraneu-
ronal vor. Neuronal gespeichertes Serotonin wirkt als Neurotransmitter und ist in weiten
Teilen des Gehirns (vor allem in den Raphe-Kernen) sowie im gesamten Gastrointesti-
naltrakt zu finden. Extraneuronal wird Serotonin in den enterochromaffinen Zellen des
Dunndarms synthetisiert, gespeichert und nach Abgabe ins Blut von den Thrombozy-
ten aufgenommen. Bei der primédren Hamostase verursacht aus den Thrombozyten

freigesetztes Serotonin eine lokale Vasokonstriktion. [38, 39]

1.3.2 Physiologische Serotoninwirkungen

Serotonin ist fur eine Vielzahl unterschiedlicher physiologischer Wirkungen im mensch-
lichen Korper verantwortlich.

Im Herz-Kreislauf-System wirkt Serotonin sowohl kontrahierend als auch relaxierend
auf die glatte Muskulatur von BlutgefaRen. In der Lunge und in den Nieren steht die
blutgefalverengende Wirkung im Vordergrund, wahrend in der Skelettmuskulatur die
blutgefaRerweiternde Wirkung dominiert. [40] Im Bereich der Blutgerinnung fuhrt Sero-
tonin nach der Freisetzung aus den Thrombozyten zu deren Aggregation. Durch Vaso-
konstriktion in kleinen Blutgefaf3en und damit verbundener Reduktion des Blutstroms
hat es einen positiven Effekt auf die Wundheilung. [41] Enterochromaffine Zellen im
Magen-Darm-Trakt setzen bei Druckanstieg im Darmlumen Serotonin frei, womit die
Kontraktion und Relaxation der Darmmuskulatur, kurz Peristaltik genannt, angeregt
wird. [42]

Im ZNS, wo Serotonin vor allem in den Raphe-Kernen gespeichert wird, steuert der
Neurotransmitter viele wichtige Funktionen, unter anderem die Regulation der Kdrper-
temperatur, die Sensorik, die Schmerzempfindung und —verarbeitung, den Appetit, das
Sexualverhalten, die Hormonsekretion und den Wach-Schlaf-Rhythmus. [43]

10% der gesamten Menge an Serotonin im Korper befindet sich im Gehirn, wéahrend-
dessen 90% in der Peripherie zirkulieren. [44]

Ursache flr die Vielfalt der physiologischen Effekte ist die grof3e Zahl unterschiedlicher
Serotoninrezeptoren, die detailliert in Kapitel 1.3.4 beschrieben werden.

1.3.3 Pathophysiologische Serotoninwirkungen

Neben seinen zahlreichen physiologischen Wirkungen spielt Serotonin auch
pathophysiologisch eine wichtige Rolle. Allen voran ist hier das Krankheitsbild der
Migrane zu erwdhnen, an deren Auslosung vor allem 5-HTz-Rezeptoren beteiligt sind.
Nach Freisetzung von Serotonin aus Thrombozyten oder Nervenendigungen bindet es

an 5-HT,s-Rezeptoren an meningealen GefalRen und fuhrt dort zu einer Erh6hung der
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Stickstoffmonoxid-Konzentration, wodurch Geféaf3e im Gehirn dilatiert werden und ein
pulsierender Schmerz entsteht. Zusétzlich kommt es Uber afferente Fasern des Nervus
trigeminus zur Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie Substanz P. 5-HT - und
5-HTp-Rezeptoren sind in diesem Zusammenhang wichtige Angriffspunkte fur
Arzneistoffe, die den Entzindungsprozess wahrend eines Migréaneanfalls unterbinden.
[45]

Serotonin ist auch an psychischen Erkrankungen wie Depressionen, Angst- und
Zwangsstorungen beteiligt. Die genauen Ursachen dieser Psychosen sind nicht voll-
standig geklart. Als gesichert gilt, dass Stérungen im Gleichgewicht der Neurotransmit-
ter Serotonin, Noradrenalin und Dopamin und folglich Veranderungen in der Rezeptor-
verteilung bzw. —dichte zugrunde liegen. [38] Speziell im Bezug auf Serotonin liegt bei
den genannten Erkrankungen ein Mangel im Gehirn vor, der mit Selektiven Serotonin-
wiederaufnahmehemmern (SSRI) behandelt wird. Diese hemmen die Wiederaufnahme
von Serotonin in der Prasynapse und erhéhen somit dessen Konzentration im synapti-
schen Spalt. [46]

Eine weitere pathophysiologische Erscheinung ist das Karzinoid. Dabei handelt es sich
um eine vorwiegend im Gastrointestinaltrakt auftretende, seltene (semi-)maligne
Entartung enterochromaffiner Zellen, die zu einer vermehrten Serotoninfreisetzung
fuhrt. [38]

1.3.4 Serotoninrezeptoren: Vorkommen, Effekte bei Stimulierung und therapeu-
tisch eingesetzte Agonisten/Antagonisten

Fur keinen anderen Neurotransmitter konnen bislang derart viele unterschiedliche
Rezeptoren nachgewiesen werden wie flr Serotonin. Heute kennt man mindestens 19
Typen bzw. Subtypen von Serotoninrezeptoren, die sich in 7 Familien (5-HT; bis 5-ht;-
Rezeptoren) und zusatzliche Untergruppen einteilen lassen.

Wahrend bei den Typen 1-4 die funktionelle Bedeutung grofRteils geklart ist, konnten
die Rezeptoren der Gruppen 5-7 zwar im ZNS nachgewiesen werden, ihre physiologi-
sche und therapeutische Bedeutung ist aber bis heute weitgehend ungekléart. Mit Aus-
nahme der 5-HTs;-Rezeptoren, bei denen es sich um ligandengesteuerte lonenkanéle
handelt, gehtren alle Serotonin-Rezeptoren zur groRen Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren. Die Abbildung 1.7 bietet einen Uberblick iiber das Vorkom-
men der Serotoninrezeptor-Subtypen, deren Agonisten, Antagonisten und Second-

Messenger-Wirkungen. [37, 38]
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Abb. 1.7: Klassifizierung des serotonergen Systems [47]

1.3.4.1 5-HT,-Rezeptoren

Zur Gruppe der 5-HT;-Rezeptoren werden mindestens 5 Subtypen gezahlt (A, B, D, E,
F), wodurch sie die grof3te Gruppe der 5-HT—Rezeptoren darstellen. [48] Diese G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren besitzen ein inhibierendes G-Protein (G;-Protein),
wodurch bei Stimulierung die Adenylatcyclase, die fur die Cyclisierung von ATP zu
CAMP zustandig ist, gehemmt wird und infolge dessen die intrazellulare cAMP-
Konzentration sinkt. cCAMP ist ein sekundarer Botenstoff und Regulator vieler intrazellu-

larer Enzyme. [49]

Prasynaptische und postsynaptische 5-HT;5-Rezeptoren sind im ZNS fir die Regu-
lation von Schlaf und Nahrungsaufnahme, fiir die Blutdrucksenkung, fiir die Regulation
der Korpertemperatur sowie flr Angstreaktionen verantwortlich. Demzufolge werden
Agonisten dieses Rezeptorsubtyps als Anxiolytica und zur Blutdrucksenkung
eingesetzt. [38, 48]

5-HTz-Rezeptoren sind ebenfalls im ZNS lokalisiert und fihren zu einer Hemmung der
GABA- und Glutamat-Freisetzung. Durch ihre Stimulierung werden groRe Gefalie dila-
tiert, MeningealgefaRe und Koronarien jedoch kontrahiert. 5-HTz-Rezeptor-Agonisten

sind demnach Migranetherapeutika, die die erweiterten GefalRe im Gehirn verengen,
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jedoch fuhren sie auch zu einer Konstriktion der Koronararterien, wodurch es zu uner-

winschten kardiovaskularen Beschwerden kommen kann. [37, 38]

5-HT,p-Rezeptoren sind dem 5-HTs-Subtyp sehr dhnlich. Sie sind ebenfalls in den
Meningealgefallen zu finden, wo ihre Erregung zur einer Vasokonstriktion fuhrt.
Zuséatzlich hemmt die Erregung dieser Rezeptoren die Freisetzung entziindungs-
fordernder Peptide. Agonisten dieses Subtyps sind ebenfalls bei Migrane gut wirksam.
Im Unterschied zu 5-HTz-Rezeptor-Agonisten haben sie aber keinen negativen

Einfluss auf die Koronarien. [37]

5-HT,--Rezeptoren spielen, ebenso wie die 5-HTg1p-Rezeptoren, bei der Unter-
driickung der neuronalen Entziindung eine Rolle und stellen daher ein neuartiges Ziel

zur Entwicklung von Migranetherapeutika dar. [50]

1.3.4.2 5-HT,-Rezeptoren

5-HT,-Rezeptoren umfassen zumindest 3 Subtypen (A, B, C), die allesamt wichtige
physiologische Bedeutungen besitzen. Sie gehdren ebenfalls zur Gruppe der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren, besitzen aber im Unterschied zu 5-HT;-Rezeptoren
ein Gg-Protein. Bei Stimulierung des Rezeptors kommt es zur Aktivierung der Phos-
pholipase C und damit Uber die Bildung von Inositoltriphosphat und Diacylglycerol zur
Freisetzung von Ca?*-lonen aus intrazelluléren Speichern. [38, 48]

5-HT,a-Rezeptoren findet man im ZNS, wo deren Erregung psychotrope Wirkungen
wie Halluzinationen ausldsen. Die halluzinogene Wirkung von LSD ist auf die
Stimulierung von 5-HT,x-Rezeptoren zurtickzufiihren. Weiters sind Rezeptoren dieses
Subtyps in der glatten Muskulatur der Blutgefal3e lokalisiert, tber die Serotonin
vasopressorische Wirkungen hervorruft, sowie auf den Thrombozyten, wo ihre
Stimulation die Aggregation der Blutplattchen bewirkt. Eine verminderte 5-HTa-
Rezeptordichte im Gehirn findet man bei Personen, die an depressiven Stdérungen
erkrankt sind. Neuroleptika werden als Antagonisten des 5-HT,s-Rezeptors zur

Behandlung psychischer Erkrankungen eingesetzt. [37, 44]

5-HTs-Rezeptoren sind uberwiegend in den BlutgefdRen zu finden. Bei Erregung
kommt es infolge einer Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) aus dem Endothel von

BlutgefalRen zu einer Vasodilatation. [37]

5-HT,c-Rezeptoren sind ausschliel3lich im ZNS lokalisiert und sind an der Regulation

von Nahrungsaufnahme, Schlaf-, Angst- und Stressverhalten beteiligt. [38]
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1.3.4.3 5-HT;-Rezeptoren

Bei 5-HT;-Rezeptoren handelt es sich um ligandengesteuerte lonenkandle, die keine
Subtypen beinhalten. Diese Kandale bestehen aus finf Proteinmolekillen und sind
selektiv fur Natrium- und Kaliumionen. Durch Erregung neuronaler 5-HT;-Rezeptoren
kommt es zu einer Ausschittung von Neurotransmittern wie z.B.: Noradrenalin und
Substanz P. Diese Rezeptorklasse ist daher an der Auslosung einer Reihe von
reflektorischen Vorgéngen beteiligt. 5-HT;-Rezeptoren sind in der Area postrema der
Medulla oblongata (Brechzentrum) und an afferenten Vagusfasern und damit in
Nachbarschaft der enterochromaffinen Zellen des Darms lokalisiert. Durch Erregung
dieser Rezeptoren ruft Serotonin, wenn es im Rahmen einer Chemotherapie mit
Cytostatika oder infolge einer Bestrahlung durch Zerstérung von enterochromaffinen
Zellen in groRBen Mengen freigesetzt wird, starke Ubelkeit und Erbrechen hervor. Freie
Nervenendigungen von Schmerzfasern tragen ebenfalls 5-HTs;-Rezeptoren, deren
Stimulation durch Serotonin Schmerzen auslésen. 5-HTs-Antagonisten werden zur
Behandlung von Erbrechen, ausgelést durch Cytostatika oder Strahlentherapie,
eingesetzt. [38, 48]

1.3.4.4 5-HT,4-Rezeptoren

Diese Rezeptorklasse ist wiederum G-Protein-gekoppelt, besitzt aber im Unterschied
Zu 5-HT;- und 5-HT,-Rezeptoren ein stimulierendes G-Protein (Gs-Protein), das die
Adenylatcyclase aktiviert und damit die cAMP-Konzentration erhdht. 5-HT,-Rezeptoren
sind im ZNS und im Gastrointestinaltrakt lokalisiert. Sie sind Uber die Freisetzung von
Acetylcholin an der Steigerung der Peristaltik im Gastrointestinaltrakt beteiligt und er-
hoéhen damit die Darmmotilitat. Dementsprechend werden Agonisten dieser Rezeptor-

klasse therapeutisch bei Motilitatsstérungen des Gastrointestinaltrakts eingesetzt. [38]

1.3.4.5 5-hts-, 5-hte-, 5-ht;-Rezeptoren

Die Rezeptoren der Subtypen 5-7 gehoéren zur Gruppe der neueren 5-HT-Rezeptoren,
die sich molekularbiologisch deutlich von den anderen Serotoninrezeptoren unter-
scheiden. Ihre Aminoséuresequenz ist zwar bereits geklart, Gber ihre funktionelle Be-
deutung ist aber bisher noch wenig bekannt, was nomenklatorisch durch Verwendung

kleiner Buchstaben ausgedrtickt wird. [48]

Uber 5-hts-Rezeptoren weiR man bereits, dass sie in zwei Subtypen eingeteilt werden
kénnen (A und B) und dass beide im ZNS lokalisiert sind. 5-htss-Rezeptoren wurden in

Mausen, Ratten und auch beim Menschen identifiziert, wahrenddessen 5-htsg-
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Rezeptoren ebenfalls in Mausen und Ratten, aber nicht im Menschen exprimiert
werden, da hier die codierende Sequenz durch Stop-Codons unterbrochen ist und
daher die Proteinbiosynthese nicht stattfinden kann. [51]

Der ebenfalls im ZNS vorkommende, Gs-Protein-gekoppelte 5-hts-Rezeptor kann még-
licherweise mit Lernvorgangen in Verbindung gebracht werden.

Der von den ,neueren“ 5-HT-Rezeptoren bisher am besten untersuchte, ubiquitar
vorkommende 5-ht;-Rezeptor ist an der Regulation des Tag-Nacht-Rhythmusses, der

Korpertemperatur sowie an der Blutdrucksenkung beteiligt. [52]

1.3.5 Anwendung von PET-Tracern fir die Diagnostik des serotonergen
Systems

Die PET-Radionuklide *'C (Halbwertszeit: 20.4 min) [53] und *®F (Halbwertszeit: 109.7
min) [5] eignen sich fur die Erforschung des serotonergen Systems mittels PET. Fir
diverse Studien zur Untersuchung der unterschiedlichen Rezeptorverteilungen und
—funktionen sowie des Serotonintransporters wurden bisher verschiedene Radiophar-
maka erfolgreich eingesetzt, unter anderem ["C]WAY-100635, [*'‘C]DASB und
[**F]Altanserin.

Bei ["'C]WAY-100635 handelt es sich um einen Antagonisten des 5-HT;s-Rezeptors,
mit dessen Hilfe die Dichte dieser Rezeptoren mit Angstzustédnden, Phobien und
Panikattacken in Korrelation gebracht werden kann. [54, 55]

["'C]DASB ist ein Radioligand, der selektiv an den Serotonin-Transportmolekiilen
(SERT) im Gehirn bindet. Serotonin-Transporter sind Angriffspunkte bei der Behand-
lung von Depressionen mittels SSRI, wodurch dieser PET-Tracer unter anderem zur

Darstellung der SERT mittels PET bei depressiven Patienten angewendet wird. [56, 57]

[*®F]Altanserin ist als 5-HT,s-Rezeptor-Antagonist bei der Diagnostik verschiedener
Psychosen von Bedeutung. Dessen Eigenschaften und Funktionen werden in den

Kapiteln 1.3.6 und 2.1 detailliert erlautert.

