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1 Einleitung

1.1 Radiopharmaka

Allgemein

,Radioaktive  Arzneimittel oder Radiopharmazeutika sind Arzneimittel, die in
verwendungsfertiger Form ein Radionuklid oder mehrere Radionuklide (radioaktive Isotope)

zu medizinischen Zwecken enthalten.” [1]

In der Medizin werden Radiopharmaka sowohl fiir die Therapie als auch fir die Diagnostik

von z.B. Schilddrisen- und Tumorerkrankungen verwendet.
Flr Radiopharmazeutika gilt ebenfalls das ADME Modell der Pharmakokinetik.
A: Absorption

Die Aufnahme der Radiopharmaka erfolgt meistens durch intravendse Injektion, sowie

subkutan, oral oder durch Inhalation. [2]
D: Distribution

Die Verteilung im Organismus erfolgt durch Bindung an Erythrozyten und Serumproteine,
Diffusion oder aktive biochemische Transportvorgiange. Durch gezieltes Koppeln an eine
geeignete Tragersubstanz erhoht sich dessen Selektivitdt. Man nitzt bei der
nuklearmedizinischen Anwendung die Affinitdit oder Anreicherungsneigung des

Radiopharmakons zu bestimmten Organen oder Krankheitsprozessen. [2]
M: Metabolismus

Radiopharmaka unterliegen denselben Prozessen, wie das entsprechende stabile Isotop.
Nach der Verteilung des Radiopharmakons im Korper wird es Bestandteil metabolischer

Vorgange, z.B. in der Leber. [2]
E: Exkretion

Die Ausscheidung des Radiopharmakons erfolgt Gber die Galle oder die Nieren, wobei es
vorher in der Blase und vor allem im Dickdarm langere Zeit als lokale Strahlungsquelle wirken

kann, was man sich bei der bildgebenden Diagnostik zum Nutzen macht. [2]



Diagnose

Als stellvertretendes Beispiel flir eine Diagnose mit einem PET Radiopharmakon eignet sich
das weitaus am Haufigsten verwendete [**F]FDG (2-[**F]Fluor-2-desoxy-D-glucose). Es verteilt
sich nach der i.v. Verabreichung vorerst homogen im Korper und reichert sich v.a. im Gewebe
mit einem erhohten Glucosebedarf an. Schnell wachsende Zellen, wie Tumorzellen haben
einen erhéhten Glucosebedarf und somit dient dieser Mechanismus als Tumormarker. [3]
Eine vielversprechende Rolle der FDG-Positronen-Emissions-Tomographie (PET) konnte

bereits bei verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden. [4]

Therapie

Fir die Herstellung eines Radiotherapeutikums wird, nicht nur fiir die Diagnose sondern auch
fur die Therapie, ein geeignetes Radionuklid an eine Tragersubstanz gekoppelt und in die
Blutbahn injiziert. Durch seine spezifische biologische Affinitdt zum Rezeptor, auf der
Tumoroberflache, gelangt das mitgefiihrte Radionuklid direkt zum Tumorgewebe, welches

mittels direkter Bestrahlung zerstort wird. [5]

Tragersubstanz

Radionuklid

Abbildung 1 Schematische Darstellung der Wirkweise eines Radiopharmakons

1.2 Strahlenphysik

Als radioaktiv wird ein Atom bezeichnet, dessen Kern instabil ist. Ein Kern besteht aus 2
verschiedenen Nukleonen, den sogenannten Protonen und Neutronen. Die Massenzahl A gibt
die Summe der Nukleonen an, die Anzahl der Protonen wird als Kernladungszahl Z, oder auch
Ordnungszahl, bezeichnet. Die allgemeine Schreibweise fiir einen Kern X sieht wie folgt aus:

[4]

X



Das Verhaltnis zwischen Neutronen und Protonen im Kern lasst darauf schlieflen, ob es sich
um ein stabiles oder instabiles (radioaktives) Nuklid handelt. Ein radioaktiver Kern wandelt
sich unter Abgabe von Strahlung (a-, B- oder y-Strahlung) spontan in eine stabile
Konfiguration um. Durch gezieltes Entfernen mittels Teilchenbeschleuniger (Zyklotron) von
Neutronen werden radioaktive Nuklide kinstlich erzeugt. [4] Neben der Herstellung
radioaktiver Nuklide mittels Zyklotron existiert fir die nuklearmedizinische Anwendung noch

die Moglichkeit mit dem Generator Radionuklide zu generieren.

Herstellung von Kohlenstoff-11 (C-11)

Der stabile Stickstoff N-14 wird durch Protonenbeschuss (p), unter Emission eines a-Teilchens

in C-11 umgewandelt. Die dazugehorige Kernreaktion wird wie folgt dargestellt: [6]
14N(p,a)llc

Das neugebildete instabile C-11 wird durch einen B* Zerfall mit einer Halbwertszeit von 20,3
min in ein stabiles Bor [''B] Atom umgewandelt. Durch Positronenemission zerfllt ein C-11

unter Bildung eines Bor-11 Atoms, eines Positrons (8*) und eines Neutrinos (v). [4, 7]
e >+ gt +v

Diesen Vorgang macht man sich in der Diagnostik durch einen Positronen-Emissions-

Tomographen (PET) zunutze.

Die vorliegende Diplomarbeit hat sich im praktischen Teil ausschlieflich mit C-11-

Radiotracern befasst, wobei mittels Teilchenbeschleuniger das Radionuklid generiert wurde.



1.3 Positronenemissionstomographie (PET)

Die PET ist eine leistungsfahige Bildgebungsmethode, die zur Untersuchung und
Visualisierung der menschlichen Physiologie eingesetzt wird um Informationen {ber
Stoffwechselvorgédnge, Rezeptor-Enzym-Funktionen und biochemische Mechanismen in vivo
zu erhalten. Dadurch kann die PET chemische Verdnderungen messen, die bereits vor dem

Auftreten anatomischer Krankheitszeichen auftreten. [7]

Dem Patienten wird das Radiopharmazeutikum verabreicht wo es im Koérper Positronen
emittiert (B+), welches nicht direkt detektiert wird, vielmehr wandert es eine kurze Strecke
(0,5-2.0 cm, je nach seiner charakteristischen kinetischen Energie) und kollidiert mit einem

Elektron im umgebenden Gewebe, was zu einem Annihilationsereignis flihrt. [7]

Der PET Scanner hat die Form einer Rohre mit ringformig angeordneten Detektoren.
Abbildung 2 zeigt die Kollision von Materie und Antimaterie, wodurch zwei
Gammastrahlphotonen (y) von 511 Kiloelektronenvolt (keV) erzeugt werden, die sich im

Winkel von 180° in gegensatzliche Richtungen voneinander wegbewegen. [7]

ringférmig angeordnete

."-..‘ v
Zerfall unter
Positronenemission

Detektion von

v-Photonen
Annihilation

Abbildung 2 Prinzip der PET [7]



2 Qualitatskontrolle

2.1 Die Qualitatskontrolle eines PET Tracers

Die Qualitatskontrolle ist der wohl wichtigste Endpunkt eines jeden Arzneimittels, bevor es
zur Anwendung am Menschen freigegeben werden kann. Das Européische Arzneibuch 8.
Ausgabe Grundwerk 2014 inkl. 1. bis 3. Nachtrag 8.3 beinhaltet in seinen insgesamt 6429
Seiten viele Kriterien, die erflllt werden miussen, um dies garantieren zu konnen. Im
allgemeinen Teil findet man zahlreiche Prifvorschriften und Grenzwerte, nicht nur fir

Pharmaka, sondern auch speziell fiir Radiopharmaka.

Dass es sich bei Radiopharmaka um Arzneimittel handelt, ist dem §1 des Arzneimittelgesetzes

(AMG) zu entnehmen: [8]

»Radioaktive Arzneimittel” sind Arzneimittel, die in gebrauchsfertiger Form ein oder mehrere

fiir medizinische Zwecke aufgenommene Radionuklide (radioaktive Isotope) enthalten.” [8]



2.1.1 Parameter eines Qualititskontrolle-Protokolls

Im Anhang ist ein Arbeitsprotokoll enthalten, welches die durchzufiihrenden Analysen der
Qualitdtskontrolle des Radiotracers [*'C]-PIB am AKH Wien Abteilung Nuklearmedizin zeigt.

Dessen Punkte werden nachfolgend schrittweise erldutert.

2.1.1.1 Radiochemische Reinheit (RCR)

»Radiochemische Reinheit: fiir ein bestimmtes Radionuklid das in Prozent ausgedriickte
Verhdltnis der Radioaktivitdit des Radionuklids in der angegebenen chemischen Form, bezogen

auf die Gesamtradioaktivitit des Radionuklids im radioaktivem Arzneimittel.” [1]

Die radiochemische Reinheit wird mittels eines Radioaktivitats-Detektors, der meist an eine
Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie (HPLC) gekoppelt ist gemessen, und ist notwendig,
um feststellen zu kénnen, ob die Probe radiochemische Verunreinigungen enthalt. Es sind
meist zwei Verunreinigungen erlaubt, wenn sie je < 3% betragen. Verunreinigungen lassen

sich meist auf die Herstellung oder radiolytische Prozesse zuriickfiihren. [4]

In der  Abbildung 3 werden zwei Chromatogramme dargestellt. Die ermittelten
Retentionszeiten der verschiedenen Messkanale geben Auskunft iber die, in der Messlésung

enthalten, Stoffe.

Das untere der beiden Chromatogramme zeigt die Integration des Radiopeaks (heier Peak).
In der Tabelle ist zu erkennen, dass ['C]-PIB, welches bei 5 min 38 sek retentiert mit einer
radiochemischen Reinheit von 99,44% vorliegt. Die radiochemische Verunreinigung
(erkennbar bei 2 min 32 sek) ist unter 3% und somit entspricht die Probe aus radiochemischer

Sicht den Anforderungen.