1.3.6 ['®F]Altanserin: ein spezifischer Ligand des 5-HT,,-Rezeptors
Wie bereits in Kapitel 1.3 beschrieben, ist Serotonin an vielen physiologischen und

pathophysiologischen  Funktionen im  menschlichen  Korper Dbeteiligt. Als
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Neurotransmitter im ZNS steuert es die Korpertemperatur, den Schlaf-Wach-
Rhythmus, die Schmerzempfindung, das Sexualverhalten und den Appetit. Weiters ubt
Serotonin einen Einfluss auf das Herz-Kreislauf-System und die Blutgerinnung aus.
Pathophysiologisch ist der Neurotransmitter in viele psychische Erkrankungen wie
Depressionen, Angst- und Zwangsstorungen [38], Schizophrenie [58] und Magersucht
[59, 60] involviert. Auch bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer [61] ist
Serotonin beteiligt. Vor allem der 5-HT,5-Rezeptor spielt, in Hinblick auf dessen Dichte
und Syntheserate im ZNS, in Zusammenhang mit den eben erwdhnten Krankheiten
eine bedeutsame Rolle, weshalb er in der nuklearmedizinischen Forschung besondere
Bedeutung erlangt hat. Um verschiedene Aspekte des serotonergen Systems
untersuchen zu kdnnen, wurden bereits in vielen Studien unterschiedliche Radiotracer
beschrieben, deren Bindung an 5-HT,,-Rezeptoren in den verschiedenen Hirnregionen
mittels PET sichtbar gemacht werden kann. Potentielle Radioliganden, die fur die
Darstellung der 5-HT,4-Rezeptorverteilung im Gehirn mittels PET in klinischen Studien
entwickelt und untersucht wurden, sind: [*'C]Ketanserin [62], [**F]Spiperon [63],
[*'C]Methylspiperon [64] und [*®F]Setoperon [65]. Als Nachteil all dieser Tracer hat sich
herausgestellt, dass sie nicht spezifisch an den 5-HT,5-Rezeptor binden, sondern auch
an andere Rezeptoren, wie z.B: Dopamin- und 5-HT;-Rezeptoren. Daher war man sehr
daran interessiert, selektivere 5-HT,,-Rezeptorliganden fir PET-Studien zu finden.
[*|F]Altanserin, ein 4-Fluorbenzyl-Piperidin-Derivat, ~strukturell Ketanserin und
Setoperon sehr ahnlich, hat sich als wichtiger PET-Tracer in vivo fur die Darstellung
des 5-HT,s-Rezeptors herausgestellt. [66] (Abb. 1.8)

O

O
18 N\/\
F N

25,

S™ N

H

Abb. 1.8: 3-[2-[4-(4-["°F]Fluorobenzoyl)-1-piperidyllethyl]-2-sulfanyl-3H-quinazolin-4-on
([**F]Altanserin)

Verglichen mit den anderen genannten Radiotracern bindet [‘®F]Altanserin als

selektiver 5-HT,a-Rezeptor-Antagonist mit hoher Affinitdét an den 5-HT,,-Rezeptor
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(Ki = 0.3 nmol/l) und mit weitaus geringerer Affinitat an andere Serotonin-Rezeptor-
Subtypen (5-HTyc: K; = 6.0 nmol/l; 5-hts: K; = 1.756 nmol/l; 5-ht;: K; = 15 nmol/l ) [67]
und anderen Rezeptoren (a;-Rez.: K; = 4.55 nmol/l, D,-Rez.: K; = 62 nmol/l, H;-Rez.:
39 nmol/l) [68]. Aufgrund der hohen Selektivitat wurde [**F]Altanserin bereits in vielen
klinischen Studien als PET-Tracer zur Quantifizierung des 5-HT,s-Rezeptors im
menschlichen Gehirn verwendet. [66, 69, 70] In einer Studie von Biver et al. (1994) [71]
wurde die Bindung von [*®F]Altanserin in den einzelnen Hirnregionen an zwolf
gesunden Probanden im Alter zwischen 27 und 45 Jahren mittels PET untersucht. Die
Aufzeichnungen zeigten eine hohe Akkumulation von Radioaktivitat in den kortikalen
Regionen und geringe Akkumulierung in den Basalganglien und im Kleinhirn.
Desweiteren wurde in mehreren Studien [59, 60, 72, 73, 74, 75, 76] die Bindung von
[*|F]Altanserin am 5-HT,s-Rezeptor in Abhéngigkeit von Geschlecht, Alter sowie
psychiatrischen Erkrankungen wie Magersucht, Schizophrenie und Zwangsstérungen

untersucht.

Biver et al. (1996) [72] arbeitete die geschlechtsspezifischen Bindungsunterschiede
von [*®F]Altanserin am 5-HT,,-Rezeptor mittels PET heraus. Zu diesem Zweck wurden
22 gesunde Probanden (11 Mé&nner zwischen 23 und 64 Jahren und 11 Frauen
zwischen 24 und 62 Jahren) zur Untersuchung herangezogen. Das Ergebnis zeigte bei
Méannern eine hohere Bindungskapazitat als bei Frauen, speziell in den frontalen und

cingularen Kortices.

Die Arbeit von Meltzer et al. (1998) [73] beschéftigte sich mit der Bindung von
[*®F]Altanserin am 5-HT,s-Rezeptor in Abhangigkeit vom Alter. Die dafiir vorgesehene
Probandengruppe bestand aus 9 gesunden alteren Personen (im Alter von 61 bis 76
Jahren) und 9 gesunden jungen Personen (im Alter von 18 bis 29 Jahren). Bei den
dlteren Probanden konnte in allen Hirnregionen eine signifikante Reduktion der

Bindungskapazitét von [*®F]Altanserin beobachtet werden.

Sheline et al. (2002) [74] belegte in ihrer Arbeit dieses Ergebnis und beschrieb zusatz-
lich, dass der Verlust von 5-HT,5-Rezeptoren zwischen 20 und 50 Jahren mit bis zu

70% Abnahme fortschreitend verlauft und dann abflacht.

Bei psychiatrischen Erkrankungen wie Magersucht [59, 60] und Schizophrenie [75]
fand man ebenfalls eine erhebliche Reduktion der Bindungskapazitdt von
[*|F]Altanserin am 5-HT,,-Rezeptor. Einzig bei Zwangsstérungen wiesen Patienten,

verglichen mit gesunden Personen, eine erhohte Rezeptorbindung im Nucleus
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caudatus auf. In der Arbeitsgruppe von Adams et al. (2004) [76] wurden auf Basis von
vorherigen Studien Ergebnisse bezuglich geschlechts- und altersspezifischen
[*®F]Altanserin-Bindungsunterschieden am Serotoninrezeptor vom Subtyp 2A verifiziert
bzw. falsifiziert. Sie kamen zu der Erkenntnis, dass das Geschlecht die [‘®F]Altanserin-
Bindung nicht beeinflusst und widerlegen damit das Ergebnis von Biver et al. (1996).
Bindungsunterschiede in Abhangigkeit vom Alter wurden verifiziert und mussen daher

bei der Erarbeitung von klinischen Studien bertcksichtigt werden.

All die bisherigen Erkenntnisse iiber [*®F]Altanserin bestatigen, dass dieser radioaktiv
markierte Ligand ein geeigneter PET-Tracer sowohl fur die Erforschung der 5-HTa-
Rezeptorverteilung in den einzelnen Hirnregionen als auch fur die Diagnose von psy-
chischen Erkrankungen ist.

Bis dato stellte jedoch eine rasche und zuverlassige Radiosynthese von [*®F]Altanserin
eine Herausforderung dar, weshalb man bestrebt war, eine sichere und schnelle Syn-
thesemethode zu finden. Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wird eine Methode
vorgestellt, mit Hilfe dieser [**F]Altanserin innerhalb kurzer Zeit zuverlassig synthetisiert

werden kann.

2 Experimenteller Teil

2.1 Radiosynthese von [*®F]Altanserin

Altanserin ist ein Fluorobenzoyl-piperidin-Derivat, das strukturelle Ahnlichkeit zum
Ketanserin hat und wie dieses ein Antagonist des 5-HT,,-Rezeptors ist. Im Unterschied
zu Ketanserin tragt Altanserin einen Sulfanyl-Substituenten in Position 2 des
Chinazolin-Rings und weist eine deutlich hdhere Affinitdt zum 5-HT,,-Rezeptor auf
(Altanserin: K; =0.3 nmol/l; [67] Ketanserin K= 1 nmol/l [77]). In seiner *F-markierten
Form wird Altanserin erfolgreich in PET-Studien fiir die Darstellung dieses Rezeptors
verwendet. Die Synthese von [*®F]Altanserin (3-[2-[4-(4-[*®F]Fluorobenzoyl)-1-piperidyl]
ethyl]-2-sulfanyl-3H-quinazolin-4-on) wird mit Hilfe des Precursors 3-[2-[4-(4-Nitro-
benzoyl)-1-piperidyl]ethyl]-2-sulfanyl-3H-quinazolin-4-on (Nitroaltanserin) durchgefihrt.
Dabei wird die Nitrogruppe in Position 4 des Benzoylrings durch [**F]Fluorid nukleophil
substituiert. Die Synthese erfolgt in Anwesenheit des Kryptofix 2.2.2/K*— Komplexes in

einem Reaktionsschritt. Das Reaktionsschema ist in Abbildung 2.1 dargestellt. [78, 79]
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Abb. 2.1: Reaktion Nitroaltanserin — [‘®F]Altanserin (modifiziert nach [78])

Mehrere Arbeitsgruppen haben sich bereits mit teils unterschiedlichen Synthese-
methoden von [*®F]Altanserin beschéftigt. In einer Studie von Lemaire et al. (1991) [78]
erfolgte die nukleophile Substitution der Nitro-Gruppe des Precursors Nitroaltanserin
durch Erhitzen einer Lésung von tragerarmen (Kryptofix 2.2.2/K,CO3)" [**F], Nitro-
altanserin und DMSO in einer Mikrowelle. Nach der Aufreinigung des Produkts mittels
praparativer HPLC erhielt man eine radiochemische Ausbeute von 10%, eine spezifi-
sche Aktivitat von 29.6 - 48.1 GBg/umol sowie eine radiochemische Reinheit von >99%

am Ende der Synthese, die inklusive Aufreinigung 110 Minuten gedauert hat.

Bei der Arbeitsgruppe von Monclus et al. (1998) [80] wurde die Synthese ebenfalls
durch Erhitzen in einer Labor-Mikrowelle durchgefiihrt, gefolgt von einer Vorreinigung
des Produkt mittels C-18 SepPak, einer Isolierung mittels semi-praparativer HPLC
sowie einer Formulierung der injizierbaren Losung. Alle erwéahnten Schritte wurden in
einem automatisierten Syntheseapparat durchgefuhrt, der einige Vorteile aufweist
(geringe Kosten, geringer Platzbedarf und vor allem kein notwendiger Kontakt

zwischen Operator und Radioaktivitat). Die Synthesedauer (inklusive Qualitatskontrolle
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durch analytische RP-HPLC) betrug 90 Minuten, die spezifische Aktivitat > 37
GBqg/pmol und die radiochemische Ausbeute 20 + 6% am Ende der Synthese.

Ahnlich wie Monclus et al. verwendete Tan et al. (1999) [79] ,ferngesteuerte* Synthe-
semodule, die eine Synthese in der Mikrowelle, eine Aufreinigung mittels praparativer
HPLC sowie eine sterile Filtration ermdglichen. Bei dieser Methode wurde eine Syn-
thesedauer von 114 + 9 Minuten, eine spezifische Aktivitat von 136.9 + 81.4 GBqg/umol

und eine radiochemische Ausbeute von 23% verzeichnet.

Hamacher et al. (2006) [81] wahlten einen anderen Ansatz. Sie produzierten
[*®F]Altanserin in einer elektrochemischen Zelle. Diese Zelle erlaubte eine rasche Ab-
scheidung von [*®F] an der Anode. Die Synthese erfolgte mit einer Lésung von Kryptat
([K222/K,CO3]"HCO3), Nitroaltanserin und DMSO in einer 140°C heiRen Zelle unter
Anlegung eines elektrischen Feldes. Im Anschluss wurden eine HPLC-Aufreinigung,
eine Festphasenextraktion und eine Formulierung des Produkts durchgefiihrt. Nach
einer Synthesedauer von 75 Minuten betrug die spezifische Aktivitat 499.5 GBg/umol
und die radiochemische Ausbeute 23 + 5%.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurde die Synthese mit Hilfe eines Mikrofluidsystems
(Advion NanoTek® LF) durchgefiihrt. [82] Durch Verwendung von Mikroreaktoren
reichten bereits geringe Mengen von [*®F]Fluorid und Precursor fir eine Synthese von
[*®F]Altanserin mit einer radiochemischen Inkorporation von bis zu 60% aus. Ein
weiterer, wichtiger Vorteil dieser Methode ist die reduzierte radioaktive Belastung des
Operators, da nur geringe Mengen an Radioaktivitat fir eine erfolgreiche Synthese
notwendig sind. Inklusive Aufreinigung mittels préaparativer HPLC und Formulierung

des Produkts betrug die Synthesedauer ca. 90 Minuten.
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2.1.1 Materialien

Im folgenden Abschnitt sind die fur die Synthese und Qualitatskontrolle notwendigen

Chemikalien, Losungen, Gase und Geratschaften aufgelistet.

2.1.1.1 Materialien fir die Synthese

2.1.1.1.1 Chemikalien, Losungen und Gase

O

Nitroaltanserin (Precursor):

Dimethylsulfoxid (DMSO):

Acetonitril (AcN):

Kryptofix:
K,COs:

Aqua purificata:
[*8F]Fluorid:

Stickstoff:
Dimethylformamid (DMF):

2.1.1.1.2 Geratschaften

O

GE PETtrace Zyklotron:

Advion NanoTek® LF:

Anionentauscher:

Mikroreaktoren:

Produktsammelgefaf3:

Heizblock:

Ruckschlagventil:

ABX (Advanced biochemical compounds),
Deutschland. CAS: 139418-53-4
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
CAS: 67-68-5

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
CAS: 75-05-8

Kryptofix® 222, Merck KGaA, Deutschland
Kaliumcarbonat, Merck KGaA, Deutschland
CAS: 584-08-7

Anstaltsapotheke, AKH Wien, Osterreich
PET-Zentrum, AKH Wien, Osterreich
technisch verdichtet, Messer Gas, Osterreich
Fluka Chemika, Schweiz. CAS: 68-12-2

16.5 MeV Protonen; GE Medical Systems,
Uppsala, Schweden

Advion, Software 1.4.0; Ithaca, NY, USA
Chromafix Solid Phase Extraction PS-HCOg3,
Macherey-Nagel, Deutschland

100 pum x 2 m, Advion, Ithaca, NY, USA
Eppendorf Safe-Lock Tube (1.5 mL) bzw.
Wheaton V-Vial 5 mL (inkl. TFE/Silikon-Septum)
IKA Labortechnik, ETS-D4 fuzzy, Deutschland
Advion; Ithaca, NY, USA

23



2.1.1.2 Materialien fur die Qualitatskontrolle

2.1.1.2.1 Chemikalien, Lésungen und Gase

o Altanserin (Standard):

o Ammoniumacetat:

o Aqua purificata:

o Salzsaure (HCI, 1N):
o Acetonitril (AcN):

o Gas d. Autoradiographen:

2.1.1.2.2 Gerétschaften

o Analyt. HPLC-Pumpe:

o Analyt. HPLC-Saule:
o Dosiskalibrator:

o DC-Platten:
o Autoradiograph:

2.1.2 Methoden

ABX (Advanced biochemical compounds),
Deutschland. CAS: 76330-71-7

Merck KGaA, Deutschland. CAS: 631-61-8
Anstaltsapotheke, AKH Wien, Osterreich

Merck KGaA, Deutschland. CAS: 7647-01-0
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

CAS: 75-05-8

Tecline 1% Isobutan, 2.5% CO, in Argon, Messer

Gas, Osterreich

LaChrom Pump L-7100, Merck-Hitachi

Software: GINA Star Station

Radiodetektor: Nal-Kristall, Iteco, Italien
UV-Detektor: Wellenlange 254 nm

Phenomenex Gemini 3u C-18 110A,

150 x 4.60 mm, 3 micron

Veenstra Instruments VDC-404

TLC Silica gel 60 F,s4, Merck KGaA, Deutschland
Instantimager, Packard Instrument Company, USA

2.1.2.1 Vorbereitung des Advion NanoTek® LF fiir die Radiosynthese

Bevor die Synthese von [*®F]Altanserin starten konnte, waren einige wichtige Schritte

zur Vorbereitung des Mikrofluidsystems notwendig. Um potentielle Kontaminationen zu

vermeiden, wurden am Beginn und am Ende eines Synthesetages alle Komponenten

des NanoTek® LF (Spritzen, Loops, Leitungen, Reaktor) mit DMSO gereinigt. Fir

diesen Reinigungsvorgang wurde ein generiertes Makro verwendet, das durch

Programmierung von Befehlen fur die einzelnen Pumpen sowie Angabe der ndtigen

Zeit einen automatisierten Ablauf des sogenannten ,Masterclean” mdglich machte.