2.1.1.2 Chemische Reinheit

,Chemische Reinheit: In den Monographien (iber radioaktive Arzneimittel sind die
Anforderungen an die chemische Reinheit durch Spezifizierung von Grenzwerten fiir die

chemischen Verunreinigungen festgelegt.” [1]

Durch die Verwendung von UV-Detektoren in der HPLC werden die nicht radioaktiv
markierten (kalte) Substanzen angezeigt. Deren Nachweis fiir die chemische Reinheit und zur
Bestimmung der spezifischen Aktivitdit notwendig ist. Als spezifische Aktivitdt wird das
Verhaltnis von der radioaktiven Substanz zu der inaktiven Tragersubstanz bezeichnet, die

dazugehérige Einheit ist [GBg/umol]. [4]

Formel zur Berechnung der spezifischen Aktivitat: [4]

Aktivitat der Verbindung [GBq] x Molgewicht der Verbindung [g/mol]
as =

Masse der Verbindung [ug]

Formel 1 Spezifische Aktivitat

Im menschlichen Koérper konkurrieren die kalten mit den heifen Molekilen um die
Bindungsstellen an definierten Geweben wie unter anderem Rezeptoren, Transportern oder
Enzymen. Somit ist es wichtig, den Anteil der kalten Molekiile in der L6sung gering zu halten,

damit daraus eine hohe spezifische Aktivitat resultiert.

Das obere Chromatogramm in der Abbildung 3 zeigt das Ergebnis der Messung mittels UV-
Detektor, und somit die nicht radioaktiven Komponenten der Priflésung. Der

Retentionszeitpunkt (4min 25 sek) zeigt in diesem Fall den Precursor (6-OH-BTA-0).

Ein Precursor ist eine Substanz, welche als Vorlaufer dient und aus dem das gewiinschte
Produkt synthetisiert werden kann. Beim [*'C]PIB (= 6-OH-BTA-1) ist der Precursor 6-OH-BTA-

0. Dieser unterscheidet sich zum Produkt durch eine Methylgruppe.

Die GroRe der Flache unter der Kurve (Integral) entspricht nach Riickrechnung Uber eine
Kalibrationsgerade der Konzentration der Substanz. Die dadurch berechneten Werte sind in

der Tabelle (Integration UV) dokumentiert.
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Sample description

Fudy: PIB

|Measurement: 0113, injection 25.03.2015 07:50

Method: PIB from: 02.03.2015 08:46

'Produkt endformuliertCl1-PIB

|column: Phenomenex Prodigy 5pm 250x4mm

eluent: AcN/0.1 M AMF 50/50 (v/v)

flow: 1.5ml/min §

UV-Det: WL=254nm

Integratlon Cnt c-1

Substance [ Rr/T R/T|Type "~ Area| Conc| %Area

s Counts| pg/ml %

Reg #1 02'32| BB | 136,14| No c| 0,56

Reg #2 05'38| BB | 24004,00] No c| 99,44

Sum in ROI 24140,14

Area 26279,00( [

Ext. BKG ] [ 70,00 cps|

Integration UV

Substance | R/Tl'rype Area| Conc| %Area

‘ mAU*s | pg/ml

|6 OH- -BTA-0 0 04'25| BB 37,05249 1,91| 75,20
05'32| 12,21956 0,677 24,80

lSum in ROI [ 49,27205 |

Abbildung 3 Original QK Chromatogramme einer [*c}-PiB Radiosynthese
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2.1.1.3 Radionuklidische Reinheit

,Radionuklid-Reinheit: fiir ein bestimmtes Radionuklid das in Prozent ausgedriickte Verhdiltnis
der Radioaktivitét des Radionuklids, bezogen auf die Gesamtradioaktivitit des radioaktiven
Arzneimittels. Eine Liste der relevanten, in Frage kommenden Radionuklid-Verunreinigungen

ist in jeder Einzelmonographie mit entsprechenden Grenzwerten angegeben.” [1]

Die Halbwertszeit der zu prifenden Substanz gibt Auskunft Uber die Richtigkeit des
Radionuklids. Die Ermittlung der Halbwertszeit ist ein Teil der Qualitatskontrolle und betragt

bei C-11 20,3 + 2 min.

2.1.1.3.1 Halbwertszeit

Die Halbwertszeit (T,;) ist die Zeit, in der eine gegebene Radioaktivitdt (Menge) eines
Radionuklids, nach einer exponentiellen Zerfallsrate, auf die Halfte ihres Ausgangswerts

zerfallt. [1]

Zur Durchfihrung der QK wird zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten die Aktivitdt gemessen

und mit der Formel der Zerfallskonstante berechnet.

2.1.1.3.2 vy - Spektrum

Ein wichtiges Kriterium fiir die Qualitat des Radionuklides ist die charakteristische Form des y-
Spektrums. Die Strahlung wird mit einem Spektrometer gemessen, und muss bei Positronen-

Emittern zwischen 430 bis 520 keV liegen.



2.1.1.4 Priifung auf Lésungsmittel

Losungsmittel werden fir den Synthesevorgang bendtigt, diirfen aber nicht im Endprodukt
vorhanden sein. Daher ist es wichtig, auch kleinste Mengen an Lésungsmittel nachzuweisen.

Die Prifung geschieht mittels eines Gaschromatographen.

Die einzuhaltenden Grenzwerte sind am Priifprotokoll und ebenfalls im Ph.Eur. ersichtlich. Im
Fall des [''C]-PIB miissen Substanzen wie Methylethylketon (MEK) unter 5000 ppm und

Acetonitril (ACN) unter 410 ppm liegen.

2.1.1.5 Physikalische Parameter

Um eine Abwehrreaktion des Korpers bei i.v. Applikation zu verhindern, dient die
Formulierung der Einstellung der physikalischen Parameter (pH-Wert und Osmolalitat)
moglichst nahe an die physiologischen Bedingungen des menschlichen Blutes anzupassen.
Der pH-Wert des menschlichen Blutes betrdgt ca. 7,4, deshalb sollte der pH-Wert der
gebrauchsfertigen Losung zwischen 4,5 und 8,5 liegen. Losungen mit einer Osmolalitdt von
276 mosmol/kg bezeichnet man als blut-isoton, deshalb sollte die Osmolalitdt eines

Radiopharmakons zwischen 200 und 400 mosmol/kg betragen. [6]

2.1.1.5.1 pH-Wert
,Der pH-Wert beschreibt in einer konventionell festgelegten logarithmischen Skala die

Konzentration der Hydroxonium-lonen in wdssriger L6sung.” [1] Mittels pH-Meter wird der

Wert ermittelt.

2.1.1.5.2 Osmolalitit

»,Die Osmolalitdt ist eine praktische Gréfe, um das Gesamtmaf3 des Beitrags verschiedener

geléster Stoffe in einer Lésung auf den osmotischen Druck dieser L6sung auszudriicken.” [1]
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2.1.1.6 Mikrobiologische Untersuchungen

Um die Patienten vor Infektionen durch das Radiopharmakon zu schiitzen, missen samtliche
Radiopharmaka mikrobiologisch untersucht werden. Die mikrobiologische Untersuchung ist
kein tatsachlicher Bestandteil der Qualitatskontrolle vor der Applikation des
Radiopharmakons, da die Durchfiihrung ldngere Zeit (Stunden bis Wochen) in Anspruch
nimmt. Sie liefert somit retrospektiv mikrobiologische Informationen des Radiopharmakons.

(6]

Bedingt durch die Halbwertszeit konnen radioaktive Arzneimittel bereits vor dem

Untersuchungsergebnis verabreicht werden. Dies ist im Européischen Arzneibuch verankert.

(1]

2.1.1.6.1 Sterilitat

Als steril wird ein Stoff bezeichnet der frei von lebensfahigen Mikroorganismen ist. [1]

,Radioaktive Arzneimittel zur parenteralen Anwendung miissen der Priifung auf Sterilitéit
entsprechen. Sie miissen unter Bedingungen, die jede mikrobielle Kontamination ausschliefSen
und Sterilitét gewdhrleisten, hergestellt werden.” [1] ,Die gebrauchsfertige L6sung muss zur
Gewdhrleistung von Keim und Partikelfreiheit unter aseptischen Bedingungen - innerhalb
einer Laminar-Air-Flow-Zelle, Reinraumklasse A, innerhalb eines Raumes der Reinraumklasse

D- steril filtriert werden.” [6]

2.1.1.6.2 Bakterien-Endotoxine, Pyrogene

Bakterien-Endotoxine und Pyrogene sind krankheits- bzw. fiebererregende Substanzen,

deshalb schreibt das Europaische Arzneibuch die Priifung auf diese Stoffe vor.
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2.1.2 Die Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC)

Die HPLC ist eine chromatographische Trennmethode um Inhaltsstoffe einer flissigen Probe
bestimmen zu konnen. Es stehen unterschiedliche Trennprinzipien zur Verfligung. Die
Gemeinsambkeit aller Trennprinzipien ist es, verschiedene Inhaltsstoffe einer Priiflésung aber
auch der mobilen Phase durch Wechselwirkungen mit einer stationdren Phase
unterschiedlich stark zurlickzuhalten (retentieren). Dadurch ergeben sich fiir die
unterschiedlichen Inhaltsstoffe unterschiedliche Retentionszeiten. Durch diese selektive
Trennung der Komponenten voneinander konnen die einzelnen Inhaltsstoffe analysiert

werden.
Eine HPLC Anlage besteht im Wesentlichen aus folgenden Bestandteilen:

e Laufmittel (mobile Phase)
e Gradientenmischer

e Pumpe

e Injektor

e Sdule (stationare Phase)
e Detektor

e Integrator (Computer)

:f Injektionsventil
@ —

Fhatameter Computer

Gradientenmischer

Trennsaule

Laufimittel

B G Geier 96

Abbildung 4 Schematischer Aufbau einer HPLC Anlage [9]
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2.1.2.1 Laufmittel (mobile Phase)

Fiir jede zu untersuchende Substanz muss das addquate Laufmittel bzw. die richtige
Zusammensetzung des Laufmittels, gewahlt werden. Die Zusammensetzung der mobilen
Phase ist abhdngig von den Eigenschaften z.B. Polaritdt (hydrophil oder lipophil) der
Priflésung. Polaritdt von verschiedenen Chemikalien, die in Laufmitteln zum Einsatz kommen
finden sich in der ,eluotropen Reihe” wieder. [10] Die Mischung des Laufmittels kann
manchmal aus bis zu vier verschiedenen Lsungen bestehen. Im Gradientenmischer werden

die unterschiedlichen Lésungen zu einem Laufmittel vermengt.

2.1.2.2 Gradientenmischer und Pumpe

Bleibt das Mischverhaltnis tber die geasmte Versuchsdauer konstant, spricht man von einer
isokratischen Elution, wird jedoch das Verhéltnis wahrend der Analyse verdandert, nennt man
das Gradientenelution. Der Gradient der Mischung kann durch zwei verschiedene Arten
gebildet werden, entweder durch die Hochdruckmischung oder durch die
Niederdruckmischung. Bei der Hochdruckmischung wird fiir jede Losung eine eigene Pumpe
(Einkanalpumpe) bendtigt, die die Losung in den Gradientenmischer férdert. Bei der
Niederdruckmischung wird das Laufmittel zuerst im Gradientenmischer gemischt, und
anschlieRend mit einer Gradientenpumpe weiter zum Injektorventil beférdert. [4, 10] Diese
Art der Laufmittelaufbereitung wird in Abbildung 4 dargestellt. Mit einer Regelung der Pumpe
lasst sich die Durchflussmenge pro Minute einstellen, der sogenannte Flow (= Flussrate
[ml/min]). Ein Entgaser sorgt daflr, dass eventuelle Luftblaschen aus den Lésungen entfernt

werden.

2.1.2.3 Injektor

Die Priflésung wird entweder automatisch durch einen Autosampler oder manuel mittels
Injektionsventil dem System zugefiihrt. Bei dem Injektionsventil handelt es sich um ein 6
Wege Ventil, welches Pumpe, Loop, Einspritzstelle, Wastegate (Abfall) und Saule verbindet.

Das Ventil wird in zwei Stellungen betrieben:
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e Load
e Inject

Die Load Stellung dient dazu, die sogenannte Probenschleife (Loop) ausreichend mit der
Priaflosung drucklos zu befillen. Unterschiedliche Loops stehen fiir die Untersuchung zur
Verfligung und unterscheiden sich durch ihr Volumen. Um eine vollstandige Befillung der
Loop zu gewahrleisten, sollte die Priflésung das zwei- bis dreifache Volumen der Loop
ausmachen. Das Volumen der Loop definiert die Menge an Priflésung, die ins System
eingebracht wird. Durch Umschalten des Ventiles auf die Inject Position wird die
Probenschleife in den Hochdruckbereich geschalten und die Probe, durch die mobilen Phase,

zur Saule geleitet. [11]

2.1.2.4 Sdule (stationdre Phase)

Die Trennsdule besteht aussen in der Regel aus Edelstahl oder Kunststoff und birgt innen die
sogenannte stationdre Phase. Diese hat als Grundstruktur Silica Gel (Kieselgel). Das Silica Gel
ist ein wasserhaltiges Siliziumdioxid, welches durch die freien OH Gruppen auf der Oberflache
polar ist, und bindet polare Molekiile mittels Wasserstoffbriickenbindung, unpolare Molekiile
werden hingegen nicht adsorbiert. Werden polare Priifsubstanzen mittels unpolaren
Laufmittel durch die stationare Phase geleitet handelt es sich um eine Normal Phase. [12] Bei
der Umkehrphase, der sogenanten Reverse Phase verhalt es sich umgekehrt. In diesem Fall,
wird das Silicagel durch lipophile Reste, z.B. C18-Ketten, modifiziert. Heutzutage werden fast
ausschliesslich RP Sdulen eingesetzt. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal des Fillmaterials
liegt in der KorngréRe des Kieselgels. Uberlicherweise werden Silica Gele mit einer KorngréRe
zwischen 2 und 10um verwendet, bei neueren Saulen wird bereits mit Korngréflen von 1um

gearbeitet. [10]

Je nachdem um welche Saule es sich handelt, werden die Substanzgemische in Abhangigkeit
ihrer Eigenschaften unterschiedlich aufgetrennt. Die Retentionszeit einer Substanz ist umso
langer, je langer diese durch die Wechselwirkungen in der Sdule zuriick gehalten wird. Die
verschiedenen Saulen unterscheiden sich in der Linge, dem Innendurchmesser und den

Fillmaterialien. Letzteres bestimmt die Funktionsweise der Saule.
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Die Sdule befindet sich oftmals in einem S&ulenofen, der es erlaubt eine konstante
Temperatur zu halten, und somit eine Variable, die die Messung beeinflussen kdnnte, zu

eliminieren.

Die Kennzeichnung der Saule gibt Auskunft (iber dessen Eigenschaften.

e Hersteller *Modell e KorngroRRe ¢ Polaritat eldnge x
Innendurchmesser

Abbildung 5 Kennzeichnung einer Saule

Abbildung 6 HPLC-Sdulen

Mit den oberen drei abgebildeten Sdulen wurde ein Teil des Methoden-Transfers
durchgefiihrt und mit der ,Waters X-Bridge RP-18, 2,5um 3,0xX50mm*“ die Methoden-

Etablierung.
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2.1.2.5 Detektor

Ein Detektor wandelt physikalische Informationen von Molekiilen in elektrische Signale um.
Je nach dem welche Eigenschaft die zu messenden Substanzen haben, kann ein
dementsprechender Detektor ausgewahlt werden. Fir die Qualitatskontrolle an der

Klinischen Abteilung fiir Nuklearmedizin sind folgende Detektoren in Verwendung:

e UV/VIS Detektor

e Brechungsindex Detektor

e Flammen-lonisations Detektor
e Radioaktivitats-Detektor

Da fir vorliegende Diplomarbeit nur ein UV/VIS beziehungsweise Radioaktivitats-Detektor

zum Einsatz kamen, sind auch nur diese beiden naher erklart.

UV/VIS Detektor

Der Detektor besteht in seinen Grundelementen aus einer Deuterium- bzw. Wolframlampe
einem Spiegelsystem, und einer Photomesszelle. [13] Die Deuterium Lampe wird fir
Messungen im UV Bereich (190 bis 400 nm) verwendet, die Wolfram Lampe fiir den visuellen

Bereich (400 bis 700 nm). [10] Die Wellenldngen kdnnen variabel gewahlt werden.

Die Funktionsweise eines UV/VIS Detektors ist bei einfacher Bauweise wie folgt: Das Licht
trifft von der Strahlenquelle auf ein Prisma, wird dort gestreut und trifft als
monochromatisches Licht (eine Wellenldnge) auf eine Durchflussmesszelle. Eine
Photomesszelle, die danach positioniert ist, misst die Abschwachung des Lichtes in der
Messzelle, welche durch durchfliessende Substanzen unterschiedlich bedingt ist, und setzt es
in Relation zur Abschwachung des Lichtes durch die mobile Phase. Bei komplexeren
Detektoren, wie dem Diodenarray-Detektor (DAD) ist die Anordnung der Bauelemente
abgedndert. Hierbei trifft das Licht erst nach der Durchflussmesszelle auf das Prisma, wird
gestreut und gelangt auf eine Diodenplatte, auf der bis zu 1024 Dioden positioniert sind.
Dadurch kann fiur Messungen immer der komplette Wellenldangenbereich (190-700 nm)
abgedeckt werden. Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz ist die Absorption (A) von der
Konzentration der Substanz, dem molaren Extinktionskoeffizienten und der Lange des Weges,

den das Licht durch die Probe zuriicklegt, abhangig. [14]
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A=¢cxcx*d

Formel 2 Lambert Beer'sches Gesetz

£ = molarer (dekadischer) Extinktionskoeffizient
C = Konzentration der Probe
d = (nach IUPAC 1) Weglange des Lichtstrahls durch die Probe

Radioaktivitdts-Detektor

Ein Radioaktivitats-Detektor dient zum Nachweis unterschiedlicher Strahlungsarten wie a,
und y-Strahlern. Je nach Bauweise eines Detektors ist dieser flir bestimmte Strahlungsarten
spezifisch. In der Nuklearmedizin bedient man sich bei der HPLC einer Bauart die fir R™-
Strahler (z.B. Y-90, P-32, Lu-177), fiir B*-Strahler (Positronenstrahler) wie z.B. C-11, F-18 oder
Ga-68, aber auch fiir y-Strahler (z.B. Tc-99m oder In-111) selektiv ist. Gemessen werden
immer die Zerfalle (Counts) pro Zeiteinheit. [6, 15] Der bleiabgeschirmte Detektor besteht aus
einem anregbaren Kristall (meist Natriumiodid) und einer Photomultiplierrohre zur

Signalverstarkung. [6]

2.1.3 Interpretation eines Chromatogramms

Die Signale der Detektoren werden als Peaks bezeichnet und als zeitlicher Verlauf, der
Konzentration der Substanz, in Form eines Chromatogramms ausgegeben. Ein Peak hat im
Idealfall die Form einer symmetrischen Gaul’‘schen Glockenkurve. Ist sie nicht symmetrisch
spricht man von ,Fronting” bzw. vom ,Tailing”. Der letzte Peak in Abbildung 7 zeigt ein
Tailing, welches dadurch erkennbar ist, dass der Peakanstieg steiler als der Peakabfall ist.
Beim Fronting verhilt es sich vice versa. Ein asymmetrischer Peak wird durch sein Tailing (T)

charakterisiert: [10]

QT

Formel 3 Tailing (T)

Die Abschnitte a und b, welche auf 10% der Peakhohe liegen, werden durch eine Senkrechte,

die durch das Peakmaximum verlauft, getrennt.
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Abbildung 7 Chromatogramm [16]

to = Totzeit (Durchbruchszeit) der Trennsaule; die Zeit, die die mobile Phase ohne
Wechselwirkung bendtigt, um durch die Trennsdule zu wandern. [15]

w = Basisbreite eines Peaks. Die Basisbreite ist die Strecke auf der Basislinie, die
von den Wendetangenten begrenzt wird. [15]

tr =Rt, Retention Time / Retentionszeit; die Zeit, welche vom Einspritzen eines
Stoffes bis zur Registrierung seines Peakmaximums verstreicht. Zwei
verschiedene Stoffe werden dann getrennt, wenn ihre Retentionszeiten
verschieden sind. [15]

Die Lange der Trennsdule und die FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase beeinflussen die
Retentionszeit. Je langer die Sdule und je langsamer die mobile Phase, desto grofRer ist t, und
damit auch ti. Durch diesen Umstand ist ty flr die Charakterisierung einer Substanz nicht gut
geeignet, besser ist der Retentionsfaktor (k —Wert) (frither Kapazitatsfaktor). Optimal ist der

k-Wert zwischen 1 und 10. GroRRe k-Werte bedeuten lange Analysezeiten. [15]
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Formel 4 Retentionsfaktor

Es kommt nur zu einer Trennung, der Mischung, wenn die einzelnen Komponenten
unterschiedliche Retentionsfaktoren besitzen. Fiir jede Komponente kann dessen k-Wert, mit
der angegebenen Formel, berechnet werden. Das Verhaltnis zweier k-Werte, nennt man
Trennfaktor a (Selektivitat) und ist ein Mass fiir die Gite der Trennung zweier benachbarter

Peaks. [15]

a mit k, =k

Formel 5 Selektivitdt (a)

Daraus ergibt sich, dass a>1 sein muss, damit es zu einer Trennung der Komponenten kommt.