(Tab. 2.1)
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Masterclean
Time delay
(ms) Pump Action Comment
0| /706R Valve F
0 | L3702000000004CL36020000250052 Concentrator Temp 20
0 | L3502000020004C reactor4 temp 20
0 | L3402000020004B reactor3 temp 20
0 | L3302000020004A reactor2 temp20
0 | L3202000025004E reactorl temp20
0 | /101V10000A008V10000A4800001V10000A008V1600A48000R 2x P1 leeren, mit LM fuellen
/201V10000A008V10000A4800001V10000A008V1600A008V1600A48
0 | 000R 2x P2 leeren , mit LM fuellen
0 | /301V4000A008V4000A4800001V8000A008V800A48000R 2x P3 leeren, mit LM fuellen
P1: Port C mit 200uL spue-
100000 | /103V64A28800R len 40mL/min
P2: PortC mit 200uL spuelen
0 | /203V64A28800R 40mL/min
P3: Port D (loop ueber rea-
gent line) 800uL: 200uL/min;
0 | /304V160A960006V160A0R Port F 200uL: 200uL/min
P1: Syringe fill; port D
310000 | /108V1600A4800004V160A0R 500uL: 100uL/min
P2: syringe fill; port D 500uL:
0 | /208V1600A4800004V160A0R 10uL/min
P3: fill syringe; portE-D-C
300uL: 50uL/min; portB
0 | /308V800A4800005gv700D1M10G1440002gv700D1M10G14400R 300uL: 50mL/minP3 Move

Tab. 2.1: Programmierte Codes zur Ausfiihrung des Makros ,Masterclean®

Nach dem ,Masterclean” wurden alle Komponenten der Concentrator-Einheit des
NanoTek® LF mit Hilfe eines Makros mit der Bezeichnung ,Concentratorclean*
gesaubert. Die Reinigung wurde mit Acetonitril durchgefihrt. Die dafir notwendigen

Befehle sind in Tabelle 2.2 aufgelistet.

Concentratorclean

Time delay
(ms) Pump action Comment
MeCN on line C, all others
0 | Wait into waste

/503V3200A12000M100001A003A12000M100001A003A12000M10000

2000 | 2A003A12000M100002A0R Clean A&B
/503A12000M100004A003A12000M100004A003A12000M100006A003
50000 | A12000M100006A0R Clean D&F

50000 | /503A12000M100005A003A12000M100005A003A12000M100005A0R | Clean E
/505V3200A12000M100001A0M100005A12000M100001A0M100005V

50000 | 3200A12000M100002A0M100005A12000M100002A0M1000R Air Purge A&B
/505V3200A12000M100004A0M100005A12000M100004A0M100005V
50000 | 3200A12000M100006A0M100005A12000M100006A0M1000R Air Purge D&F

Tab. 2.2: Programmierte Codes zur Ausfiihrung des Makros ,,Concentratorclean®

Wahrend der Ausfihrung der beiden Makros waren weitere Vorbereitungsschritte
noétig. Fur die Eluierung von [*°F] von der Anionenaustauscherséule wurde eine Lésung

von 20 mg Kryptofix 2.2.2 und 4 mg Kaliumcarbonat in 700 pL Acetonitril und 300 pL
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Wasser angefertigt (Elutionslésung). Der Precursor Nitroaltanserin wurde je nach

gewunschter Konzentration eingewogen und in DMSO gel6st.

2.1.2.2 Produktion von [**F]Fluorid mittels GE PETtrace Zyklotron

Die [*®F]Fluorid-Produktion fand in einem GE PETtrace Zyklotron statt. Dabei wurde
uber eine ®O(p, n)*F nukleare Reaktion durch Bestrahlung von *®0-angereichertem
Wasser (> 98%) mit Protonen schlieRlich [**F] gewonnen. Der Prozess der Bestrah-
lung sowie die Abgabe von [*®F] wurde Uiber eine Software am Computer gesteuert.
Sobald die gewiinschte Menge an Radioaktivitt erreicht wurde, konnte die Bestrah-
lung gestoppt werden und das produzierte [*®F]Fluorid wurde innerhalb der heiRen Zel-
le in ein Wheaton V-Vial (mit Bleiabschirmung) tbergefiihrt.

Da fiir die Syntheseversuche mittels NanoTek® LF nur eine geringe Menge an Radio-
aktivitat (500 MBq — 3 GBq) notwendig war, wurde zu diesem Zweck hauptséchlich
[*®F]Fluorid-angereichertes Spiilwasser verwendet. Dazu wurden nach der téglichen
[**F]FDG-Synthese die [*®F]-Leitungen mit Wasser gespiilt und so die verbliebene *®F-
Aktivitat gewonnen und ebenfalls in ein Wheaton V-Vial Ubergefihrt.

Da das [**F]Fluorid in Wasser vorlag und in diesem Zustand nicht nukleophil
substituiert werden konnte, waren weitere, im folgenden Kapitel erlauterte, Schritte

notwendig.

2.1.2.3 Fixierung auf dem Anionentauscher, Elution und Azeotrope Trocknung

Die azeotrope Trocknung sowie die nachfolgende Synthese von [*®F]Altanserin wurde

mit Hilfe des Mikrofluidsystems Advion NanoTek® LF durchgefiihrt.

Zuerst wurde das [*®F]Fluorid-enthaltende Spiilwasser Uiber eine Anionentauschersaule
gedriickt, wobei [*®F]Fluorid auf der Saule zuriickgehalten wurde und das Wasser in
ein SammelgefaR (Concentrator-Vial) geleitet wurde. Nach Entfernung des Wassers
aus dem Concentrator-Vial durch Rickleitung in das urspringliche Gefal3 wurde
[*®F]Fluorid mit 1 mL einer Lésung von Kryptofix 2.2.2/Kaliumcarbonat (20 mg/4 mg) in
Acetonitril/Wasser im Verhaltnis 70:30 (v/v%) von der Anionentauscherséule (Chroma-
fix PS-HCOz3) in das Concentrator-Vial eluiert. Das Kation von Kaliumcarbonat bildet
hierbei mit dem Aminopolyether Kryptofix 2.2.2 einen Komplex, bei dem [**F]Fluorid als
Gegenion fungiert, sodass dieser Komplex wahrend und nach der Trocknung mit
[*®F]Fluorid in die organische Phase iibergefiihrt werden kann. Diese Lésung wurde auf
110°C erhitzt und durch Zugabe von 2x je 500 pL Acetonitril im Inertgas-Strom N, aze-

otrop getrocknet.
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Durch das Prinzip der azeotropen Trocknung ist es moglich, Wasser leichter aus einer
Reaktionslosung zu entfernen. Der Siedepunkt von Acetonitril liegt bei 81.6°C, der des
Wassers bei 100°C. Beide Flussigkeiten zusammen kdnnen ein Azeotrop bilden, das
bei 76.1°C kocht und sich aus 86% Acetonitril und 14% Wasser zusammensetzt. [83]
Nach der azeotropen Trocknung wurde der getrocknete [*®F]Fluorid-Kalium-Kryptofix
2.2.2-Komplex durch Zugabe von 500 pL DMSO abermals gel6st und konnte in diesem

Zustand fur die nukleophile Substitution verwendet werden.

Auch fur den Ablauf der azeotropen Trocknung wurde ein generiertes Makro verwen-

det, dessen Befehle in Tabelle 2.3 aufgelistet sind.

Azeotropic drying
Time
delay
(ms) Pump action Comment
Batch FDG: SBFDG_v35;
Plumbing: SBFDGv2_1; 3-
Channel Reactor; 500 uL run,
0 | Wait ;N2 Flow set to 1.5 scfh
0 | /308V4000A48000R P3 : fill syringe
Heat concentrator 1 up to 100
0 | L3702000100004DL3602000300004E C
/5901V3200A12000M200005V1200A0M500G3g0o6V6400A12000M10000
1000 | 1A0G4R CE: Load Target Water
120000 | /7U2M5000U1M5000u2R G: Turn on Nitrogen
10000 | /502V1000P1200005V1000D12000R CE: add 1ml K222
60000 | /503V2000A6000M200005V75D480006V75D120002V2000A0R CE: Add 0.5 mL MeCN
Heat concentrator 1 up to
10000 | L3702000110004EL3602000300004E 110C
200000 | /503V200P600005gv650D1M24G6000R CE: Add 0,5 mL MeCN
200000 | L37020000260054L3602000300004E CE: Set Heater to 260C
150000 | /7ulR G: Turn off Nitrogen
P3: solve Activity in 500uL
1000 | /306V10000D24000R solvent

Tab. 2.3: Programmierte Codes zur Ausflihrung des Makros ,Azeotropic drying*

2.1.2.4 Synthese: Praktische Durchfuhrung der Optimierungsreaktionen mit ei-

nem Advion Nanotek®LF

Nach Beendung der azeotropen Trocknung waren noch einige Schritte notwendig, be-
vor die Radiosynthese beginnen konnte. Dabei behalf man sich Funktionen aus dem
,Discovery Mode* des NanoTek® LF, die manuell angesteuert wurden (Abb. 2.2). Zu-
erst wurde sowohl die Precursor-Lésung, als auch die [*®*F]Fluorid — Kryptofix 2.2.2/K*-
Ldsung Uber die Pumpe 1 und die Pumpe 3 bis zum Beginn der jeweiligen Loop aufge-

zogen (,Prime“). Anschlie®end wurden durch den Befehl ,Fill“ die Loop der Pumpe 1
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mit Precursor-Lésung und die Loop der Pumpe 3 mit [**F]Fluorid — Lésung vollstindig
gefullt. Die Leitungen von Pumpe 1 und Pumpe 3 von der Loop zum Reaktor konnten

Uber die Funktion ,Load“ mit den jeweiligen Reaktandenlésungen beladen werden.

MANUAL DISCOVERY |SEQUENCE | REPORT

Pumpl  Loop 1 Sstup PUMp 2 Loop 3 Sstup Pump 2 | oo 0 catup

Reaction 1 20
Temp.
Pump 3 10
Volume

Prime
Fill
Load

o ©

Loop 3

Prime
Fill
Load

=

EE|E

|

==/

Pump 1:Pump 3
Volume Ratio
Pump 3 Rate
Transfer Rate
Reaction 2

Temp.

Pump 2:Reaction 1

Loop 2
ne3 | Line 2 H-Solvent Fill w |
Volume Ratio R —
Reeston 1 8ol e g R

Transfer 3
Reactor 1 Reactor 2
Volume | Rate
Isotope 100 30.0
Precursor 100 30.0
Reaction 1 Bolus || 20.0 60.0

Reactions Reactions
wifLosp1 | 2 waDDp3|17

DMSO

ol o o|zly -
[~
5
]
4
IE

ion 1 Bo

Plumbing St SLilou i
WIZARD
Set Reaction
: EXECUTE
Prime System DISCOVERY

[<]| ==

Abb. 2.2: Screenshot des “Discovery” Modes des Advion NanoTek® LF

Nach den Vorbereitungsschritten konnten die Syntheseversuche gestartet werden.
Durch manuelle Eingabe der Reaktionstemperatur, des Volumens der Pumpe 3, des
Volumenverhaltnisses von Pumpe 1 und Pumpe 3 (standardmafRig 1:1) sowie der
Durchflussgeschwindigkeit durch den Reaktor konnten die gewunschten
Reaktionsbedingungen bestimmt werden (Abb. 2.2 im weien Ka&stchen). Nach
Anklicken des grinen Buttons ,Execute Discovery® wurde die Synthese gestartet.
Dabei wurden die gewahlten Volumina beider Flussigkeiten mit der eingegebenen
Durchflussgeschwindigkeit durch den temperaturgeregelten Reaktor gedriickt, in dem
die Reaktion stattfand. Das Reaktionsprodukt wurde mit 300 uL DMSO aus dem
Reaktor in ein Sammelgefal? (Eppendorf-Gefal? oder Wheaton V-Vial) gespult (,final

sweep*).

Die Aufgabenstellung meiner Diplomarbeit war, optimale Reaktionsbedingungen zu
finden, um eine groRtmdgliche Ausbeute an [‘°FJAltanserin zu erzielen. Die
Reaktionsparameter, die es zu untersuchen galt, waren Precursor-Konzentration,
Reaktionstemperatur und Durchflussgeschwindigkeit. Die Reaktionstemperatur wurde
im Bereich zwischen 25°C und 220°C variiert, fir den Precursor wurden
Konzentrationen im Bereich zwischen 1 mg/mL und 6.6 mg/mL (in Reaktionsldsung)
gewahlt, und die Durchflussgeschwindigkeiten wahrend der Reaktionen lagen
zwischen 5 pbL/min und 30 pL/min pro Pumpe (entsprechend 10-60 pL/min
Gesamtdurchflussgeschwindigkeit).
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Im Laufe meiner Arbeitszeit stellte sich heraus, dass die eingesetzten
Reaktionsvolumina von [**F]Fluorid- und Precursorlésung ebenfalls einen Einfluss auf
die radio-chemische Inkorporation haben, sodass auch dieser Parameter bei den
einzelnen Synthesen berticksichtigt werden musste. Dementsprechend wurden
Volumina im Bereich zwischen 5 pL und 400 pL eingesetzt. Da die Loops der beiden
Pumpen mit jeweils rund 400 pL Precursor bzw. [**F]Fluoridiésung gefiillt werden
kénnen, kénnen bei einem Pumpvolumen von 5 pL pro Pumpe theoretisch 80
Synthesen an einem Tag durchgefihrt werden.

Der Verlauf einer Reaktion kann Uber die Druckkurven der Sensoren in den Pumpen
aufgezeichnet und ausgewertet werden. Diese liefern auch Aufschluss Uber mdégliche
Probleme im System, zum Beispiel fihrt das Auskristallisieren im Reaktor zu einer
Verstopfung und im weiteren Verlauf zu einem Druckanstieg. In Abbildung 2.3 sind die
typischen Druckkurven einer Serie von Reaktionen dargestellt. Hier wurden 5 pL
[*®F]Fluorid-Lésung und 5 pL Precursor-Lésung gleichzeitig mit einer Durchfluss-
geschwindigkeit von 5 pyL/min durch den 200°C heil3en Reaktor gedriickt. Danach
wurde das Reaktionsgemisch utber die Pumpe 3 aus dem Reaktor hinausgespult. Im
letzten Schritt wurde das System mit DMSO gereinigt und die Produktlésung mit 300

ML DMSO in ein Sammelgefal} gespuilt.

MANUAL DISCOVERY ‘SEQUENCE | ReporT | Sandra: Logged in as Admin

Reaction 1 20 Pump1  Loop 1 Setup Pump 3 Loop 3 Setup Pump 2 Loop 2 Setup

Prime Prime [] Prime
Gl Al Or
S Load 8 Load [] Lesd
F & =
= o

Loop 3 Loop 2

Line2 H-Solvent Fil ¥ |
Transfer 3

Pump 2:Reaction 1
Valume Ratio
Resction 1 Bolus Rate

5
T
5
@ rsar
o
o
o

Losp 1
|une. | —

Reactor 1 Reactor 2 G-Plugged

Volume [ Rate
Tsotope 5.0 5.0
Precursor 50 To
Reacton 1Bols || 100 | 100

=1 L.;.,SS. 31l u;.::; D

D-Fill Reagent

B-Sweep

B-Sweep
[ *ombra e |

Set Rezcton

Prime System SISCOVERY

“ H-Solvent Fil

ACTIONLOG | USER | RAD | PRESSURE

11:52 AM 11:55 AM 11:57 AM 1159AM 1ZDIPM 1203PM 1ZDSPM 12:07FM 3 12:15P

1

Reaktion: Precursor
(Pumpe 1) und
[18F]Fluor|d (Pumpe 3)
werden gleichzeitig in den
Reaktor gedruckt

Sweep: die Reakti-
onsmischung wird
Uber die Pumpe 3
aus dem Reaktor
gespult

Final Sweep: die Reakti-
onsmischung gelangt in
das Sammelgefal3, mit
DMSO wird nachgespdlt

Abb. 2.3: Darstellung des Reaktionsverlaufs mittels Druckkurven von Pumpe 1 und Pumpe 3
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2.1.2.5. Erstellung eines Programms fiir den automatisierten Syntheseablauf

mittels Advion NanoTek® LF

Nach einer Vielzahl von Synthesen konnten schlie3lich die optimalen Reaktions-
bedingungen fir eine grolRtmdgliche radiochemische Inkorporation ermittelt werden.
Die hochste Ausbeute an [*®F]Altanserin konnte mit einer Precursor-Konzentration von
2 mg/mL, einer Reaktionstemperatur von 220°C und einer Durchflussgeschwindigkeit
von 5 pL/min pro Pumpe erzielt werden. Dies entspricht einer Gesamtgeschwindigkeit
von 10 pL/min fur beide Pumpen. Mit dieser Erkenntnis wurden, zusatzlich zum
Masterclean, Concentratorclean und der azeotropen Trocknung, drei Makros generiert,
die einen automatisierten Syntheseablauf gewahrleisten. Dafiir wurde das gesamte
Fassungsvermégen beider Loops (je 400 pL Precursor-Lésung bzw. [**F]Fluorid-
Losung) verwendet.
Eine automatisierte Vollsynthese beinhaltete folgende Makros, die aneinander gereiht
wurden:

(1) Azeotropic drying (Tab 2.3)

(2) Temperature control (Tab 2.4)

(3) Load (Tab 2.5)

(4) Reaction (Tab 2.6)

Fur die azeotrope Trocknung wurde das gleiche Makro wie bei den Optimierungsreak-
tionen (Kapitel 2.1.2.4) verwendet.
Das Makro ,Temperature control“ umfasste lediglich die Aufheizung des Reaktors auf

die gewlinschten 220°C Reaktionstemperatur. (Tab. 2.4)

Temperature control

Time delay (ms) Pump Action Comment

0 | L32020002200050 Reaktor 1 auf 220C
Tab. 2.4: Programmierter Code zur Ausfiihrung des Macros ,Temperature control®

Mit Hilfe des Makros ,Load“ wurden die Loops von Pumpe 1 und Pumpe 3 mit Precur-
sor-Lésung bzw. [*®F]Fluorid-Lésung befiillt (Tab. 2.5). Im Unterschied zur Pumpe 1,
die 500 pL Precursor-L6sung mit 100 yL/min tber eine Spritze aufzog, wurden Uber die
Pumpe 3 zunachst 300 pL [**F]Fluorid-Lésung aus dem Concentrator-Vial entnommen,
dann wieder abgeben und anschliel3end ebenfalls 500 pL mit 100 pL/min aufgezogen.

Dadurch sollte eine bessere Durchmischung der [*®F]Fluorid-Lésung erreicht werden.
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Load
Time delay
(ms) Pump Action Comment

0 | /101V1600A004V160A48000R P1: leeren,D 500ul mit 100ul/min,

P3: leeren, D 300ul mit 100ul/min,0
/301V800A004V80A1440004V800A004V80A2400008V800A4800 | mit 1000ul/min,D 500ul mit
0| OR 100ul/min, P3 auf 1000ul gefuellt

Tab. 2.5: Programmierte Codes zur Ausfuhrung des Makros ,Load*

Durch die Pumpenbefehle des letzten Makros (Tab. 2.6) konnte die Reaktion der
beiden Losungen ablaufen. Nach dem Laden zum Reaktor (43 pL Precursor-Lésung
bzw. 16 L [**F]Fluorid-Lésung mit 100 pL/min), konnte die Reaktion mit je 400 pL
Reaktionsldsung pro Pumpe mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 20 pL/min
(Overall Flow) ablaufen. Zum Schluss wurde das Reaktionsgemisch mit 300 uL DMSO
aus dem Reaktor gespuilt und dieser auf 20°C abgekdhlt.

Reaction
Time delay
(ms) Pump Action Comment
0 | L32020002200050 Reaktor 1 auf 220C
2000 | /105V160A43872R P1: E 43ul mit 100ul/min (load)
30000 | /305V80A47232R P3: E 16ul mit 100ul/min (load)
P1 E 400ul mit 10ul/min, 57ul mit
18000 | /105ggv700D1M48G19200G205V80D5472R 50ul/min
P3 E 400ul mit 10ul/min, 57ul mit
0 | /305gv700D1M110G1920005gv700D1M10G273605V80D14400R | 50ul/min, 300ul mit 100ul/min
2500000 | L32020000200049 Reaktor 1 auf 20C

Tab. 2.6: Programmierte Codes zur Ausfiihrung des Makros ,Reaction®

Die besten Ergebnisse wurden bei einer Gesamtgeschwindigkeit von 10 puL/min erzielt,
jedoch wurden unter Beriicksichtigung des radioaktiven Zerfalls von [*®F]Fluorid und
der radiochemischen Ausbeute fir die Programmierung der Reaktion eine doppelt so
hohe Durchflussgeschwindigkeit gewahlt. Nur geringfligig schlechtere Ausbeuten
konnten bei den Vorversuchen bei 20 pL/min erzielt werden (12.5 * 1.0% bei 10
pL/min vs. 9.3 £ 0.6% bei 20 pL/min; bezogen auf 2 mg/mL, 220°C und 5 pL
Reaktionsvolumen pro Pumpe). Allerdings konnte durch die hdéhere Geschwindigkeit
die Synthesedauer um die Halfte verkirzt werden, was bei einer vollen Synthese mit
einem Gesamtvolumen von 800 pL (400 pL Precursorlésung und 400 pL
[*®F]Fluoridlésung) eine Reaktionsdauer von 80 Minuten bei 10 pL/min oder 40 Minuten
bei 20 pL/min bedeutet.

2.1.2.6 Qualitatskontrolle und Ermittlung der radiochemischen Inkorporation

Die Qualitatskontrolle wurde sowohl mittels Dunnschichtchromatographie (DC), als

auch mit Hilfe einer analytischen HPLC (High Performance Liquid Chromatography =
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Hochleistungsflussigkeitschromatographie) durchgefiihrt. Die Dunnschichtchromato-
graphie diente zur Quantifizierung der radiochemischen Inkorporation sowie zur
Bestimmung von potentiellen Nebenprodukten, wahrend mittels analytischer HPLC die
Identitat des Produktes und dessen radiochemische Reinheit festgestellt werden
konnte.

Fir die Qualitatskontrolle mittels DC wurden Platten aus Kieselgel (TLC Silica gel 60
F.s4) verwendet, die mit einem Laufmittel der Zusammensetzung Acetonitril/Wasser
80:20 (v/v%) entwickelt wurden. Ein entsprechendes DC-Chromatogramm ist in
Abbildung 2.4 dargestellt.

2 ["F]Altanserin

78443
18 .
" 58832 [F]Fluorid ‘
S 39222 1 ‘
S |
© 19611 |
0
0.0 26.0 52.0 78.0 104.0
2
Distance (mm)
Peak Gross Baseline Net Net Net Net
ID (mm) Counts Subtract Counts CPM % Sum Regions % Total Lane

Lane #1

Abb. 2.4: Chromatographische Auftrennung von [*®F]Fluorid und [*®F]Altanserin mittels DC

Das freie [**F]Fluorid wurde am Auftragepunkt retiniert, wahrend [*®*F]Altanserin
weniger stark retiniert wurde (R; = 0.75 % 0.03). Dadurch konnte eine gute Trennung
der beiden Komponenten erreicht werden. Durch Auswertung der DC-Platten mit
einem Autoradiograph konnten beide Substanzen quantifiziert werden und die
radiochemische Inkorporation bestimmt werden. Der Precursor Nitroaltanserin konnte
dunnschichtchromatographisch  nicht nachgewiesen werden, da mit einem

Autoradiographen nur radioaktive Substanzen detektiert werden kénnen.

Die Qualitatskontrolle mittels analytischer HPLC wurde mit der S&ule Phenomenex
Gemini 3u C-18 (110A, 150 x 4.60 mm, 3 micron) durchgefihrt. Fiur die Analyse wurde
eine Laufmittelzusammensetzung von Ammoniumacetat-Puffer (24 mmol, pH
5.4)/Acetonitril 59:41 (viv%) und ein Flow von 1 mL/min gewahlt. Die radioaktiven

Komponenten konnten mit Hilfe eines Nal-Kristall-Detektors dargestellt werden, wéah-
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rend Nitroaltanserin (und alle anderen nicht-radioaktiven Substanzen) mit einem UV-
Detektor der Wellenlange 254 nm detektiert wurde(n). Ein entsprechendes HPLC-
Chromatogramm ist in Abbildung 2.5 dargestelit.

1,501mAU *1000
Nitroaltanserin

e —c——
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=___—¢ o= et :
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e /140772
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03'00 04'00 05'00 06'00 07'00 08'00 09'00 10'00 min

T

Abb. 2.5: Analytisches HPLC-Chromatogramm zur Identifizierung der einzelnen Komponenten
in Reaktionslésung (obere Reihe: UV-Kanal, untere Reihe: Radioaktivitatskanal)

Durch dessen Hydrophilie wurde [*®F]Fluorid unmittelbar nach Einspritzen in die Séule
eluiert (tz= 2.08 min), wahrend [*®F]Altanserin nach tz = 7.36 min und Nitroaltanserin

nach tg = 9.05 min eluiert wurden.

Alle Syntheseprodukte eines Tripletts wurden dinnschichtchromatographisch ausge-
wertet, wahrend nur fur ein Produkt eines Tripletts ein HPLC-Chromatogramm angefer-

tigt wurde.

2.1.2.7 Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit verschiedener
Reaktionsparameter

Um die optimalen Reaktionsbedingungen fir eine groRtmogliche radiochemische
Inkorporation zu ermitteln, wurden die Reaktionsparameter Precursor-Konzentration,
Temperatur, Durchflussgeschwindigkeit und Volumen untersucht. Alle Versuche
wurden jeweils im Triplikat durchgefiihrt. Die Bezeichnung Precursor-Konzentration

bezieht sich immer auf die Konzentration in Reaktionsldsung.

33



Folgende Precursor-Konzentrationen wurden fir Syntheseversuche eingesetzt: 1
mg/mL, 2 mg/mL, 2.5 mg/mL, 3 mg/mL, 3.3 mg/mL, 4 mg/mL, 5 mg/mL und 6.6 mg/mL.
Im Rahmen der Vorbereitung fur die Synthese wurde eine bestimmte Konzentration an
Nitroaltanserin hergestellt und in die Loop injiziert. Diese Konzentration konnte jedoch
durch Verénderung des Verhaltnisses des Pumpvolumens von Pumpe 1 und Pumpe 3
variiert werden. (Tab. 2.7)

Precursor- ] ] )
] Verhéltnis Pumpe 1:Pumpe 3 | Konz. in Reaktionslésung
Konzentration

10 mg/mL 1 5 mg/mL
0.5 3.3 mg/mL
2 6.6 mg/mL

Tab. 2.7: Abhangigkeit der Precursor-Konzentration in Reaktionsldsung vom Verhaltnis
Pumpe 1: Pumpe 3

Diese Funktion machte es moglich, dass drei unterschiedliche Konzentrationen an
einem Tag getestet werden konnten.

Zur Ermittlung der optimalen Reaktionstemperatur wurden folgende in Synthese-
versuchen ausgetestet: 25°C, 180°C, 200°C und 220°C. Bei den Versuchen mit einer
Precursor-Konzentration von 2.5 mg/mL, 10 yL Volumen und einer Gesamtdurchfluss-
geschwindigkeit von 40 puL/min bei Raumtemperatur wurde so gut wie kein Umsatz zu
[*®F]Altanserin festgestellt (0.1 + 0.14%), daher wurden die anderen Konzentrationen
ausschlieBlich bei 180, 200 und 220°C getestet. Da selbst bei 180°C die
radiochemische Inkorporation durchwegs unter 15% lag, wurden im Temperaturbereich

zwischen 25°C und 180°C keine Versuche durchgefiihrt.

Folgende Durchflussgeschwindigkeiten wurden im Rahmen von Versuchen eingesetzt:
10 pL/min, 15 pyL/min, 16 pL/min, 20 pL/min, 40 pL/min und 60 pL/min. Diese Werte
beziehen sich auf eine Gesamtgeschwindigkeit, die die Pumpgeschwindigkeiten beider
Pumpen (Pumpe 1 und 3) umfasst. Eine Durchflussgeschwindigkeit von 10 pL/min
bedeutet, dass die Reaktionslésungen sowohl von Pumpe 1 als auch von Pumpe 3 mit

einer Geschwindigkeit von 5 pL/min durch den Reaktor gedriuickt wurden.

Da sich im Laufe der Arbeitszeit herausgestellt hat, dass auch die Volumina der
Precursor- und [*®F]Fluoridiésungen die Syntheseergebnisse entscheidend be-

einflussen, wurde auch dieser Parameter fur die Evaluierung herangezogen. Folgende
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Volumina wurden bei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen ausgetestet: 5, 10, 30,
120, 180, 400 pL.

Die dazugehdrigen Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt detailliert erlautert.

2.1.3 Ergebnisse

2.1.3.1 Precursor-Konzentration

In Abbildung 2.6 sieht man die radiochemische Inkorporation (RCIY) in Abhangigkeit
der Precursor-Konzentration bei 220°C und einer Gesamtflussrate von 15 pL (bei 3.3
mg/mL und 6.6 mg/mL) bzw. 16 pL (bei 5 mg/mL). Die eingesetzten Volumina von
Precursor- und [*®F]Fluorid-Lésung lagen zwischen 5 pL und 10 pL. Ein sinkender
Produktumsatz bei steigender Precursor-Konzentration ist deutlich erkennbar.
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Abb. 2.6: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit der Precursor-
Konzentration bei 220°C, einem Volumen von 5 bzw. 10 pL und einer
Durchflussgeschwindigkeit von 15 (16) pL/min

Die besten Ergebnisse konnten bei einer Precursor-Konzentration von 2 mg/mL erzielt

werden, was die folgenden Abbildungen (Abb. 2.7 und Abb. 2.8) illustrieren. Hohere

Konzentrationen zeigten durchwegs einen verminderten Umsatz.
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Abb. 2.7: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit der Precursor-
Konzentration bei 220°C, 10 pL/min Durchflussgeschwindigkeit und unterschiedlichen
Volumina (5, 10, 30 und 120 uL)
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Abb. 2.8: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit der Precursor-
Konzentration bei 200°C bzw. 220°C, 40 bzw. 60 uL/min Durchflussgeschwindigkeit
und Volumina von 5 pL bzw. 10 pL

2.1.3.2 Temperatur

Bei allen Versuchen mit unterschiedlichen Konzentrationen und unterschiedlichen
Durchflussgeschwindigkeiten konnte man eine Erh6hung der radiochemischen
Inkorporation mit steigender Reaktionstemperatur erkennen (Abbildung 2.9 - 2.11). Die

jeweils besten Syntheseergebnisse wurden bei 220°C erzielt.
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Abb. 2.9: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit von der Reaktions-
temperatur bei einer Precursor-Konzentration von 1 mg/mL, einem Volumen
von 10 bzw. 50 pL und einer Durchflussgeschwindigkeit von 60 pL/min
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Abb. 2.10: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit von der Reaktions-
temperatur bei einer Precursor-Konzentration von 2.5 mg/mL, einem Volumen
von 10 pL und einer Durchflussgeschwindigkeit von 20 pL/min
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Abb. 2.11: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit von der Reaktions-
temperatur bei einer Precursor-Konzentration von 5 mg/mL, einem Volumen
von 5 pL und einer Durchflussgeschwindigkeit von 16 pL/min

In Abbildung 2.12 sieht man zusatzlich zum steigenden Produktumsatz bei steigender
Temperatur eine Tagesabhangigkeit der Ergebnisse. Die im Diagramm dargestellten
Versuche wurden jeweils als Triplett an zwei verschiedenen Tagen mit gleichen Reak-
tionshedingungen durchgefiihrt. Man sieht deutlich unterschiedliche radiochemische
Inkorporationen an beiden Tagen, wobei jedoch beide Datenreihen denselben Trend
zeigen. Die Problematik der Tagesabhangigkeit der Ergebnisse wird in Kapitel 2.1.4

naher erlautert.
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Abb. 2.12: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit von der Reaktions-
temperatur bei einer Precursor-Konzentration von 2 mg/mL, einem Volumen von
15 pL und einer Durchflussgeschwindigkeit von 15 pL/min. Die dargestellten Ver-
suche wurden an zwei unterschiedlichen Tagen (20.04.2011 und 16.05.2011)
durchgeftihrt.