Bei der Berechnung des Trennfaktors wird die Breite des Peaks jedoch nicht bericksichtigt,
daher konnen sich Peaks mit unterschiedlichen Retentionsfaktoren, Uberschneiden. In
Abbildung 7 ist so ein Fall erkennbar, hier kommt es nicht zu einer Basislinien-Trennung.

Deswegen wird bei der Berechnung der Auflosung (R) die Basisbreite (w) miteinbezogen.

) tr2 — tr1
wy + wy

Formel 6 Auflosung (R)

Eine Auflosung von 1 ist in der Regel fiir eine quantitative Analyse zu wenig. Mdchte man eine

Basislinien-Trennung erreichen ist ein Wert von mindestens R=1,5 notwendig. [15]

Durch Anderung verschiedener Faktoren wie z.B. Siule und/oder Laufmittels kénnen sowohl

der Trennfaktor als auch die Auflésung verbessert werden.
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2.2 Aufgabenstellung der Diplomarbeit

Der erste Teil der praktischen Arbeit bestand darin, bereits etablierte und in Verwendung
befindliche Analyse Methoden der sieben unterschiedlichen C-11 PET-Tracer von einer HPLC
der Marke Merck Hitachi L-7100 LaChrom auf eine neue HPCL Anlage der Marke Agilent 1260
Infinity zu transferieren. Um die Methoden maximal zu optimieren, wurde zu Beginn das
Absorptionsmaxium jedes Tracers (und Precursors) ermittelt, mit welchem die neuen

Standardgeraden erstellt werden konnten.

Der zweite Teil der Diplomarbeit bestand darin, besagte etablierte Methoden zu verbessern
um dadurch Zeit bei der Qualitdtskontrolle zu sparen. Dies wurde in Anlehnung an die
Publikation: ,1-Minute quality control tests for positron emission tomography
radiopharmaceuticals” von Ryuji Nakao et al., erschienen im Journal of Pharmaceutical and

Biomedical Analysis 50 (2009) 245-251, durchgefihrt.

2.2.1 Injektionslésung fiir die i.v. Anwendung (Formulierungslésung)

Allgemein

Die im Herstellungsprotokoll (siehe Anhang) genannten Reagentien beschreiben u.a. einen
Teil der Zusammensetzung der Lésung, in die der fertig synthetisierte Tracer eingeleitet wird.
Diese sogenannte ,Formulierungslosung” besteht aus einer wassrigen Mischung von
isotonem Puffer (pH 7,4) und einem Ethanol Anteil von ca. 8,5%. Die sterilfiltrierte Mischung
aus Formulierungslosung und Tracer darf laut Arzneibuch durch i.v. Anwendung dem

Patienten zugefiihrt werden.

Zusammensetzung der Formulierungslésung: (Summe = 17,5ml)

0,9% NaCl (5ml+4ml+5ml) = 14ml

EtOH 1,5ml
3% NaCl 1,0ml
125mM Phosphatpuffer 1,0ml
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3 Material und Methoden

3.1 Gerite

Agilent 1260 Infinity, Fa. Agilent, Santa Clara, Kalifornien, USA

- 1260 Quat. Pump. G1311B

1260 TCC G 1316A

1260 MWD VL G 1365D

- 1260 Man. Inj. G1328C

Oberschalenwaage PJ300 Fa. Mettler-Toledo GmbH ,Wien, Osterreich

Analysenwaage Fa. Sartorius, Gottingen, Deutschland

Wasseraufbereitungssystem Milli-Q Fa. Merck, Wien, Osterreich

Microprocessor pH-Meter pH537 Fa. WTW, Weilheim, Deutschland

Kolbenhubpipette, Eppendorf Research Plus, Hamburg, Deutschland

3.2 Materialien

Fa. ABX, Radeberg, Deutschland

6-OH-BTA-0 (GMP), > 97%, CAS [178804-18-7]

6-OH-BTA-1 (free base), >95%, CAS [566169-93-5]

Harmol, >95%, CAS [487-03-6]

Harmin, >95%, CAS [442-51-3]

(+)-HNO Hydrochlorid, >95%, CAS [858517-21-2]

(+)-PHNO Hydrochlorid, >95%, CAS [99705-65-4]
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MASB, >95%, CAS [296774-10-2]

DASB, >95%, CAS [627490-01-1]

Metaraminol (free base), >90%, CAS [54-49-9]

MHED Hydrochlorid, >95%, CAS [24493-89-8]

WAY 100634, >95%, CAS [155204-28-7]

WAY 100635, >95%, CAS [146714-97-8]

Fa. Fluka Analytical, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

1-Octansulfonsdure Natriumsalz Monohydrat, 299%, CAS [207596-29-0]

Acetonitril, CHROMASOLV® PLUS, 299,9%, CAS [75-05-8]

Ammoniumdihydrogenphosphat, BioUltra, 299,5%, CAS [7722-76-1]

Ammoniumformiat, purum p.a., 297%, CAS [540-69-2]

Dimethylsulfoxid, wasserfrei, 299,9%, CAS [67-68-5]

DL-Homocystein, >95%, CAS [454-29-5]

L-Methionin, BioUltra, 299,5%, CAS [63-68-3]

Natriumazid, Minimum 99,5%, CAS [26628-22-8]

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat, puriss. p.a., 299%, CAS [10049-21-5]

Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Destilliertes Wasser durch Wasseraufbearbeitungssystem Milli-Q

Ethanol, EMPROVE®, CAS [64-17-5]

Natriumhydroxid Platzchen reinst, CAS [1310-73-2]

Ortho-Phosphorsdure 85%, pro analysi, CAS [7664-38-2]

Salzsdure rauchend 37%, EMPROVE®, CAS [7647-01-0]
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Sonstige Firmen

Natriumchlorid 9mg/ml 10ml, B. Braun Austria GmbH, Maria Enzersdorf, Osterreich

Natriumchlorid 3% Landesapotheke Salzburg, Osterreich

Phosphatpuffer 125mM pH7,6, Univ.-Klinik fir Nuklearmedizin — PET, Wien, Osterreich

3.3 Laufmittel

3.3.1 Laufmittel Herstellung fiir den Methoden-Transfer

3.3.1.1 Ammoniumformiat Lésung

- Fir die Tracer DASB, PIB, WAY100635

Fiir eine 0,1M Ammoniumformiat Losung werden 6,306g eingewogen, mit Aqua destillata

vermengt und verrihrt.

- Fir Tracer Harmin

Fir den Tracer Harmin wurde die oben beschriebene 0,1M Ammoniumformiat Lésung mit

10% HCI auf einen pH-Wert von 4,0 eingestellt.

- Fdr Tracer MHED

Fir den Tracer MHed benétigt man eine 0,2M Ammoniumformiat Lésung, welche man erhalt
indem man die doppelte Menge des Ammoniumformiats (= 12,612g) auf einen Liter Aqua

destillata auflost.
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3.3.1.2 Phosphatpuffer

- Fir Tracer L-Methionin

Fiir den Tracer L-Methionin bendtigt man einen 10mM Phosphatpuffer pH=5,3. Es wurden
dafiir 1,380g NaH,PO, eingewogen, in Aqua destillata gelost, mittels Magnetriihrer gemischt.
Durch Hinzufligen von Natronlauge (=NaOH) oder Salzsdure (= HCl) wurde der pH-Wert

eingestellt.

- Flr Tracer (+)-PHNO

Fiir den Tracer (+)-PHNO benétigt man einen 25mM Phosphatpuffer pH=7,0. Es wurden dafir
3,450g NaH,PO, eingewogen, in Aqua destillata gelost, mittels Magnetrihrer gemischt. Durch

Hinzufligen von Natronlauge (=NaOH) oder Salzsaure (= HCl) wurde der pH-Wert eingestellt.

3.3.2 Laufmittel Herstellung fiir die Methoden-Etablierung

3.3.2.1 Laufmittel A: Ammoniumphosphatpuffer pH=2,1

100mM Ammoniumphosphat Puffer pH=2,1 inkl. 5mM 1-Octansulfonsdure Natriumsalz

Monohydrat

Es wurden 11,503g Ammoniumphosphat eingewogen und mittels 4,75ml Phosphorsaure 85%
ein pH Wert von 2,1 eingestellt, anschlieBend figt man 1,171g 1-Octansulfonsadure
Natriumsalz Monohydrat hinzu und fillt mit Wasser auf 1 Liter auf. Es wurde eine

Spatelspitze NaN; (Natriumazid) beigemengt um Mikroorganismenbefall zu verhindern.

3.3.2.2 Laufmittel B: 90% Acetonitril (V%/V%)

In einer Mensur wurden 900ml 100% Acetonitril abgemessen, die Mensur gereinigt und
anschlieRend wurden 100ml Aqua destillata abgemessen. Wegen einer Volumsverschiebung
ist es wichtig, die Bestandteile einzeln zu vermessen. Beide FlUssigkeiten wurden in eine

Flasche zusammengefligt und am Magnetrihrer fiir circa 5 Minuten durchgemischt. Danach
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wurde die Mischung fiir weitere 5 Minuten ins Ultraschallbad gestellt, um vorhandene Luft zu

entfernen.

3.3.2.3 Laufmittel C: 100% Aqua destillata

3.3.2.4 Laufmittel D: Ammoniumphosphatpuffer pH=9,3

50mM Ammoniumphosphat Puffer pH=9,3

5,752g Ammoniumphosphat wurden eingewogen mit 750ml Wasser vermengt und der pH-

Wert mittels 5N NaOH eingestellt.

Nach Zugabe von etwa 13,5mI 5N NaOH wurde mit Wasser auf 1 Liter aufgefillt.