2.1.3.3 Durchflussgeschwindigkeit (Flow)

Die Abbildungen 2.13 und 2.14 zeigen die Ergebnisse bei den Reaktionsparametern
1 mg/mL, 220 bzw. 180°C und 5 bzw. 10 pL Volumen. Das erste Diagramm zeigt die
hochste radiochemische Inkorporation bei einer Durchflussgeschwindigkeit von
20 pL/min, in der zweiten Graphik sieht man mit steigender Durchflussgeschwindigkeit

abfallende Werte.
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Abb. 2.13: Radiochemische Inkorporation in Abh&angigkeit von der Durchfluss-
geschwindigkeit bei einer Precursor-Konzentration von 1 mg/mL, einer Temperatur
von 220°C und einem Volumen von 5 bzw. 10 pL
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Abb. 2.14: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit von der Durchfluss-
geschwindigkeit bei einer Precursor-Konzentration von 1 mg/mL, einer Temperatur
von 180°C und einem Volumen von 10 pL

Die folgenden Abbildungen zeigen ahnliche Ergebnisse wie die ersten beiden Grafiken,
allerdings sieht man hier bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 60 uL/min bessere
radiochemische Umsétze als vergleichsweise bei 40 puL/min. Diese Tatsache lasst
vermuten, dass in diesem Zusammenhang eventuell die Konzentration an Precursor

eine Rolle spielen kdnnte.
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Abb. 2.15: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit von der Durchfluss-
geschwindigkeit bei einer Precursor-Konzentration von 2 mg/mL, einer Temperatur
von 220°C und einem Volumen von 5, 10 bzw. 30 pL
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Abb. 2.16: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit von der Durchfluss-
geschwindigkeit bei einer Precursor-Konzentration von 2.5 mg/mL, einer
Temperatur von 180°C und einem Volumen von 10 pL

Zusammenfassend kann man jedoch sagen, dass grundsatzlich bei der niedrigsten
Durchflussgeschwindigkeit durch den Reaktor (10 pL) die besten radiochemischen

Inkorporationen verzeichnet wurden.

2.1.3.4 Volumen

Grundsatzlich ist man davon ausgegangen, dass die eingesetzten Reaktionsvolumina
von Precursor und [*®F]Fluorid die radiochemische Inkorporation nicht beeinflussen und
beliebig gewahlt werden kénnen. Im Laufe der Arbeitszeit stellte sich jedoch heraus,
dass mit steigendem Volumen auch die Produktausbeute steigt, was vor allem bei den
besten Reaktionsbedingungen (Reaktionstemperatur 220°C, Precursor-Konzentration

2 mg/mL) gut zu beobachten war.

In den Abbildungen 2.17 und 2.18 sind die Ergebnisse bei unterschiedlichen
Reaktionsvolumina (5, 10, 30, 120, 180, 400 pL) unter Variation der Durchfluss-
geschwindigkeit bei 220°C und einer Precursor-Konzentration von 2 mg/mL dargestellt.
Die héchsten Umsétze sind bei der niedrigsten Durchflussgeschwindigkeit (10 pL/min)

und steigendem Volumen zu verzeichnen (siehe auch Abb. 2.7).
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Abb. 2.17: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit vom Volumen bei
einer Reaktionstemperatur von 220°C, einer Precursor-Konzentration von 2 mg/mL
und einer Durchflussgeschwindigkeit von 10, 20, 40 und 60 puL/min
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Abb. 2.18: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit vom Volumen bei
einer Reaktionstemperatur von 220°C, einer Precursor-Konzentration von 2 mg/mL
und einer Durchflussgeschwindigkeit von 10, 20 und 60 puL/min

Um den Einfluss der eingesetzten Reaktionsvolumina auf die Ergebnisse wissenschaft-

lich belegen zu kénnen, wurden drei Versuchsreihen von Experimenten durchgefihrt.

Bei der ersten wurde die Synthese bei dem Schritt, wo sich Precursor und [**F]Fluorid
im Reaktor befinden und miteinander reagieren, mit Hilfe des manuellen Modus des

NanoTek® LF unterbrochen. Bei einer normalen Synthese im ,Discovery mode® wird die
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Funktion der Pumpen zwischen der Reaktionsphase und der Sweep-Phase (Abb. 2.3)
fur einige Bruchteile einer Sekunde gestoppt. Falls da das verwendete Losungsmittel
DMSO im Reaktor zu kochen beginnt, wirde sich eventuell der Precursor zersetzen
und dadurch lage die Vermutung nahe, dass bei niedrigeren Volumina geringere
Produktausbeuten zustande kommen wirden. Das Fassungsvermoégen eines Mikro-
reaktors betragt 15.6 pL. Bei einem Reaktionsvolumen von 60 pL wirden also noch
26% der Reaktionslésung im Reaktor verbleiben, bevor die Sweep-Phase beginnt. Bei
kleineren Reaktionsvolumina wie 20 uL oder gar 10 pL verbleiben 78% bzw. 100% im
Reaktor. Um dies herauszufinden, wurde die Reaktion in den einzelnen Versuchen fur
0, 20, 60 und 90 Sekunden gestoppt. Danach wurde die Synthese wie Ublich
fortgesetzt. Die Reaktionsparameter, mit denen dieser Versuch durchgefihrt wurde,
waren: 220°C, 2 mg/mL, 5 pyL und 10 yL/min. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2.19

illustriert.
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Abb. 2.19: Radiochemische Inkorporation in Abh&angigkeit von der Verweildauer
von Precursor und [18F]Fluorid im Reaktor

Anhand der Ergebnisse kann man deutlich erkennen, dass durch einen Stopp der Syn-
these im Reaktor eher hohere Umsitze als bei einem normalen Ablauf der Reaktion

entstanden sind. Dadurch konnte diese Hypothese nicht bestétigt werden.

Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe zur Begriindung der Volumenabh&ngigkeit
wurden die ProduktsammelgefalRe mit Hilfe eines Heizblocks auf 60°C vorgeheizt. An-
schlielRend wurde das Reaktionsprodukt im temperierten GefaR gesammelt und aus-

gewertet. Falls die beiden Substanzen durch die Hitze im Gefal3 weiterreagieren wir-
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den, mussten die beiden getesteten Volumina (5 pL und 30 pL) die gleichen Umséatze
liefern.

Die Abbildung 2.20 zeigt die radiochemische Inkorporation bei einer Reaktions-
temperatur von 220°C, einer Precursor-Konzentration von 2 mg/mL, einer Durchfluss-
geschwindigkeit von 10 pL/min und einem Volumen von 5 bzw. 30 pL pro Pumpe (ent-
spricht einem Reaktionsvolumen von 10 pL bzw. 60 pL).
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Abb. 2.20: Radiochemische Inkorporation bei einem Volumen von 5 bzw. 30 uL
unter Temperierung des ProduktsammelgefalRes auf 60°C bzw. ohne Temperierung

Das Diagramm zeigt wiederum volumensabhéngige radiochemische Umsétze, sodass

die Theorie der Reaktion im geheizten Sammelgefal nicht bestéatigt werden konnte.

Schliel3lich wurde im Rahmen eines weiteren Versuchs eine Verdinnungsreihe ange-
fertigt. Bei allen Synthesen wurde normalerweise nach jeder Reaktion die Leitung vom
Reaktor zum Produktsammelgefa? mit 300 uL DMSO gespiilt, zusétzlich wurden ca.
0.5 mL HPLC-Laufmittel (Ammoniumacetat-Puffer/AcN: 59/41) im Sammelgefal vorge-
legt. Dadurch ergab sich bei niedrigen Reaktionsvolumina eine wesentlich héhere Ver-
dinnung als bei hohen Volumina. Um herauszufinden, ob das Reaktionsprodukt auch
in Pufferldésungen mit hohem Verdiinnungsfaktor stabil ist, wurden zwei Synthesen mit
je 150 pL Precursor und [*®F]Fluorid gemacht und Aliquote davon mit DMSO bzw.
HPLC-Laufmittel unterschiedlich verdinnt. Die Verdinnung erfolgte im Duplikat, so-
dass fur beide Synthesen insgesamt vier Ergebnisse pro Verdinnungsstufe ausgewer-
tet werden konnten. Die genauen Verdinnungsschritte kann man in der Tabelle 2.8
nachlesen; die Abbildungen 2.21 und 2.22 stellen alle vier Versuche grafisch dar. An-
hand der Ergebnisse kann man deutlich erkennen, dass unterschiedliche Verdin-

nungsfaktoren keinen Einfluss auf die Produktausbeute von [*®F]Altanserin haben, da
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sie nur geringfligig voneinander abweichen und kein Zusammenhang zwischen Ver-

dinnung und radiochemischer Inkorporation zu erkennen ist.

Versuch | Verdinnung | RCIY (%) Mittelwert Standardabweichung
la-1 unverdiinnt 41.4

la-2 unverdinnt 41.4

2a-1 unverdinnt 43.6

2a-2 unverdiinnt 44.8 42.8 1.7
1b-1 mit DMSO 1+1 39.9

1b-2 mit DMSO 1+1 39.6

2b-1 mit DMSO 1+1 40.3

2b-2 mit DMSO 1+1 45.8 41.4 2.9
lc-1 mit DMSO 1+2 40.8

1c-2 mit DMSO 1+2 39.2

2c-1 mit DMSO 1+2 39.3

2c-2 mit DMSO 1+2 41.3 40.2 1.1
1d-1 mit DMSO 1+4 36.4

1d-2 mit DMSO 1+4 39.5

2d-1 mit DMSO 1+4 42.3

2d-2 mit DMSO 1+4 41 39.8 2.5
le-1 mit DMSO 1+9 39

le-2 mit DMSO 1+9 39.9

2e-1 mit DMSO 1+9 44

2e-2 mit DMSO 1+9 43.4 41.6 2.5
1f-1 mit HPLC 1+1 41.4

1f-2 mit HPLC 1+1 42.2

2f-1 mit HPLC 1+1 46.1

2f-2 mit HPLC 1+1 44.1 43,5 2.1
1g-1 mit HPLC 1+2 40

1g-2 mit HPLC 1+2 40.6

2g-1 mit HPLC 1+2 45.6

29-2 mit HPLC 1+2 45.7 43.0 3.1
1h-1 mit HPLC 1+4 41.3

1h-2 mit HPLC 1+4 39.8

2h-1 mit HPLC 1+4 44.2

2h-2 mit HPLC 1+4 44.8 42.5 2.4
li-1 mit HPLC 1+9 39.7

1i-2 mit HPLC 1+9 38.7

2i-1 mit HPLC 1+9 44.4

2i-2 mit HPLC 1+9 44 41.7 2.9

Tab. 2.8: Radiochemische Inkorporationen in Abhangigkeit der Verdiinnung der Reaktionslo-
sung mit DMSO bzw. HPLC-Laufmittel
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Abb. 2.21: Grafische Darstellung der einzelnen Versuche der Verdiinnungsreihe mit DMSO als
Losungsmittel
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Abb. 2.22: Grafische Darstellung der einzelnen Versuche der Verdiunnungsreihe mit HPLC-
Laufmittel als Losungsmittel

Zusammenfassend konnte keine der drei beschriebenen Versuchsreihen belegen, wa-
rum durch eine Erhéhung der Reaktionsvolumina der beiden Substanzen auch zu-
gleich die radiochemische Inkorporation steigt, wodurch diese Tatsache nach wie vor
unbegriindet bleibt.
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2.1.3.5 Weitere Versuche zur Optimierung der Reaktionsbedingungen

2.1.3.5.1 Synthese mit Rickschlagventil

Um herauszufinden, ob der bei der Synthese angewendete Druck das Ausmald der
radiochemischen Inkorporation beeinflusst, wurden im Rahmen einer Versuchsserie
einige Reaktionen unter Verwendung eines Ruckschlagventils durchgefiihrt. Dieses
wurde an den Reaktor gehdngt und diente zur Druckregulation wahrend der Reaktion.
Durch Drehen des Ventils konnten unterschiedliche Dricke eingestellt werden. Ohne
Ruckschlagventil lief eine Synthese mit einem Druck von durchschnittlich 50 psi (3.45
bar) ab. Bei den durchgefiihrten Versuchen wurden die Reaktionen mit Hilfe des Ven-

tils bei einem Druck von durchschnittlich 200 psi (13.79 bar) ausgefihrt.

Die Synthesen wurden bei einer Reaktionstemperatur von 220°C, einer Precursor-
Konzentration von 2.5 mg/mL und einem Volumen von 5 bzw. 10 pL durchgefiihrt. Die
Abbildung 2.23 zeigt einen Vergleich der Ergebnisse mit und ohne Druckregulator.
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Abb. 2.23: Vergleich der radiochemischen Inkorporationen mit bzw. ohne
Druckregulation bei unterschiedlichen Durchflussgeschwindigkeiten

Man kann deutlich erkennen, dass durch die Anwendung des Rickschlagventils bei
allen getesteten Durchflussgeschwindigkeiten geringere radiochemische Inkorporatio-
nen erzielt wurden als ohne Rickschlagventil. Aufgrund dessen kann man davon aus-
gehen, dass eine Druckregulation keine Verbesserung der Syntheseausbeuten mit sich

bringt.
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2.1.3.5.2 Synthese mit Dimethylformamid (DMF)

DMF ist ein polares organisches Ldsungsmittel, welches &hnliche Eigenschaften wie
das fir die Synthesen verwendete Ldsungsmittel DMSO besitzt, aber geringfugig
giftiger als DMSO ist. Um zu sehen, ob DMF eventuell bessere Reaktions-
eigenschaften als DMSO aufweist, wurde im Rahmen eines Versuchs eine Synthese
mit DMF anstelle von DMSO durchgefiihrt.