Es wurde eine Spatelspitze NaN; (Natriumazid) hinzugefiigt um Mikroorganismenbefall zu

verhindern.
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3.4 Standardgerade

Die Standardsubstanzen des Tracers und der Precursor wurden eingewogen und je nach
Loslichkeit entweder mittels Wasser, DMSO oder 100% ACN geldst um eine Stocklésung mit
einer Konzentration von c=1mg/ml zu erhalten. Fir die Standardgerade wurden drei
Stocklosungen gefertigt (n=3), verdiinnt und jede Verdinnung im Triplikat gemessen. Aus
jeder Stocklosung wurde eine Verdliinnungsreihe (c=0,01-10ug/ml) pipettiert. Als
Verdinnungslosung wurde das jeweilige Laufmittel verwendet, um etwaige Storpeaks zu

reduzieren.

Zuerst wurde eine 10pg/ml Verdiinnung hergestellt (1:100), aus dieser Konzentration wurde

die Verdiinnung pipettiert (siehe Pipettierschema).

Standard 1mg/ml 1000pg/ml
1zu 100 ist 10pg/ml  1+99=100 100T = 2000 pl
1T= 20 pl Standard
9T= 1980 ul Laufmittel
Verdinnung Gesamtmenge Teile Konzentration 10ug/ml Laufmittel
Standard
[ph] (M [ug/ml] [uh [p0]
10
1. 1,333 1000 1+ 0,333 7,5 750 250
1: 2 1000 1+ 1 5 500 500
1: 4 1000 1+ 3 2,5 250 750
1: 10 1000 1+ 9 1 100 900
1: 20 1000 1+ 19 0,5 50 950
1: 100 1000 1+ 99 0,1 10 990
1: 200 1000 1+ 199 0,05 5 995
1: 1000 1000 1+ 999 0,01 1 999
Gesamtmenge: 1666l

Tabelle 1 Pipettierschema fiir die Standardgeraden

Die Ergebnisse der Standardgeraden wurden in das Raytest Software Programm Gina Star

4.08 Ubertragen.
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4 Methoden-Transfer und Methoden-Etablierung

4.1 [11C]-L-Methionin

4.1.1 Allgemeine Eigenschaften

HaC OH HS
OH

NH,
Chemical Formula: CsH;;NO,S

NH,
Chemical Formula: C4HgNO,S

Tabelle 2 Strukturformeln von L-Methionin (links) und D-L Homocystein (rechts)

Die Aminosaure [''C]-L-Methionin [L-2-Amino-4-[*'C]methylthio-butansiure] [17] eignet sich
zur Diagnose des Malignitdtsgrades von Tumoren aller Art vor allem im Kopf/Hals- Thorax
Bereich. Des Weiteren durch ihre Fahigkeit die Bluthirnschranke zu iberwinden auch fir die
Diagnose von Gehirnerkrankungen. [6] Das Radionuklid C-11 mit der Tragersubstanz L-
Methionin dockt an der Tumorzelle an, und wird mittels Positronen-Emissions-Tomographie
(PET)-Screening identifiziert. Die Synthese erfolgt durch Verwendung des Precursors DL-

Homocystein [(RS)-2-Amino-4-mercapto-butansaure]. [17]

4.1.2 Methoden-Transfer

Pumpenbetrieb: isokratisch
Mobile Phase: 10mM Kaliumdihydrogenphosphat Losung

S&ule/Stationadre Phase: Merck Chromolith Speedrod RP-18c, 50x4,6mm

Flow: 2,0 ml/min
Detektor: Rl Detektor (Brechungsindexdetektor)
Precursor: DL-Homocystein

Standard: L-Methionin
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Measurement 833 1 ' AKF Page 1/1
C:\GINA NT\HPLC links\MET\MET\833_ 1

i
0,
T T ] T T T T T T T T T T T T T T T T T 13 T T T
00"00 30"00 01'00 01'30 02'00 02'30 03'00 03'30 min
CPS *1000 ‘ B Nal
=
15, 04
10,0
5,0
.
@
=
0,0 T
T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00"00 30"00 O%KOO 01'30 02'00 02'30 03'00 03'30 min
Sample description
Study: MET
Measurement: 833 1, injectdon = 03.07.2014 08:55
Method: MET from: 22.12.2010 08:34 |

Integration NaI

Substance R/T|Type Area| %Area
s Counts %

MET 01'20| BB 466677,7| 95,51

MeJ 02'59| BB 21950,1| 4,49

Sum in ROI 488627,8

Area 52301:7,0

Ext. BKG 0,00 CPS

Chromatogramm 1 Original QK Chromatogramme [MC]-L-Methionin, Merck Hitachi L-7100 LaChrom

4.1.3 Methoden-Etablierung

Die Einstellungen wurden aus der Publikation: , 1-Minute quality control tests for positron
emission tomography radiopharmaceuticals” von Ryuji Nakao et al., erschienen im Journal of

Pharmaceutical and Biomedical Analysis 50 (2009) 245-251, (ibernommen.
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Pumpenbetrieb: isokratisch
Mobile Phase: 90% ACN / Ammoniumphosphat Puffer pH=2,1 13:87

Saule/Stationdre Phase: Waters X-Bridge RP-18, 2,5 um 3,0x50mm

Flow: 1 ml/min

Wellenldnge: 213 nm
Precursor: DL-Homocystein

Standard: L-Methionin

4.1.4 Resultate

Die Aminosdaure wurde unter einer Minute eluiert, konnte aber unter den

chromatograpischen Bedingungen nicht vom Precursor getrennt werden (siehe Abbildung 8).

Ly GINA Star station RamonaS 1 b N i N L N =
L File Edit Integration Measurement View Window Help

Eave| EeE| ~ Kl | EENE =) |
Cl (Js [ )| DR s | oo | os | oo s 7=

Y Integration cAGINA_NT\QK new column\Methionin\homocys_1_3
Ay

[=eEr=]

UV_A (215VoR) £2131nk)

g
=

00700 10"00 20700 30700 40700 50"00 01700 01'10 01'20 01'30 01740 01'50 min

Ly Integration c:AGINA NT\QK new column\Methionin\met 1 2 = <=

ran

UV_A (213 nm)= 1,6

Homoeystein

00”00 10"00 20"00 30"00 40700 50"00 01'00 01'10 01'20 01'30 01'40 01'50

16'00  Measurement Cntc-1=0,0 CPS  Cntc-2=00CPS Ch1=93mV  UV_A=98mAU UV_B=89mAU UV.C=00mAU UV_D=00 mAU

Abbildung 8 One-Minute-QK oben DL-Homocystein unten L-Methionin

4.1.4.1 Diskussion

Die Methode konnte nicht verkirzt werden, da die einzelnen radiochemischen
Verunreinigungen nicht ausreichend getrennt werden konnten. Dieser Umstand war
ebenfalls in der Publikation [18] ersichtlich, da nur die Retentionszeit des Tracers, jedoch

nicht die des Precursors angegeben wurde. Weiteres ist zu bedenken, dass die
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Qualitatskontrolle zwar auf einer HPLC Anlage der Marke Merck Hitachi L-7100 LaChrom
durchgefihrt wurde, es sich bei dem Modell jedoch nicht um das Gerat handelt, welches
ersetzt wurde. Dieses spezielle Modell besitzt einen Brechungsindex Detektor (RI) und durch
die Wahl der Saule, Merck Chromolith Speedrod RP-18c, 50x4,6mm, konnten bereits friihe
Retentionszeiten erbracht werden (siche Chromatogramm 1). Der PET-Tracer [''C]-L-
Methionin retentiert bereits bei 1 Minute 20 Sekunden und die Verunreinigung [''C]-
Methyliodid bei 2 Minuten 59 Sekunden. Die Retentionszeit der Verunreinigung kénnte durch
eine Gradientenelution verklrzt werden, jedoch ist genau dieser Ansatzpunkt bei einem Rl
Detektor nicht durchfiihrbar. Der Brechungsindex Detektor funktioniert nach dem ,,Strahl-
Ablenkungsprinzip”. [10] Die Messzelle ist durch eine schrage Trennwand zweigeteilt. Eine
Seite wird mit der Referenzlosung gefiillt, die andere mit dem Eluat durchflossen. Die
Ablenkung des Lichtstrahls andert sich, wenn die Messzelle einen anderen Brechungsindex als
die Referenzzelle aufweist. [15] Das Eluat durchlauft vor der Messzelle eine Stahlkapillare,
damit es der Detektortemperatur angeglichen wird und es ist notwendig, dass die
Referenzelle mit reiner mobiler Phase gefiillt ist. Deshalb kann ein RI Detektor nicht fiir eine
Gradientenelution verwendet werden, es sei denn, man bringe es mit groBem Aufwand
fertig, die Anderungen der Zusammensetzung in beiden Zellen zeitgleich genau aufeinander

ab zustimmen. [15]

Weiteres ist hier anzumerken, dass es sich bei der verwendeten Siule, Merck Chromolith
Speedrod RP-18c, 50x4,6mm, um eine Aminosdure-Saule handelt. Die Saule ist nicht mehr mit
winzigen Silicia Partikeln gepackt, sondern besteht aus einem einzelnen Stiick hoch reinem
Silica Gel. Damit gelingen Trennungen viermal so schnell, da sie aus hoch por&sen
monolithischen Silica Staben mit bimodaler Porenstruktur hergestellt ist. Chromolith-HPLC-
Sdulen bieten ausgezeichnete Trennungen in einem Bruchteil der Zeit einer

Standardpartikelsaule. [19]

Aus oben genannten Grinden ergibt sich, dass keine Etablierung der neuen Methode
durchgefihrt werden konnte, da die chromatographischen Bedingungen bereits optimal
genutzt werden. Die Qualitdtskontrolle wird zuklinftig unter den bestehenden Bedingungen

mit der bestehenden HPLC-Anlage durchgefiihrt.
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4.2 [11C]-PIB = 6-OH-BTA-1

4.2.1 Allgemeine Eigenschaften

HO s

|

Chemical Formula: Cy4H,N,0S

/ NH,

N
Chemical Formula: C3H;oN,0S

Tabelle 3 Strukturformel von PIB (links) und 6-OH-BTA-0 (rechts)

["'C]-PIB [2-(4-N-[**C]methylaminophenyl)-6-hydroxybenzothiazol] = 6-OH-BTA-1. PIB (steht
far "Pittsburgh-Verbindung B") ist immer noch die Standard-PET-Verbindung fiir die