Bereits wahrend der Synthese konnte ein Druckanstieg im Reaktor beobachtet werden.
Wenige Minuten spater wurde die Reaktion durch das NanoTek® LF-Modul abgebro-
chen, da es zu einem Uberdruck (= 400 psi) kam, was auf eine Verstopfung der Kapil-
lare im Reaktor zurlickzufihren war. Der Reaktor wurde gewechselt, aber auch mit
dem neuen Reaktor kam es nach einigen Minuten erneut zu einem Uberdruck. Nach
einem neuerlichen Reaktorwechsel wurde die Reaktionstemperatur auf 200°C (statt
220°C) gesenkt, um den Druck mdglichst niedrig zu halten. Trotz allem kam es auch
hier gegen Schluss der Reaktion zur Verlegung der Kapillare im Reaktor. Mdglicher-
weise fuhrte das Losungsmittel DMF zur Entstehung von Nebenprodukten, die im Re-
aktor auskristallisierten und somit die Kapillare verschlossen. Die Qualitatskontrolle des
Syntheseprodukts mittels Radio-DC zeigte vier verschiedene Peaks (Abb. 2.24). Einer
davon konnte als [*®F]Fluorid-Peak identifiziert werden, bei den drei restlichen Peaks
war eine 100%ige ldentifizierung nicht moglich, da die Bestimmung des R-Wertes nicht
vorgenommen wurde. Vermutlich handelt es sich bei einem der Peaks um
[*®F]Altanserin, die anderen beiden weisen auf entstandene Nebenprodukte hin. Trotz
dieser Unklarheiten kann man eindeutig erkennen, dass die radiochemische Inkorpora-
tion an [*®F]Altanserin unter Verwendung von DMF deutlich geringer war als unter Ver-

wendung von DMSO.
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Abb. 2.24: DC-Chromatogramm einer Synthese mit DMF als Losungsmittel
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Aufgrund der bei der Synthese mit DMF aufgetretenen Druckprobleme sowie der
unzureichenden radiochemischen Inkorporation ist von einer Verwendung von DMF als

Lésungsmittel bei der Synthese von [®F]Altanserin abzuraten.

2.1.4 Diskussion

Zur Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen fiir die Synthese von
[*®F]Altanserin mit Hilfe des Mikrofluidsystems NanoTek® LF wurden eine Vielzahl von
Synthesen unter Variation der Reaktionsparameter Precursor-Konzentration,
Reaktionstemperatur, Durchflussgeschwindigkeit und Volumen durchgefuhrt.

Unter allen getesteten Precursor-Konzentrationen konnte jene mit 2 mg/mL als Beste
ermittelt werden. Ahnlich gute Ergebnisse wurden mit einer Konzentration von 2.5
mg/mL erzielt, alle anderen Konzentrationen lieferten deutlich geringere Umsatze. Ent-
gegen der Erwartungen konnte mit einer Steigerung der Precursor-Konzentration keine

Erhéhung des Umsatzes erreicht werden.

Die besten Ergebnisse in Bezug auf die Reaktionstemperatur wurden bei 220°C erzielt,
200°C und 180°C zeigten zumeist weniger gute radiochemische Inkorporationen. In
sehr wenigen Reaktionsserien konnten bei 200°C bessere Produktumsétze als bei
220°C erreicht werden, allerdings lasst sich diesbeziiglich kein Zusammenhang hin-
sichtlich Precursor-Konzentration oder Durchflussgeschwindigkeit erkennen. Bei
Raumtemperatur wurden mit einer radiochemischen Inkorporation von 0.1 + 0.14%
(Reaktionsbedingungen: Precursor-Konzentration 2.5 mg/mL, Durchflussgeschwindig-

keit 40 pL/min, Volumen 10 pL) keine brauchbaren Ergebnisse erzielt.

Unter den getesteten Durchflussgeschwindigkeiten konnten mit 10 pL/min Durchfluss-
geschwindigkeit (5 pL/min je Pumpe) in den meisten Fallen die besten radiochemi-
schen Inkorporationsraten erreicht werden. Ebenfalls gute, manchmal sogar bessere
Ergebnisse wurden mit 20 pL/min erzielt. Bei den hoheren Geschwindigkeiten 40

pL/min und 60 pL/min wurden geringere Umsatze verzeichnet.

Unerwarteterweise spielten auch die Reaktionsvolumina von Precursor und [*®F]Fluorid
bei der Synthese eine wichtige Rolle, sodass mit steigenden Volumina auch eine

Erhéhung des Umsatzes an [*°F]Altanserin beobachtet werden konnte.

Die hochste radiochemische Inkorporation von 42.2 + 16.4% wurde demnach bei einer

Precursor-Konzentration von 2 mg/mL, einer Reaktionstemperatur von 220°C, einer
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Durchflussgeschwindigkeit von 20 pL/min und einem Volumen von je 400 pL pro Pum-
pe erzielt.

Anhand der grofRen Standardabweichung kann man bereits erkennen, dass die
Ergebnisse stark variierten. Dies lasst sich darauf zurtickfiihren, dass das Ausmal des
Umsatzes an [*®F]Altanserin tagesabhéngig war (sieche Abb. 2.12). Die Ergebnisse
innerhalb eines Tages bei gleichen Bedingungen waren meist sehr gut reproduzierbar,
fuhrte man dieselbe Synthese an einem anderen Tag durch, kam es zu Abweichungen
von bis zu 20% vom bisherigen Ergebnis, was man auf eine ungleiche Gite der
azeotropen Trocknung sowie leichten Konzentrationsschwankungen der Precursor-

Lésung zurlckfihren kann, da diese taglich neu hergestellt wurde.

Die Abbildungen 2.25 und 2.26 zeigen Syntheseversuche, die unter exakt gleichen
Reaktionsbedingungen an zwei unterschiedlichen Tagen durchgefuihrt wurden. Es
lassen sich groRRe Unterschiede beziiglich der radiochemischen Inkorporationen an
beiden Tagen erkennen (39.1 £ 5.1% bei 220°C, 2 mg/mL am 20.04.2011 vs. 14.9 +
3.7% bei 220°C, 2 mg/mL am 16.05.2011). Zugleich ist die abfallende Produkt-
entstehung mit zunehmender Precursor-Konzentration in den beiden Graphiken sehr
gut dargestellt. Auch wenn die Syntheseserien unterschiedliche Ergebnisse lieferten,
so ist jedoch der Trend gleichbleibend. In beiden Féllen wurden die besten Ergebnisse
bei 2 mg/mL in Reaktionslésung und 220°C erreicht.

H2mg/mL

H3 mg/mL

4 mg/mL

180 200 220
Temperatur (°C)

Abb. 2.25: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit von der Temperatur
bei unterschiedlichen Precursor-Konzentrationen (2, 3 und 4 mg/mL); Versuche
durchgefuhrt am 20.04.2011
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Abb. 2.26: Radiochemische Inkorporation in Abhangigkeit von der Temperatur
bei unterschiedlichen Precursor-Konzentrationen (2, 3 und 4 mg/mL); Versuche
durchgefiihrt am 16.05.2011

Desweiteren konnten wahrend der Radiosynthese Aktivitatsverluste beobachtet
werden, sodass lediglich 65.9 + 6.1% der urspringlichen Aktivitdt nach der azeotropen
Trocknung und der Synthese wiedergefunden werden konnten (Tab. 2.9). Die gr63ten
Mengen an Radioaktivitat (34.1 + 11.7%) blieben im Concentrator-Vial zurlick, bedingt
durch die Adsorption von [*®F]Fluorid an der Glasoberfliche, sowie durch
unvollstandiges Aufziehen der Lésung in die Loop. Knapp 30% der Ausgangsaktivitat

wurde von [*®F]Altanserin eingenommen.

Radioaktivitat £
Standardabweichung (%)
[*®F]Altanserin 285+75
Concentrator Vial 34.1+11.7
SepPak 0.2+0.2
Targetwasser Vial 31+14
Wiederfindung 65.9+6.1

Tab. 2.9: Verbliebende Radioaktivitat nach der Synthese von [F]Altanserin
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Die Radiosynthese von [**F]Altanserin mit Hilfe des Advion NanoTek® LF konnte im
Allgemeinen fast immer problemlos durchgefuhrt werden. Durch Verunreinigungen von
Losungsmittel, aber auch durch Auskristallisation von potentiellen Nebenprodukten
kam es hin und wieder zu einer Verstopfung der Kapillare im Reaktor, wodurch ein
Uberdruck erzeugt wurde. Um Schadigungen der Pumpen zu verhindern, wurden alle
laufenden Aktionen ab einem Druck von = 400 psi (27.6 bar) automatisch durch das
System gestoppt. Durch neuerliches Aufheizen und Reinigung des Reaktors mit
Losungsmittel konnte man die verlegte Kapillare wieder durchgdngig machen.
Meistens war es aber auch nach mehreren Reinigungsschritten nicht mdglich, die
Verstopfung zu lésen, sodass der Reaktor zur Durchflihrung einer neuen Synthese

ausgetauscht werden musste.

2.2 Produktisolierung, Aufreinigung und Formulierung von

[*®F]Altanserin

Nach Ermittlung der besten Reaktionsbedingungen fiir die Synthese von [*®F]Altanserin
war es notwendig, das Produkt mittels praparativer HPLC zu isolieren und anschlie-

Bend zu formulieren, um die Applikation an einem Patienten zu ermdglichen.

Fur einen guten HPLC-Assay ist es wichtig, dass das Syntheseprodukt nach mdglichst
kurzer Zeit von der praparativen Saule eluiert wird und dass die Durchflussgeschwin-
digkeit so niedrig wie mdglich gehalten wird, um einen hohen Laufmittelverbrauch zu

vermeiden.

In der Publikation von Massarweh et al. (2009) [84] werden vier verschiedene prapara-

tive HPLC-Assays miteinander verglichen.

Lemaire et al. (1991) [78] beschreiben eine HPLC-Methode, bei der das Produkt bei
einer Durchflussgeschwindigkeit von 16 mL/min nach 55 min eluiert wird. Bei Tan et al.
(1999) [79] betragt die Retentionszeit von [*®F]Altanserin ebenfalls 55-60 min, aller-
dings wird hier die Auftrennung von Produkt und Precursor mit einer wesentlich niedri-
geren Durchflussgeschwindigkeit (5 mL/min) durchgefihrt. Hamacher und Coenen
(2006) [81] gelingt im Rahmen ihrer Forschungsarbeit eine Reduktion der Retentions-
zeit auf 23 min. Von grof3em Nachteil ist hier jedoch die hohe Durchflussgeschwindig-
keit von 20 mL/min. Beim HPLC-Assay von Hasler et al. (2009) [85] betragt die Durch-

flussgeschwindigkeit 9 mL/min; [*®F]Altanserin wird nach 50 min von der Saule eluiert.
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Die fur die Versuche verwendeten Saulen und Laufmittel der einzelnen Arbeitsgruppen
sind in Tabelle 2.10 beschrieben.

Methode HPLC-Laufmittel HPLC-Saule
MeOH/THF/H,0 pH 5:
Lemaire et al. 12.5/32.4/55 Lichrosorb RP Select-B
THF/NaOAc 80mM pH 5:
Tan et al. 32.5/67.5 Lichrospher RP Select-B
Prontosil 120-5-C18-
Hamacher et al. AcN/0.1% TEA pH 6.8: 45/55 ace-EPS
NaOAc 0.08M pH 5/EtOH/THF:
Hasler et al. 87.7/4.1/8.2 Nucleosil 100-7 C18
MeOH/THF/NaOAc 0.05N pH Symmetry prep-7um
Massarweh et al. 5: 27/18/55 C18 (Waters)

Tab. 2.10: Vergleich der verwendeten HPLC-Laufmittel und —séaulen der angefiihrten Arbeits-
gruppen [84]

Alle vier Methoden sind dadurch charakterisiert, dass sie entweder eine lange
Retentionszeit oder eine hohe Durchflussgeschwindigkeit oder sogar beides auf-
weisen, was fir die Gesamtsynthesedauer sowie flr den Verbrauch an Lésungsmittel
von grofem Nachteil ist. Massarweh et al. [84] beschreiben in ihrer Arbeit einen HPLC-
Assay, in dem sowohl die Durchflussgeschwindigkeit als auch die Retentionszeit des
Produkts niedrig gehalten wird. Unter Verwendung der HPLC-Saule Symmetry Prep-
7um C18 und des Laufmittels MeOH/THF/ NaOAc 0.05N pH 5: 27/18/55 wird
[*®F]Altanserin mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 5 mL/min nach 10 min von der

Saule eluiert.

Aufgrund dieser guten Parameter war es naheliegend, dass Massarweh’s HPLC-
Methode als Trennassay fiir [*®F]Altanserin und Precursor verwendet werden sollte. Da
die dort verwendete HPLC-S&ule in meiner Arbeitsgruppe jedoch nicht verfugbar war
und eine Besorgung mehrere Wochen gedauert hétte, wurde mit Hilfe von anderen

Saulen mit dhnlichen Trenneigenschaften versucht, die Bedingungen nachzustellen.

In den nachfolgenden Abschnitten werden die Isolierung und Formulierung von
[*®F]Altanserin inklusive Qualitatskontrolle sowie die Methoden zur Entwicklung eines
geeigneten HPLC-Assays unter Variation von HPLC-Saule und Laufmittel detailliert

beschrieben.
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2.2.1 Materialien

Im folgenden Abschnitt sind die fir die Isolierung, Formulierung und Qualitatskontrolle

notwendigen Chemikalien, Losungen, Gase und Geratschaften aufgelistet.

2.2.1.1 Materialien fur die praparative HPLC

2.2.1.1.1 Chemikalien, L6sungen und Gase

o Acetonitril (AcN):

o Tetrahydrofuran (THF):
o Methanol (MeOH):

o Natriumacetat Trihydrat:
(NaOAc)

o Salzsaure (HCI, 1N):

o Aqua purificata:

o Triethylamin (TEA):

o Ammoniumacetat:

o [Essigsaure:

o Helium:

2.2.1.1.2 Gerétschaften

o GETracerlab FxFy:

o Prap. HPLC-Saule:

o Prap. HPLC-Saule:

o Préap. HPLC-Saule:

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

CAS: 75-05-8

Fluka Chemika, Schweiz. CAS: 109-99-9
LiChrosolv® Reag. PhEur., Merck KGaA,
Deutschland. CAS: 67-56-1

Fluka BioChemika, Deutschland. CAS: 6131-90-4

Merck KGaA, Deutschland. CAS: 7647-01-0
Anstaltsapotheke, AKH Wien, Osterreich
Sigma-Aldrich, Deutschland. CAS: 121-44-8
Merck KGaA, Deutschland. CAS: 631-61-8

100%, reinst, Riedel-de Haen Seelze, Deutschland
CAS: 64-19-7

Messer Gas, Osterreich

GE Healthcare, Schweden

Pumpe: Sykam, UV- Detektor (254 nm) & Radio-
detektor, Software: Version 2.0.5

Chromolith® SemiPrep RP-18e, 100-10 mm
Merck KGaA, Deutschland

ProntoSIL 120 C18 ace-EPS 250x20 mm 5 pm
VDS optilab Chromatographie Technik GmbH,
Deutschland

Gemini 10u C18 110A 250x10 mm 10 micron

Fa: Phenomenex
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2.2.1.2 Materialien fur die Formulierung

2.2.1.2.1 Chemikalien und L6sungen

o Aqua purificata: Anstaltsapotheke, AKH Wien, Osterreich
o Ethanol (EtOH): absolut reinst, Merck KGaA, Deutschland
CAS: 64-17-5

o Natriumchlorid (NaCl) 0.9%: B.Braun, 9 mg/mL Injektionslésung zur i.v. od. s.c.
Anwendung (10 mL)

o Natriumchlorid (NaCl) 3%: Mayrhofer Pharmazeutika GmbH & Co KG,
Osterreich

o Phosphatpuffer (125 mmol): zur Verfiigung gestellt von AKH Wien

2.2.1.2.2 Geratschaften

o Cig-SepPak: Sep-Pak® Plus C-18, Waters Corporation, USA

2.2.1.3 Materialien fur die Qualitatskontrolle

2.2.1.3.1 Chemikalien und L6sungen

o Ammoniumacetat: Merck KGaA, Deutschland. CAS: 631-61-8

o Aqua purificata: Anstaltsapotheke, AKH Wien, Osterreich

o Salzsaure (HCI, 1N): Merck KGaA, Deutschland. CAS: 7647-01-0

o Acetonitril (AcN): Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
CAS: 75-05-8

2.2.1.3.2 Geratschaften

o Analyt. HPLC-Pumpe: LaChrom Pump L-7100, Merck-Hitachi
Software: GINA Star Station
Radiodetektor: Nal-Kristall, Iteco, Italien
UV-Detektor: Wellenléange 254 nm

o Analyt. HPLC-Saule: Gemini 3u C-18 110A, 150 x 4.60 mm,

3 micron, Fa: Phenomenex

o Dosiskalibrator: Veenstra Instruments VDC-404
o DC-Platten: TLC Silica gel 60 F,s4, Merck KGaA, Deutschland
o Autoradiograph: Instantimager, Packard Instrument Company, USA

2.2.2 Methoden
Im nachfolgenden Abschnitt wird zunéchst die Isolierung und Formulierung von

[*®F]Altanserin aus dem Reaktionsgemisch sowie die Qualititskontrolle beschrieben.

55



Danach werden die einzelnen Methoden zur Entwicklung eines geeigneten HPLC-

Assays unter Variation von S&ule und Laufmittel detailliert dargelegt.

2.2.2.1 Isolierung von [*®F]Altanserin mittels praparativer HPLC

Die Produktisolierung wurde mit dem Synthesemodul GETracerlab FxFy durchgefihrt,
welches ein semipraparatives HPLC-System inklusive Pumpe, einen UV-Detektor und
einen Radiodetektor beinhaltet. Dieses Modul wurde, ebenso wie das NanoTek® LF-
Modul, Uber eine Software am Laptop gesteuert. Durch Programmierung eines Makros
war es maoglich, die notwendigen Schritte bis zur Isolierung des Produkts automatisch
ablaufen zu lassen. Einzig das Schneiden des [*®F]Altanserin-Peaks musste manuell
durchgefihrt werden.

Die Reaktionslésung, die nach der Synthese von [‘®F]Altanserin mittels NanoTek® LF
gewonnen wurde, setzte sich zusammen aus: [*®F]Altanserin, Nitroaltanserin und
[*®F]Fluorid in DMSO. Mittels préaparativer HPLC sollten die einzelnen Komponenten
voneinander getrennt werden; das Podukt isoliert und in einem darauffolgenden Schritt
formuliert werden. In Abbildung 2.27 ist das Set-up des GETracerlab FxFy zur Iso-

lierung und Aufreinigung des Produkts schematisch dargestellt.

&

TRACER!al Fx ¢y
@ [ HELIUM PRESSLURE
e
e
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Reaktions-
mischung
Pump
HPLC- Y31
Saule g HeliLim
1T
WASTE ;Auto Zero 1 Bl SPE-
U¥ lamp ElLent Kartusche
W18
g &
WEMT.

W21 0.2 pm Produkt
sammel-
gefafly
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e
He:
(i -] wasTE [

Abb. 2.27: Schematische Darstellung des Set-ups des GETracerlab FyxFy
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Die Reaktionslosung, die sich in einem mit Septum luftdicht verschlossenem Wheaton-
Vial befand, wurde Uber eine Leitung an das Gerat angeschlossen. Uber eine Gaslei-
tung (V26) wurde das Reaktionsgemisch unter Anwendung von Druckluft und Helium
aus dem Gefald Uber eine Leitung (V12) zum Fluiddetektor beférdert. Nachdem die
gesamte Flussigkeit beim Detektor angelangt war, erfolgte der Befehl fir die Injektion
in die Loop. Von der Loop gelangte die Reaktionslésung auf die praparative HPLC-
Saule. Mittels UV- und Radiodetektor konnte man die Auftrennung der einzelnen Kom-
ponenten verfolgen. Nitroaltanserin erschien im UV-Kanal, [**F]Fluorid und
[*|F]Altanserin wurden im Radioaktivititskanal registriert. Uber die Schnittstelle V18
konnte das Eluat in den ,Waste" oder in ein Sammelgefal’ (in der Abbildung durch ei-
nen runden Kolben dargestellt) geleitet werden. Um einen Peak herauszuschneiden,
wurde das Ventil V18 mittels Mausklick so gelegt, dass die Flissigkeit in das Sammel-
gefalR gebracht wurde. Um alle Komponenten im Reaktionsgemisch den einzelnen
Peaks zuordnen zu kénnen, wurden zunachst alle Peaks geschnitten und deren Identi-
tat mittels Qualitatskontrolle (DC, HPLC) Uberprift. Nach der Identifizierung von
[**F]Altanserin und Ermittlung von dessen Retentionszeit war es ausreichend, aus-
schlieRlich den [*|F]Altanserin-Peak zu schneiden und alle anderen Peaks in den

~Waste" zu leiten.

Fur die Produktisolierung wurden drei unterschiedliche praparative HPLC-S&ulen und
verschiedene Laufmittel getestet. Zuerst wurden Versuche mit der Sdule Chromolith
SemiPrep RP-18e und dem Laufmittel NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 73/10.8/16.2
durchgefuhrt. Anschlieend wurde die S&ule ProntoSIL 120 C18 mit dem Laufmittel
AcN/0.1% TEA pH 6.8: 45/55 verwendet. Die dritte getestete Saule (Gemini C18) ent-
spricht der verwendeten analytischen HPLC-Saule. Mit dieser wurden Versuche mit
zwei verschiedenen Laufmitteln (NH,OAc 24 mmol pH 5.4/AcN: 65/35 und NaOAc
0.05N pH 5/THF/MeOH: 73/10.8/16.2) durchgefihrt (siehe Tab. 2.12). Die detaillierte

Beschreibung der Versuche sowie die Ergebnisse sind in Kapitel 2.2.3 erlautert.

2.2.2.2 Formulierung von [*®F]Altanserin

Die Formulierung von [*®F]Altanserin wurde handisch vorgenommen. Dabei wurde die
[*|F]Altanserin-Fraktion in einem Rundkolben mit 100 mL Wasser verdinnt und tiber
eine mit 5 mL Ethanol und 10 mL Wasser konditionierte C,g-SepPak gedriickt. Danach
wurde die Séule mit 10 mL Wasser gewaschen, um Laufmittelreste entfernen. Mit

1.5 mL Ethanol wurde [*®F]Altanserin schlieRlich von der Saule eluiert und 5 mL
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0.9% NaCl wurden hinzugefiigt. Um die Osmolalitat und den pH-Wert richtig einzustel-
len, wurden zusatzlich 6 mL 0.9% NaCl, 1 mL 3% NaCl und 1 mL Phosphatpuffer 125

mmol zugegeben.

Die Aufreinigung kann jedoch auch mit dem GETracerlab FxFy automatisch
durchgefuhrt werden (Abb. 2.27). Daflr wird das isolierte Produkt aus dem Kolben
durch Einleitung eines Helium-Stroms (V21) Uber das Ventil V17 auf eine C.g-Saule
gebracht. Danach werden der Reihe nach Wasser, Ethanol und 0.9% NaCl in
entsprechender Menge Uber V9, V8 und V7 Uber die Saule gedrickt und das
aufgereinigte Produkt wird Uber V15 in das Produktsammelgefal® geleitet. Auf diese
Weise wurde die Formulierung von [*®F]Altanserin zwar nie durchgefiihrt, allerdings ist
dies eine bewahrte Methode, die auch fiir Aufreinigungen anderer [*®F]Radiotracer

verwendet wird und immer einwandfrei funktioniert.

2.2.2.3 Qualitatskontrolle der geschnittenen und formulierten [*®F]Altanserin-
Peaks

Die Qualitatskontrolle wurde, wie bereits in Kapitel 2.1.2.6 beschrieben, mittels Radio-
DC und Radio-HPLC durchgefihrt. Beispielhafte Chromatogramme sind in den Abbil-
dungen 2.28, 2.29, 2.30 und 2.31 dargestellt.
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Abb. 2.28: DC- Chromatogramm des geschnittenen [18F]Fluorid-Peaks (prép. HPLC-Saule:
Chromolith SemiPrep RP-18e, Laufmittel: NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 73/10.8/16.2, Flow: 5
mL/min)
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Abb. 2.29: DC-Chromatogramm des formulierten [*°F]Altanserin-Peaks (prap. HPLC-Saule:
Chromolith SemiPrep RP-18e, Laufmittel: NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 73/10.8/16.2, Flow: 5
mL/min)
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Abb. 2.30: HPLC-Chromatogramm des geschnittenen [18F]Fluorid—Peaks (prap.
HPLC-Saule: Chromolith SemiPrep RP-18e, Laufmittel: NaOAc 0.05N pH 5/THF/
MeOH: 73/10.8/16.2, Flow: 5 mL/min)

59



Im HPLC-Chromatogramm sind abermals Peaks von [*®*F]Fluorid (tz = 2.08 min) und

Nitroaltanserin (tr = 8.49 min) zu sehen. Weiters kann man im UV-Kanal einen ,kalten’

Altanserin-Peak bei tr = 7.26 min erkennen. (Abb. 2.31)
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Abb. 2.31: HPLC-Chromatogramm des formulierten [lBF]AItanserin—Peaks (prap.
HPLC-Saule: Chromolith SemiPrep RP-18e, Laufmittel: NaOAc 0.05N pH 5/THF/

MeOH:73/10.8/16.2, Flow: 5 mL/min)

Im Zuge der Qualitatskontrolle soll dann auch die spezifische Aktivitdt des Tracers er-
mittelt werden. Zur Bestimmung der ,kalten Menge des Reaktionsprodukts dient das
UV-Detektorsignal der analytischen HPLC. Zu diesem Zwecke wurde eine Standard-
reihe (0.1, 0.5, 1, 5, 10, 15, 20 ug/mL) des Altanserinstandards im Triplikat analysiert

und das Messsignal gegen die Konzentration aufgetragen. (Abb. 2.32)

Mit Hilfe einer Regressionsgeraden, die durch alle gemessenen Punkte gelegt wird,
konnte die Empfindlichkeit der Methode bestimmt werden. Der Korrelationskoeffizient

(R?) gibt den linearen Zusammenhang zwischen den Konzentrationswerten und den

Messwerten an.
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Abb. 2.32: Standardgerade von Altanserin

2.2.3 Ergebnisse

2.2.3.1 Methoden zur Entwicklung eines geeigneten HPLC-Assays

Um einen HPLC-Assay zu finden, der dem von Massarweh et al. [84] gleicht, wurden
drei verschiedene Saulen und unterschiedliche Laufmittel getestet. Die dazugehdrigen

Ergebnisse sind in den folgenden Kapiteln zu finden.

2.2.3.1.1 Versuche mit der praparativen HPLC-S&aule Chromolith SemiPrep RP-
18e

Die praparative HPLC-Saule Chromolith SemiPrep RP-18e weist, im Vergleich zu der
von Massarweh verwendeten Saule, ahnliche Trenneigenschaften auf und wurde
bereits im Zuge anderer Radiopharmakaproduktionen erfolgreich eingesetzt. Daher
wurde diese Saule zusammen mit dem Laufmittel, das Massarweh in seiner Arbeit
verwendet hatte, fur erste HPLC-Trennversuche eingesetzt.

Zur Ermittlung der passenden Laufmittelzusammensetzung fur die Erzielung einer
optimalen Trennung von [*®F]Altanserin und Precursor wurden einige Versuche mit
einer Standardlésung von Altanserin und Nitroaltanserin in Acetonitril mit einer

Konzentration von 50 pg/mL durchgefihrt. (Abb. 2.33 — 2.35)
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Abb. 2.33: HPLC-Chromatogramm der Standards Altanserin und Nitroaltanserin unter
Verwendung des Laufmittels NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 55/18/27 (Flow: 5 mL/min)
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Abb. 2.34: HPLC-Chromatogramm der Standards Altanserin und Nitroaltanserin unter
Verwendung des Laufmittels NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 66.5/13.5/20 (Flow: 5

mL/min)
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Abb. 2.35: HPLC-Chromatogramm der Standards Altanserin und Nitroaltanserin unter
Verwendung des Laufmittels NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 73/10.8/16.2 (Flow: 5

mL/min)



Durch Erhohung der wassrigen Phase durch schrittweise Zugabe von Natriumacetat-
Puffer zum urspriinglichen Laufmittel (NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 55/18/27) konn-
te schlussendlich mit einer Laufmittelzusammensetzung von NaOAc 0.05N pH 5/ THF/
MeOH: 73/10.8/16.2 und einer Durchflussgeschwindigkeit von 5 mL/min eine gute
Trennung von Altanserin und Nitroaltanserin bei einer Retentionszeit von 10.56 min
bzw. 14.52 min erzielt werden. Daher wurde diese Zusammensetzung fur erste heil3e

praparative Trennversuche gewahlt.

Bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 5 mL/min und einer Laufmittelzusammen-
setzung von NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 73/10.8/16.2 konnte [*®F]Altanserin mit
der Chromolith SemiPrep RP-18e — Saule problemlos aus dem Reaktionsgemisch
herausgeschnitten werden. Die Retentionszeiten des Produkts und des Precursors
lagen bei ca. 12 min und 14.5 min, sodass das Produkt ohne Precursor-Verunreinigung
isoliert werden konnte. Durch die kurzen Retentionszeiten und den geringen Flow kam
es folglich auch zu einem niedrigen Laufmittelverbrauch, was ein weiterer Vorteil

dieses Assays ware. Das dazugehdrige HPLC-Chromatogramm ist in Abbildung 2.36

illustriert.
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Abb. 2.36: Praparative HPLC-Aufreinigung von [**F]Altanserin (Saule: Chromolith SemiPrep
RP-18e, Laufmittel: NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 73/10.8/16.2, Durchflussgeschwindig-
keit: 5 mL/min)
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Nach einigen Chromatographien stellte sich jedoch heraus, dass der Syntheseumsatz
von [*®F]Altanserin nach der praparativen Auftrennung nicht wiedergefunden werden
konnte. Statt einer erwarteten radiochemischen Inkorporation von rund 60% nach der
Synthese von [*®F]Altanserin konnten im geschnittenen Altanserin-Peak nur 5-10% der
Ausgangsaktivitdt gemessen werden. Zusatzlich konnte man bei der Qualitatskontrolle
mittels analytischer HPLC neben [**F]Altanserin sowohl einen [*®*F]Fluorid-Peak, als
auch einen Nitroaltanserin-Peak im Chromatogramm erkennen, weshalb die Ver-

mutung nahe lag, dass eventuell eine Instabilitat des Produkts vorliegt.

Mithilfe eines Versuchs wurde die Stabilitdt von [*®F]Altanserin im Laufmittel der
analytischen und der préaparativen HPLC sowie unverdinnt Uber einen Zeitraum von 60
Minuten getestet. Dafir wurde das Produkt ohne Vorlage von Laufmittel gesammelt
und jeweils 100 pL der unverdinnten Probe wurden mit 900 pL des analytisches
Laufmittels (Ammoniumacetat-Puffer 24 mmol pH 5.4/Acetonitril 59:41 (v/iv%)) und
900 pL des praparativen Laufmittels (NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 73/10.8/16.2)
verdunnt. Fur die drei Proben (unverduinnt, verdiinnt mit analytischem LM, verdinnt mit
praparativem LM) wurde die Zeit gestoppt und nach 0, 5, 15, 30, 45 und 60 Minuten
wurde 1 pL jeder Probe auf eine DC-Platte aufgetragen und ausgewertet. Um
statistisch brauchbare Ergebnisse zu erhalten, wurde dieser Versuch insgesamt drei
Mal durchgefihrt. (Abb. 2.37)
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Abb. 2.37: Radiochemische Inkorporationsraten der drei Proben nach 0, 5, 15, 30, 45
und 60 Minuten (UV= unverdiinnt, HPLC= mit analytischem HPLC-LM verdiinnt, PRAP =
mit préparativem HPLC-LM verdiinnt)
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Trotz unterschiedlicher radiochemischer Inkorporationsraten der drei Versuche kann
man deutlich erkennen, dass [®F]Altanserin sowohl in beiden getesteten Laufmitteln
als auch unverdinnt tber einen Zeitraum von 60 Minuten stabil ist. Damit konnte ein

Radioaktivitatsverlust durch eine Instabilitat des Produktes ausgeschlossen werden.