Bildgebung von Alzheimer-Beta-Amyloidplaques in vivo. [20] Fir die Synthese wird der

Precursor [2-(4"-aminophenyl)-6-hydroxybenzothiazol] (6-OH-BTA-0) verwendet. [17]

4.2.2 Methoden-Transfer

Pumpenbetrieb: isokratisch

Mobile Phase: 0,1M Ammoniumformiat / 100% ACN 50:50

Saule/Stationdre Phase: Phenomenex Prodigy 5um Phenyl 3 (PH-3) 250x4,6mm

Flow: 1,5 ml/min

Wellenldnge: 340 nm

Precursor: 6-OH-BTA-0

Standard: 6-OH-BTA-1

31




4.2.2.1 Absorptionsmaximum

Wellenldnge [nm] AUC [mAU*s]
255 0,847976
260 0,870107
265 0,998974
270 0,878528
275 0,799782
280 0,794941
285 0,815340
290 0,923820
295 1,094417
300 1,284665
305 1,527266
310 1,738447
315 1,980188
320 2,198140
325 2,431335
330 2,608933
335 2,791035
340 2,838313
345 2,789754
350 2,767050
355 2,780282
360 2,701520
365 2,471356
370 2,358019

Tabelle 4 Messwerte Absorptionsmaximum PIB, c=1pg/ml

Absorptionsmaximum PIB

AUC [mAU*s]
o = N
o un = [9,] N (6, w

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Wellenldnge [nm]

Abbildung 9 grafische Darstellung des Absorptionsmaximums von PIB
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4.2.2.2 Standardgeraden

Die Standardsubstanzen wurden in DMSO gel6st und mit dem Laufmittel verdiinnt.

conc
Datum [ug/ml) 0,01 0,05 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
15.12.2014 | mw 1 0,04602 | 0,28032 | 0,61119 | 3,20449 | 7,15058 | 16,19950 | 36,19534 | 55,89499 | 72,43029
mw 2 0,04363 | 0,27718 | 0,60646 | 3,31825|7,37273 | 17,97553 | 37,30365 | 55,87503 | 72,03227
mw 3 0,04829 | 0,28820| 0,63283 | 3,33646 | 7,35520 | 18,39291 | 36,44756 | 55,65450 | 72,60106
15.12.2014 | mw 1 0,05356 0,66327 | 3,62036 | 7,36335| 17,41861 | 37,03300 | 55,83800 | 73,70538
mw 2 0,04996 0,65671 | 3,58082 | 7,39288 | 17,97103 | 36,66881 | 55,46782 | 72,28249
mw 3 0,04903 0,66875 | 3,77207 | 7,18463 | 17,91705 | 36,88507 | 54,56969 | 74,29936
16.12.2014 | mw 1 0,05124 | 0,28665| 0,59346 | 3,61973| 7,22750 | 18,13827 | 36,7655 | 55,11301 | 73,12499
mw 2 0,04724 | 0,29270| 0,59416 | 3,59830| 7,26355 | 18,17171 | 37,2893 | 55,18716 | 73,23336
mw 3 0,05122 | 0,286645 | 0,59496 | 3,48355| 7,36202 | 18,26388 | 36,17295 | 55,42381 | 73,31443
mittelwert | 0,04891 | 0,28528 | 0,62464 | 3,503780 | 7,29694 | 17,82761 | 36,75124 | 55,44711 | 73,00263
stabw 0,00302 | 0,00561 | 0,031281 | 0,182444 | 0,09149 | 0,670197 | 0,42346 | 0,43726 | 0,73228
vk (%) 6,17281 | 1,96731 | 5,00784 | 5,20707 | 1,25380 | 3,75932 | 1,15226 | 0,788603 | 1,00308
Tabelle 5 Messwerte 6-OH-BTA-0, Methoden-Transfer
80
70 A
60
— 20 V=7,34427% - 0,11222
* 2 _
5 R%=0,99991
= 40
£
s 30
]
<
10
0 1 T T T T 1
2 4 6 8 10 12
-10

Konzentration [pug/ml]

Abbildung 10 Standardgerade 6-OH-BTA-0, Methoden-Transfer
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conc
Datum [ug/ml] 0,01 0,05 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
11.12.2014 | mw 1 0,05456 | 0,30284 | 0,57480 | 4,24835 | 8,46229 | 21,00636 | 42,30291 | 65,40886 | 86,66152
mw 2 0,07709 |0,31712 | 0,60258 | 4,44462 | 8,78419 | 21,81797 | 42,73562 | 63,40502 | 88,18406
mw 3 0,08570 | 0,34407 | 0,55510 | 4,38255 | 8,82181 | 21,40050 | 42,48624 | 65,17523 | 89,02877
12.12.2014 | mw 1 0,21333 | 0,67268 | 3,94666 | 7,93622 | 19,70052 | 39,97374 | 60,08535 | 80,71858
mw 2 0,20731 | 0,68732 | 3,89915 | 7,96914 | 19,68347 | 39,72035 | 59,66956 | 81,61561
mw 3 0,22288 | 0,68373 | 3,94849 | 7,97091 | 20,06157 | 41,21097 | 60,46768 | 78,78284
15.12.2014 | mw 1 0,03392 |0,23563 | 0,62880 | 3,92808 | 8,08635 | 18,82944 | 41,82647 | 61,49879 | 80,69968
mw 2 0,03380 | 0,21480 | 0,64396 | 3,99276 | 8,13292 | 20,31444 | 41,05651 | 60,86522 | 79,80161
mw 3 0,03143 |0,21640 | 0,65589 | 3,91224 | 7,86709 | 19,93708 | 40,00455 | 60,42303 | 81,60667
mittelwert | 0,05275 | 0,25271 | 0,63387 | 4,07810 | 8,22566 | 20,30570 | 41,25748 | 61,88875 | 83,01103
stabw 0,02387 | 0,05310 | 0,04761 | 0,21777 | 0,36986 | 0,94238 | 1,15837 | 2,20895 | 3,85672
vk (%) 45,2511 | 21,0127 | 7,51129 | 5,34012 | 4,49650 | 4,64101 | 2,80766 | 3,56923 | 4,64604
Tabelle 6 Messwerte PIB, Methoden-Transfer
100
80 4
/ y =8,29632x - 0,16375
L 2 _
F 40 F R%=0,99998
D
<
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g
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-40
-60

Konzentration [pug/ml]

Abbildung 11 Standardgerade PIB, Methoden-Transfer
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4.2.3 Methoden-Etablierung

Pumpenbetrieb: isokratisch

Mobile Phase: 90% ACN / Ammoniumphosphat Puffer pH=2,1, 56:44

Siule/Stationdre Phase: Waters X-Bridge RP-18, 2,5 um 3,0x50mm

Flow: 1 ml/min

Wellenldnge: 340 nm

Precursor: 6-OH-BTA-0

Standard: 6-OH-BTA-1

4.2.4 Resultate

4.2.4.1 Werte

Retentionszeiten

6-OH-BTA-0 (Precursor)

6-OH-BTA-1 (PIB)

Methoden-Transfer

343

4°43

Methoden-Etablierung

29°-30"

4647
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4.2.4.2 Chromatogramme

A St it e~ S AR 751 e

Uy (& File Edit Integration Measurement View Window Help

SchlieBen
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=
o)

00700 20700 20700 01'00 01'20 01'20 02'00 02'20 02'10 03'00 0320 03'40 04'00 04720 04740 05'00 min
0449 Measurement UV_A=33,4 mAU

Chromatogramm 2 6-OH-BTA-0 und PIB, Methoden-Transfer
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4500 Measurement UV_A=21 mAU  Press=03 Bar

Chromatogramm 3 6-OH-BTA-0 und PIB, Methoden-Etablierung
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4.2.4.3 Standardgeraden

Die Standardsubstanzen wurden in DMSO gel6st und mit 100% ACN verdiinnt.

conc

Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
15.06.2015 mw 1 0,579385 3,297043 6,906494 17,12084 | 33,37928 | 52,86562 | 71,65962
Probe 2 mw 2 0,595492 3,268111 6,716001 16,79889 33,55026 51,77422 70,21575
mw 3 0,574327 3,235573 6,774426 16,9787 35,23059 | 50,18037 | 69,95798
Probe 1 mw 1 0,638306 3,339219 6,869451 16,59136 34,07098 51,67146 68,8885
mw 2 0,617498 3,303647 6,782919 17,26626 34,10392 51,02185 71,32435
mw 3 0,622964 3,311837 6,743093 16,62636 | 33,59028 | 51,26084 | 70,11824
Probe 3 mw 1 0,650841 3,520304 7,048959 17,68757 | 35,71242 | 54,15483 | 71,13645
mw 2 0,646675 3,410465 7,028246 17,37597 | 35,57774 | 55,50701 | 73,45336
mw 3 0,664794 3,51092 7,045603 17,32092 | 35,14259 54,0858 71,54834
mittelwert | 0,6211424 | 3,3552354 | 6,87946577 | 17,08520 | 34,48422 | 52,50244 70,9225
stabw 0,0322952 | 0,1028549 |0,13461463 | 0,368229 | 0,928875 | 1,758668 | 1,311550
vk (%) 5,199334 3,065505 1,9567600 | 2,1552509 | 2,69362 3,34968 1,84927

Tabelle 7 Messwerte 6-OH-BTA-0, Methoden-Etablierung
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Abbildung 12 Standardgerade 6-OH-BTA-0, Methoden-Etablierung
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conc
Datum [pg/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
15.06.2015 mw 1 0,539011 | 2,918371 | 6,173563 15,23694 29,65827 | 47,22533 | 61,64952
Probe 2 mw 2 0,525037 2,920544 5,956084 14,94131 29,7624 46,20268 62,42957
mw 3 0,515985 | 2,843126 | 6,099884 15,18551 31,44294 | 44,58716 | 62,41711
Probe 1 mw 1 0,558412 2,958918 6,054932 15,0462 30,04981 45,96386 61,42658
mw 2 0,538611 2,894676 6,060741 15,24923 30,31417 45,55398 63,36916
mw 3 0,567919 | 2,853282 | 6,045282 14,45347 30,54567 | 45,28261 | 63,79837
Probe 3 mw 1 0,550592 3,069381 6,292903 15,62321 31,40982 47,63434 62,17505
mw 2 0,570575 3,06626 6,108582 15,23241 31,73268 | 47,73033 | 64,97901
mw 3 0,568505 2,983387 6,234036 15,40214 31,10657 46,50235 62,3462
mittelwert | 0,54829411 | 2,9453272 | 6,11400078 | 15,1522689 | 30,669148 | 46,298071 | 62,732286
stabw 0,01988221 | 0,0825160 | 0,10378853 | 0,32641873 | 0,7777121 | 1,0823219 | 1,1245949
vk (%) 3,62619362 | 2,8015906 | 1,69755503 | 2,15425642 | 2,5358127 | 2,3377256 | 1,7926892
Tabelle 8 Messwerte PIB, Methoden-Etablierung
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Abbildung 13 Standardgerade PIB, Methoden-Etablierung
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4.2.4.4 Diskussion

Selektivitat

Die Berechnung der Selektivitdt erfolgte durch das Software Programm von der Fa. Raytest
Gina Star 4.08, allerdings ist darauf zu achten, dass ein Totzeitpunkt in die Berechnung
hineinflieRBt. Darauf wurde anfangs vergessen und deshalb wurden Anderungen der
Laufmittelzusammensetzung vorgenommen um eine Selektivitdit von 2,0 (gelb markierte
Werte in der Tabelle 9) zu erreichen. Da dies zu Lasten der Retentionszeiten ging und zudem
die Selektivitat nicht korrekt berechnet wurde, wurde ein Totzeitpunkt bei 16 Sekunden

(ersichtlich aus dem Chromatogramm) festgelegt und die korrekte Selektivitat betrug 2,1.