Um herauszufinden, bei welchen Stationen der praparativen Auftrennung Radioaktivitét
und damit [*®F]Altanserin ,héngen® bleibt, wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt.
Dafur wurde die Aktivitat der Reaktionslésung im Sammelgefald nach der Synthese
gemessen. AnschlieBend wurde die Reaktionsflissigkeit aus dem Gefald tGber eine
Leitung aufgesaugt, durch die Loop geschickt und am Ende der Loop wieder aufgefan-
gen. Die Aktivitdten des ,Loop waste* sowie die des leeren Produktsammelgefalies
wurden bestimmt. Um die Leitungen und die Loop durchspiillen zu kénnen, wurde
Ethanol in das leere Produktvial gegeben. Dieser wurde wiederum aufgesaugt, durch
die Loop geschickt und am Ende der Loop gesammelt. Wieder wurden die Aktivitaten

vom ,Loop waste” und vom leeren Gefal} bestimmt. (Tab. 2.11)

Lamda: 0,00010502

Aktivitat Aktivitat

(MBQ) Uhrzeit At At/min | A(0)(F18) (%)
Ausgangsaktivitét 383,4| 11:03:00| 00:00:00 0 383,40 100,00
Loop waste 234,5| 11:12:00| 00:09:00 9 248,18 64,73
Reaktionsgefary
leer 74| 11:12:00| 00:09:00 9 7,83 2,04
Loop waste mit
EtOH 77| 11:17:00| 00:14:00 14 84,10 21,94
Reaktionsgefay
leer 57| 11:17:00| 00:14:00 14 6,23 1,62

Wiederfindung 90,33

Tab. 2.11: Verluste an Radioaktivitat wahrend der ersten Stationen der praparativen Auftren-
nung, ausgehend von der Aktivitdt des Syntheseprodukts (383.4 MBQ)

Wie man an den Werten erkennen kann, sind allein durch das Durchlaufen der Reakti-
onsflissigkeit durch die Loop ca. 150 MBq (von 383.4 MBq auf 234.5 MB(q) an Aktivitat
abhanden gekommen, was bedeuten wirde, dass mehr als ein Drittel der Aktivitat in
den Leitungen bzw. in der Loop hangen bleibt. Auch nach dem Waschen mit Ethanol
konnte noch immer Radioaktivitat im ,Loop waste“ und im leeren Reaktionsgefal} ge-
funden werden. Insgesamt konnten 90.33% der Ausgangsaktivitdt wiedergefunden
werden. Um dem enormen Aktivitatsverlust entgegenzuwirken, wurde fur die nachfol-
genden praparativen Auftrennungen die Leitung vom Produktgefald zur Loop stark ver-

klrzt.
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Da jedoch auch bei den weiteren préaparativen HPLC-Auftrennungen trotz hoher Syn-
theseausbeute kaum [*®F]Altanserin von der Saule eluiert wurde, probierte man durch
Erhohung der organischen Phase und damit Anderung der Laufmittelzusammenset-
zung (NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 15.4/23/61.6) unter Beibehaltung der Durch-
flussgeschwindigkeit von 5 mL/min, [*®F]Altanserin aus der Saule herauszulésen. Da
[*®F]Altanserin aber auch durch diese Methode nicht aus der Saule herausgebracht
werden konnte, wurden die HPLC-Saule und das Laufmittel fur weitere Versuche ge-

wechselt.

2.2.3.1.2 Versuche mit der praparativen Saule ProntoSIL 120 C18

Hamacher et al. (2006) [81] verwendeten in ihrer Arbeit fir die Isolierung von
[*®F]Altanserin die HPLC-Sé&ule ProntoSIL 120 C18 ace-EPS mit der Laufmittelzusam-
mensetzung AcN/0.1% TEA pH 6.8: 45/55 bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 20
mL/min. Durch die Retentionszeit des Produkts von 23 min hélt sich der Verbrauch an
Laufmittel trotz hoher Durchflussgeschwindigkeit in Grenzen. Deshalb wurde diese
Methode als Alternative gewahlt und mit denselben Materialien nachgestellt. (Abb.
2.38)
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Abb. 2.38: Praparative HPLC-Aufreinigung von [lBF]AItanserin (Séaule: ProntoSIL 120 C18 ace-
EPS, Laufmittel: AcN/0.1% TEA pH 6.8: 45/55, Durchflussgeschwindigkeit: 20 mL/min)
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Die von Hamacher publizierte Retentionszeit von 23 min konnte jedoch bei meinem
Versuch bei weitem nicht erreicht werden. [**F]Altanserin und Nitroaltanserin wurden
erst nach 50 min von der S&ule eluiert, zusatzlich kam es zu einer Uberlagerung der
beiden Peaks, wodurch eine saubere Trennung von Produkts und Precursor unmdglich
war. Durch die hohe Durchflussgeschwindigkeit von 20 mL/min und einer Laufzeit von
mindestens 50 min ergibt sich ein extrem hoher Verbrauch an Chemikalien, was einen
weiteren Nachteil dieser Methode darstellt. Aufgrund dieser Umstande wurden ein

weiteres Mal HPLC-Saule und Laufmittel fir nachfolgende Versuche gewechselt.

2.2.3.1.3 Versuche mit der praparativen Saule Gemini C18

Die analytische HPLC-Saule Gemini C18 wurde fur die Qualitatskontrolle von
[**F]Altanserin verwendet und zeigte neben kurzen Retentionszeiten von Produkt und
Precursor auch eine gute Trennung der beiden Substanzen. Aufgrund dieser Eigen-
schaften wurde die praparative HPLC-Saule Gemini C18 fiir weitere Versuche gewahlt.
Zunachst wurde mit einer Laufmittelzusammensetzung von NH,OAc 24 mmol pH 5.4/
AcN: 65/35 bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 5 mL/min gearbeitet. Unter diesen
Bedingungen wurde [*®F]Altanserin nach ca. 16 min von der Saule eluiert, Nitroaltan-
serin jedoch bereits 1 Minute spéter, wodurch der [**F]Altanserin-Peak nicht sauber
geschnitten werden konnte und mit Precursor verunreinigt war. Um eventuell eine bes-
sere Trennung der Substanzen zu erzielen, wurde die Laufmittelzusammensetzung
dahingehend veréndert, dass die wassrige Phase erhéht wurde (NH;OAc 24 mmol pH
5.4/AcN: 82.5/17.5). Die anfangliche Durchflussgeschwindigkeit von 5 mL/min wurde
nach ungefahr 30 Minuten auf 13 mL/min erhéht. Leider konnte [*®F]Altanserin mit der
neuen Laufmittelzusammensetzung erst nach 65 min, Nitroaltanserin erst nach 67 min
eluiert werden (Abb. 2.39). Der kurze Zeitabstand zwischen den beiden Substanzen

lie3 auch diesmal keine vollstandige Trennung von Produkt und Precursor zu.
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Abb. 2.39: Praparative HPLC-Aufreinigung von [18F]Altanserin (Séule: Gemini C18, Laufmittel
NH,OAc 24 mmol pH 5.4/AcN: 82.5/17.5, Durchflussgeschwindigkeit: zw. 5 mL/min und 13
mL/min)

Aufgrund dessen wurde das Laufmittel gewechselt und jenes eingesetzt, das zusam-
men mit der Chromolith Semi-Prep-Séaule verwendet wurde (NaOAc 0.05N pH 5/THF/
MeOH: 73/10.8/16.2). Die Chromatographie startete mit einer Durchflussgeschwindig-
keit von 15 mL/min, nach 34 Minuten wurde jedoch auf 20 mL/min erhoht. Kurze Zeit
spater wurde [*®F]Altanserin eluiert und geschnitten. Allerdings konnte auch hier nicht
annahernd die eingesetzte Menge eluiert werden. Nach Erscheinen des Nitroaltan-
serin-Peaks wurde nach 65 min die Laufmittelzusammensetzung und gleichzeitig die
Durchflussgeschwindigkeit geandert (NaOAc 0.05N pH 5/THF/MeOH: 15.4/23/61.6,
Durchflussgeschwindigkeit 10 mL/min), um eventuell in der Saule hangengebliebende
Reste von [*®F]Altanserin eluieren zu kénnen. Da jedoch kein radioaktiver Peak mehr

aufgetreten ist, wurde die Chromatographie nach weiteren 20 min abgebrochen.

2.2.4 Diskussion

Um [*®F]Altanserin nach erfolgreicher Synthese mittels Advion NanoTek® LF dem
Patienten verabreichen zu kdnnen, ist es notwendig, das Produkt mittels praparativer
HPLC zu isolieren und Precursor, ungebundenes [**F]Fluorid und Reaktionslésungs-
mittel abzutrennen. Fir die Entwicklung eines geeigneten HPLC-Trennassays mit einer

68



kurzer Retentionszeit von [*®F]Altanserin und einer geringen Durchflussgeschwindigkeit
wurden drei verschiedene Saulen zusammen mit unterschiedlichen Laufmitteln

getestet, die in Tabelle 2.12 zusammengefasst sind.

Retentionszeit
HPLC-Saule Laufmittel Durchflussgeschwindigkeit | [*°F]Altanserin
Chromolith NaOAc 0.05N
SemiPrep RP- | pH=5/THF/MeOH:
18e 73/10.8/16.2 5 mL/min 12 min
ProntoSIL 120 | AcN/0.1% TEA pH=
C18 ace-EPS 6.8: 45/55 20 mL/min 50 min
NH,OAc 24mmol pH=
Gemini C-18 5.4/AcN: 65/35 5 mL/min 16 min
NH,OAc 24mmol pH=
Gemini C-18 5.4/AcN: 82.5/ 17.5 5 mL/min - 13 mL/min 65 min
NaOAc 0.05N
pH=5/THF/MeOH:
Gemini C-18 73/10.8/16.2 15 mL/min - 20 mL/min 36 min

Tab. 2.12: Auflistung der verwendeten praparativen HPLC-S&aulen und Laufmittel, der einge-
setzten Durchflussgeschwindigkeiten sowie der entsprechenden Retentionszeiten von
[*®F]Altanserin

Die praparative HPLC-Saule Chromolith SemiPrep RP-18e konnte zwar den Anfor-
derungen einer kurzen Retentionszeit des Produkts (12 min) und einer niedrigen
Durchflussgeschwindigkeit (5 mL/min) gerecht werden, allerdings stellte sich nach
einigen Versuchen heraus, dass der GrofRdteil des Produkts (~90%) in der Saule
verbleibt (vermutlich durch Wechselwirkungen mit Bestandteilen der Saule). Da das
zuriickgebliebende [*®F]Altanserin auch durch starke Erhéhung des Methanol-Anteils
im Laufmittel nicht von der S&ule eluiert werden konnte, ist diese Methode als

ungeeignet anzusehen.

Bei den anderen beiden getesteten praparativen HPLC-Saulen, ProntoSIL 120 C18
und Gemini C18, konnte mit den verwendeten Laufmitteln (Tab. 2.12) keine
ausreichende Trennung von [*®F]Altanserin und Precursor erzielt werden, sodass im
geschnittenen Produktpeak immer eine gewisse Menge an Nitroaltanserin mittels
analytischer HPLC nachgewiesen werden konnte. Zusatzlich kam es zu sehr langen
Retentionszeiten des Produkts von 50 min bei ProntoSIL 120 C18 und 65 min bei
Gemini C18 und damit verbunden ergibt sich ein extrem hoher Verbrauch an
Chemikalien, da die Chromatographien in beiden Fallen mit hohen Durchfluss-
geschwindigkeiten durchgefihrt wurden. Abgesehen von den dargelegten Nachteilen

der beiden Methoden macht die Tatsache, dass Produkt und Precursor in beiden
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Fallen nicht vollstindig getrennt werden konnten, eine Anwendung fir

Patientensynthesen unmdglich.

Die abschlieRende Formulierung des geschnittenen [*°F]Altanserin-Peaks konnte nur
nach Produktisolierung mit der Chromolith SemiPrep RP-18e — Saule durchgefihrt
werden, da hier das Produkt ohne Verunreinigungen isoliert werden konnte. Die Auf-
reinigung selbst wurde manuell durchgefuihrt. Dieser Schritt wurde noch nicht automa-

tisiert, da noch keine geeigneten HPLC-Parameter gefunden wurden.
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3 Zusammenfassung und Ausblick

Meine Diplomarbeit beschéftigt sich mit dem Thema der Synthese von [*®F]Altanserin
aus dem Precursor Nitroaltanserin und der anschlieRenden lIsolierung, Aufreinigung

und Formulierung des Produkts, um die Applikation an Patienten zu ermdglichen.

Die Synthese wurde unter Anwendung eines Mikrofluidsystems mit der Bezeichnung
Advion NanoTek® LF durchgefiihrt. Nach einer Vielzahl von Synthesen konnten die
optimalen Reaktionsbedingungen fir eine grof3tmogliche radiochemische Inkorporation
ermittelt werden. Bei einer Precursor-Konzentration von 2 mg/mL (in Reaktionslésung)
und einer Reaktionstemperatur von 220°C konnte mit einem Volumen von je 400 pL
Precursor bzw. [*®F]Fluorid bei einer Durchflussgeschwindigkeit von insgesamt 20
HL/min eine radiochemische Inkorporation von 42.2 + 16.4% erreicht werden.

Fir die Applikation von [**F]Altanserin an Patienten war es notwendig, das zuvor
synthetisierte Produkt entsprechend aufzureinigen, um Precursor, ungebundenes
[*®F]Fluorid und DMSO-Reste zu entfernen. Fiir die Isolierung von [*®F]Altanserin
wurde zwar ein geeigneter praparativer HPLC-Assay gefunden [84], dieser konnte
jedoch nicht getestet werden, da die dafir notwendige HPLC-Séaule in der
Arbeitsgruppe nicht zugangig war und eine Beschaffung mehrere Wochen gedauert
hatte. Als Alternative wurden Versuche mit drei andere Saulen mit &hnlichen
Trenneigenschaften und verschiedenen Laufmitteln durchgefihrt. Unter Berlick-
sichtigung der Retentionszeiten von Produkt und Precursor, der Durchfluss-
geschwindigkeit und damit des Laufmittelverbrauchs und der radiochemischen
Inkorporationsraten wurde eine Reihe von praparativen HPLC-Auftrennungen durch-
gefuhrt. Bedauerlicherweise konnte mit den getesteten S&ulen kein optimaler
praparativer HPLC-Assay gefunden werden, da entweder die Retentionszeiten und
gleichzeitig die Durchflussgeschwindigkeiten zu hoch waren, die radiochemische
Ausbeute nicht ausreichend war oder das Produkt mit Nitroaltanserin verunreinigt war.
Deshalb wurde die Besorgung der HPLC-Saule (Waters Symmetry Prep-7um C18), die
im Rahmen der Arbeit von Massarweh et al. [84] verwendet wurde, eingeleitet. Diese

konnte allerdings erst nach Beendigung der Diplomarbeit geliefert werden.

Die Formulierung des Produkts nach der praparativen HPLC wurde handisch getestet.
Fur ,scaled-up® Patientensynthesen ist allerdings eine Automatisierung im direkten
Anschluss an die praparative HPLC-Auftrennung mit Hilfe des Moduls GETracerlab

FxFn notwendig und geplant.
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Bei der Synthese von [**F]JAltanserin mit dem Modul NanoTek® LF kam es bis auf
gelegentliche Verstopfungen der Kapillare im Reaktor, die zu einem Abbruch der
Synthese fihrten, zu keinen nennenswerten Problemen. Verbesserungswirdig ist
jedoch die Methode der Produktisolierung mittels praparativer HPLC; entsprechende
MalBnahmen wurden (wie schon erwéhnt) bereits in die Wege geleitet. In weiterer
Folge sind nun diverse Versuche mit der Sdule Symmetry Prep-7um C18 notwendig,
um eine Abtrennung von [*®F]Altanserin unter guten Bedingungen erreichen zu kénnen.
Jedoch konnte aus den bereits erfolgten Versuchen zur weiteren Produktaufreinigung
und Formulierung gezeigt werden, dass eine einfache Implentierung und
Automatisierung erfolgen kann, sobald ein geeigneter HPLC-Assay aufgesetzt wurde.

Die Qualitatskontrolle wurde hinsichtlich der chemischen Reinheit und der radiochemi-
schen Identitdt durch den beschriebenen HPLC-Assay, hinsichtlich der radiochemi-

schen Reinheit durch den beschriebenen DC-Assay durchgefihrt.
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