90% ACN(B) Puffer2,1(A) [mFll/On\::n] Rt Prec Rt PIB Druck [bar] Selektivitat
0,30 0,7 1 1'50 503 273 2,8
0,40 0,6 1 56" 2°03 260 2,2
0,41 0,59 1 53"57" 1'53-1'58 258 2,1
0,42 0,58 1 51" 1'47 256 2,1
0,43 0,57 1 49" 1°40 255 2,0
0,44 0,56 1 47°-50" 1°33-1'36 254 1,9-2,0
0,45 0,55 1 47" 129 252 1,9
0,46 0,54 1 437-45" 1°22-1°24 250 1,9
0,47 0,53 1 43" 118 249 1,8
0,48 0,52 1 41" 1'14 247 1,8
0,49 0,51 1 40" 1'10 244 1,8
0,50 0,50 1 36°-39" 1'04-1°07 243 1,7-1,8
0,51 0,49 1 36" 1°00 240 1,7
0,52 0,48 1 35" 59" 239 1,7
0,53 0,47 1 34" 56" 236 1,6
0,54 0,46 1 33" 53" 236 1,6
0,55 0,45 1 33" 52" 234 1,6
0,56 0,44 1 327 50" 232 1,5

Tabelle 9 Versuche zur Findung der Laufmittelzusammensetzung fiir PIB

Die Einstellungen (rot markiert in der Tabelle 9) fiir den Tracer [*'C]-PIB konnten somit, ohne

Anderungen, aus der Publikation [18] fiir die Methoden-Etablierung adaptiert werden.
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Realbedingungen

Im Anschluss an die Findung der Laufmittelzusammensetzung musste auch die
Storungsfreiheit unter Realbedingungen getestet werden. Der PET-Tracer [*'C]-PIB wurde
deshalb nach erfolgter Radiosynthese bei einer Wellenldnge von 340nm unter den oben
genannten Bedingungen vermessen. Da bei dieser Wellenlange kein Rauschen oder
zusatzliche Storsignale auftraten, wurde das publizierte Set-up fiir die Methoden-Etablierung

gewahlt.
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4.3 [11C]-Harmin

4.3.1 Allgemeine Eigenschaften

p———

\

e N

% H
Chemical Formula: C3H;,N,0O

/

N

\ _/

N
HO H

Chemical Formula: C1,H;oN2O

N

Tabelle 10 Strukturformeln von Harmin (links) und Harmol (rechts)

["'C]-Harmin (7-["'C]methoxy-1-methyl-9H-[3,4-b]indol) ist ein selektiver und reversibler
Monoaminooxidase-A (MAO-A)-Inhibitor, welcher mit hoher Affinitat im Gehirn bindet. [21]
MAOQ-A ist ein Enzym, welches bevorzugt den Abbau (Oxidierung) der Neurotransmitter
Serotonin, Noradrenalin und Adrenalin katalysiert, und ist daher ein attraktives Ziel fir
Studien von psychiatrischen und neurologischen Erkrankungen, da eine stark erh6hte MAO-A
im Gehirn mit schweren Depressionen assoziiert ist. Deshalb wird fir die Behandlung der
Depressionen und Angststéorungen das Neurotransmitter-abbauende Enzym (MAO-A)

gehemmt. [21] Fir die Synthese wird der Precursor Harmol (7-hydroxy-1-methyl-9H-

pyrido[3,4-blindol) verwendet. [17]

4.3.2 Methoden-Transfer

Pumpenbetrieb: isokratisch

Mobile Phase: 0,1M Ammoniumformiat (pH=4 mittels HCl eingestellt)/ 100% ACN 75:25

Saule/Stationdre Phase: Phenomenex Prodigy 10um Phenyl 3 (PH-3) 250x4,6mm

Flow: 1,5 ml/min

Wellenldnge: 246 nm

Precursor: Harmol

Standard: Harmin




4.3.2.1 Absorptionsmaxima

Rt [min] 05°04 02'35
AUC AUC
Wellenlange [nm] Harmin Harmol
235 8,419019 10,9454
240 11,09518 15,05289
244 13,13106 17,29567
245 13,28836 18,06673
246 13,69725 18,75473
247 13,45977 18,43979
248 13,25398 19,26431
250 12,78456 18,23815
254 10,52781 15,56322
255 9,933269 15,04177
260 7,617686 11,38239
265 4,772456 7,41793
270 1,83908 3,096514
275 0,740421 1,13045
280 0,584009 0,766018

Tabelle 11 Messwerte der Absorptionsmaxima Harmin und Harmol, c=1pg/ml
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Abbildung 14 grafische Darstellung der Absorptionsmaxima Harmin und Harmol
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4.3.2.2 Standardgeraden

Die Standardsubstanzen wurden in DMSO gel6st und mit dem Laufmittel verdiinnt.

conc
Datum lug/ml] | 0,01 0,05 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
20.12.2014 | mw 1 0,60609 | 1,028198 | 6,75739 | 14,29534 | 35,5913 | 72,1664 | 110,25 | 147,366
mw 2 0,059783 | 0,59854 | 1,003569 | 6,82239 | 14,27209 | 35,7753 | 72,9253 | 110,583 | 146,757
mw 3 0,041917 | 0,61111 | 0,963764 | 6,76834 | 14,23088 | 35,6159 | 72,8957 | 110,403 | 147,588
21.12.2014 | mw1 0,089195 | 0,49973 | 1,145248 | 7,18776 | 14,47414 | 35,8344 | 73,3778 | 110,146 | 147,273
mw 2 0,079215 | 0,50744 | 1,153001 | 7,22243 | 14,61192 | 36,0925 | 71,333 | 110,048 | 147,149
mw 3 0,072417 | 0,53447 | 1,164311 | 7,03865 | 14,56122 | 36,0783 | 73,1065 | 110,91 | 147,713
21.12.2014 | mw 1 0,186631 | 0,59159 | 1,339582 | 7,41759 | 14,68373 | 36,4201 | 73,2119 | 111,299 | 147,67
mw 2 0,183493 | 0,59805 | 1,342741 | 7,55757 | 14,70366 | 36,2101 | 74,4501 | 111,834 | 148,467
mw 3 0,149455 | 0,60325 | 1,321127 14,62517 | 36,4642 | 73,8659 | 110,628 | 148,478
mittelwert | 0,107763 | 0,57225 | 1,162393 | 7,09652 | 14,49535 | 36,009 | 73,0369 | 110,678 | 147,607
stabw 0,056997 | 0,04505 | 0,14671 | 0,30262 | 0,185035 | 0,3245 | 0,90344 | 0,58367 | 0,57189
vk (%) 52,89058 | 7,87215 | 12,62137 | 4,2643 | 1,276514 | 0,9012 | 1,23696 | 0,52736 | 0,38744

Tabelle 12 Messwerte Harmol, Methoden-Transfer

Harmol
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Abbildung 15 Standardgerade Harmol, Methoden-Transfer
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conc
Datum [ug/ml] 0,01 0,05 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
19.12.2014 |mw 1 0,6388 |1,2496 |6,7963 | 14,2924 | 33,6262 | 73,2772 | 108,2664 | 145,642
mw 2 0,4863 |1,2361 |6,7587 | 14,5149 | 35,176 73,51067 | 108,7938 | 144,942
mw 3 0,5436 |1,2019 |6,7927 | 14,4241 | 35,1214 | 72,78361 | 108,6553 | 146,9887
19.12.2014 |mw 1 0,16215 | 0,4744 |1,0711 |6,7303 | 14,5236 | 36,2343 | 70,36177 | 102,4128 | 146,951
mw 2 0,15442 | 0,5827 |1,0316 |6,8021| 14,570 | 36,2427 | 73,68205 | 108,5578 | 145,881
mw 3 0,4930 |1,1744 |6,7466 | 14,464 |35,897 |74,18684 | 110,1837 | 146,854
20.12.2014 | mw1 0,14638 | 0,6105 |1,2040 |6,7377| 13,875 | 36,642 73,44612 | 109,1862 | 147,578
mw 2 0,6634 |1,2194 |6,9454 | 13,4804 | 36,521 | 72,68555 | 109,4769 | 145,758
mw 3 0,6476 |1,2240 |6,7036 | 13,684 | 36,605 72,02987 | 110,9907 | 147,046
mittelwert | 0,15431 | 0,5711 | 1,1791 |6,7793 | 14,203 | 35,7852 | 72,88485 | 108,5026 | 146,4043
stabw 0,00788 | 0,0742 | 0,0762 |0,0707 | 0,4122 | 0,99025 | 1,136783 | 2,441463 | 0,869264
vk (%) 5,10842 | 12,9903 | 6,4622 |1,0423|2,9019 |2,76720 | 1,559698 | 2,250142 | 0,593742
Tabelle 13 Messwerte Harmin, Methoden-Transfer
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Abbildung 16 Standardgerade Harmin, Methoden-Transfer
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4.3.3 Methoden-Etablierung

Bei einem schnellen Screening wurde festgestellt, dass das Laufmittel aus 90% ACN und
Ammoniumpuffer pH=9,3 bestehen soll und im nachsten Schritt wurde dessen optimale
Zusammensetzung ermittelt. In Tabelle 14 sind die verschiedenen Mischungen und die daraus
resultierenden Retentionszeiten aufgelistet. Ein Original QK-Sample konnte anschlieBend die
Methode mit dem Verhéltnis 90% ACN / Puffer pH=9,3 44:56 bestatigen, da keine weiteren

Storsignale im Bereich der Retentionszeit des Precursors auftraten.

90% ACN (B) Puffer9,3(D) Flow [ml/min] Rt Harmol Rt Harmin Druck [bar] Selektivitat
0,36 0,64 1 36" 1°28 263 2,4
0,41 0,59 1 28-30" 58"-1'00 256 2,1
0,42 0,58 1 287-29" 55756 254 2
0,43 0,57 1 28" 52" 253 1,9
0,44 0,56 1 27" 50" 252 1,9
0,52 0,48 1 23" 35" 237 1,5
0,68 0,32 1 20" 26" 1,3

Tabelle 14 Versuche zur Findung der LM-Zusammensetzung fiir den Tracer Harmin bei c=1pg/ml

Pumpenbetrieb: isokratisch

Mobile Phase: 90% ACN / 50mM Ammoniumphosphatpuffer pH=9,3, 44:56

Saule/Stationdre Phase: Waters X-Bridge RP-18, 2,5 um 3,0x50mm

Flow: 1,0 ml/min

Wellenldnge: 246 nm

Precursor: Harmol

Standard: Harmin

4.3.4 Resultate

4.3.4.1 Werte
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Retentionszeiten Harmol Harmin

Methoden-Transfer 234 501

Methoden-Etablierung 28" 50"

4.3.4.2 Chromatogramme
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Chromatogramm 4 Harmol und Harmin, Methoden-Transfer
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Chromatogramm 5 Harmol und Harmin, Methoden-Etablierung
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4.3.4.3 Standardgeraden

Die Standardsubstanzen wurden in DSMO gel6st und mit dem Laufmittel verdiinnt. Um eine

homogene L6sung zu erhalten, empfiehlt es sich mindestens 15 Minuten zu warten.

conc

Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
09.06.2015 mw 1 0,960302 5,235326 10,13026 25,94507 53,33243 77,757 105,5637
mw 2 1,01157 5,789769 10,14429 25,54895 | 52,35355 78,018 105,3721
mw 3 1,027958 5,61713 10,22462 26,91126 53,05567 78,6917 106,6724

11.06.2015 mw 1 0,9764149 5,188918 10,63918 25,65741 51,2393 77,9418 104,5182

mw 2 0,952584 4,892862 10,68629 25,31095 53,84255 77,497 103,8491
mw 3 0,917459 5,020022 10,49945 26,08871 51,88094 79,185 104,5045
12.06.2015 mw 1 0,912599 5,016077 10,66016 25,42756 | 52,24149 | 79,3313 107,2528
mw 2 0,9607 5,497259 10,65577 26,36921 53,9628 79,2652 105,3875
mw 3 0,929189 5,501223 10,69693 26,55505 51,95686 | 79,3692 106,4927

mittelwert | 0,956494575 | 5,305914 10,53690 | 26,311043 | 53,05115 | 79,12638 | 106,08526

stabw 0,035090377 | 0,270523 0,546780 | 0,9030640 | 1,1436369 | 1,380412 | 1,5867230

vk (%) 3,668643557 | 5,098518 5,189196 | 3,4322624 | 2,155725 | 1,744566 | 1,495706

Tabelle 15 Messwerte Harmol, Methoden-Etablierung
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Abbildung 17 Standardgerade Harmol, Methoden-Etablierung
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conc
Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
09.06.2015 mw 1 1,050373 | 5,036926 11,73457 25,2045 51,15149 | 80,59844 | 102,2262
mw 2 1,1512 4,963265 10,01413 25,17661 51,29958 | 78,34121 | 104,1683
mw 3 1,052803 | 5,727386 10,1053 26,74402 52,68564 | 79,51772 107,2681
11.06.2015 mw 1 0,95157 5,64166 10,04935 26,39604 54,2024 | 76,13933 | 108,5275
mw 2 0,955835 | 5,738932 11,08177 26,50615 55,1869 77,08018 108,7103
mw 3 0,956532 | 5,468453 11,08813 26,85093 53,36229 | 81,07579 | 108,9016
12.06.2015 mw 1 0,955835 5,36113 10,91296 27,55441 54,04322 80,5076 112,1452
mw 2 1,01349 5,43172 11,26538 27,29951 53,5118 80,58673 110,0908
mw 3 0,978665 | 5,420935 11,2128 27,05456 55,61713 | 80,55862 | 108,9806
mittelwert | 1,002279 | 5,3839694 | 10,9048492 | 26,8067517 | 53,641559 | 80,169078 | 107,982367
stabw | 0,0584939 | 0,2622461 | 0,55031601 | 0,94955646 | 1,5012951 | 2,1666789 | 2,79767381
vk (%) 5,8360904 | 4,8708684 | 5,04652567 | 3,54222872 | 2,7987537 | 2,7026367 | 2,59086172

Tabelle 16 Messwerte Harmin, Methoden-Etablierung
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Abbildung 18 Standardgerade Harmin, Methoden-Etablierung
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4.3.4.4 Diskussion

Wellenldnge

Da fiir die Berechnung der spezifischen Aktivitdt die Menge des nicht-radioaktiven Tracers
ausschlaggebend ist, wurde das Maximum von Harmin fiir die Erstellung der

Standardgeraden gewahlt.

Flowgradient

Um die Methode zu optimieren, wurde ein Flowgradient generiert, was in diesem Fall
bedeutet, dass mit einem Initialflow von 1,5 ml/min gestartet wurde und ab Sekunde 36 der
Flow 1 ml/min betrdgt. Da auch hier keine Storpeaks im Bereich der Retentionszeit des
Precursors zu sehen waren, und zusatzlich eine erhebliche Verbesserung der
Retentionszeiten resultierte (siehe Chromatogramm 6), wurden zunidchst die neuen

Standardgeraden unter den verdanderten Bedingungen angefertigt.
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Chromatogramm 6 Harmol und Harmin mit Flowgradient
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Es wurde aber festgestellt, dass es, bei der Erstellung der Standardgeraden mit dem
Flowgradienten, zu groRen Variationskoeffizienten — sprich Schwankungen der Harmol Werte
(siehe vk in Tabelle 17) kam, und deshalb wurde der Flowgradient eliminiert. Die
Schwankungen konnten so erklart werden, dass es mit steigender Konzentration zu
Uberlappungen des Harmol Peaks mit dem ,Totzeit“-Peak kam, und deshalb ein eindeutiges

und reproduzierbares Integral nicht mehr moglich war.

conc

Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
27.05.2015 | mw 1 1,7161 | 9,54069 18,11476 | 45,0391 | 85,2796 | 131,802 | 185,96
Harmol mw 2 1,6101 | 8,245136 20,12674 45,583 | 100,94 | 129,854 | 218,05
mw 3 1,6101 | 8,245136 20,12674 45,583 | 100,94 | 129,854 | 218,05
mw 4 43,8023 103,187 | 184,22

mw 5 127,558

mittelwert 1,6455 | 8,676987 19,45608 | 45,0018 95,72 | 124,451 | 201,57

stabw 0,0612 | 0,747988 | 1,1616172 | 0,83978 | 9,04167 | 11,9815| 19,038

vk (%) 3,7172 8,62037 5,9704586 1,8661 | 9,44596 | 9,62747 | 9,4447
Tabelle 17 Messwerte Harmol mit Flowgradient

conc

Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
27.05.205 mw 1 2,5957 | 13,77684 31,74271 79,16 122,31 | 208,316 | 291,34
Harmol mw 2 2,2263 | 14,39466 30,99951 | 74,9207 | 132,586 | 216,115| 292,62

mw 3 2,0254 | 14,20924 | 31,69394 | 72,8788 | 131,411| 212,69 | 275,81

mittelwert 2,2825 | 14,12691 31,47872 | 75,6532 | 128,769 | 212,373 | 286,59

stabw 0,2893 | 0,317031 | 0,4157238 3,204 | 5,62456 3,9094 | 9,3582

vk (%) 12,674 | 2,244163 | 1,3206503 | 4,23511 | 4,36795| 1,84081| 3,2653
Tabelle 18 Messwerte Harmol ohne Flowgradient

Verdinnungsmedium

Die Standardgeraden wurden unter ,Realbedingungen”, d.h. die Standards in der

Formulierungslésung verdiinnt, angefertigt.

In der folgenden Tabelle kann man erkennen, dass, obwohl Harmol und Harmin in der
gleichen Losung vorlag, die Variationskoeffizienten unterschiedlich sind. Dies lasst
moglicherweise auf ein Loslichkeitsproblem des in DMSO gelésten Harmins mit der
Formulierungslosung schlieBen, deshalb wurde als nachster Schritt Wasser als

Verdiinnungsmedium gewahlt.
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Harmol
conc
Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
1.6.15vm mw 1 1,477432 | 9,452871 | 23,10431 70,41964 147,4947 248,2361 298,5413
mw 2 1,776437 | 7,701619 28,97654 61,71304 152,3447 246,9644 297,7507
mw 3 1,849214 | 10,3104 30,90974 58,31453 167,0152 229,0733 324,4299
1.6.15 nm mw 1 2,501249 | 16,50892 32,41395 78,02707 157,0992 238,844 299,1648
mw 2 2,526649 | 15,44871 | 28,88603 69,62072 159,3065 230,3035 317,6554
mw 3 2,491232 | 15,86588 | 30,19263 70,88223 150,3193 235,4992 297,2807
mittelwert | 2,1037022 | 12,548067 | 29,080533 | 68,162872 155,5966 | 238,15342 | 305,8038
stabw 0,4585167 | 3,8258442 | 3,2080622 | 7,0782174 | 7,07772736 | 8,1349298 | 12,0142241
vk (%) 21,795705 | 30,489511 | 11,031648 | 10,384271 4,54876737 | 3,4158358 | 3,92873604
Harmin
conc
Datum [pg/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
1.6.15vm mw 1 1,057806 | 7,027427 | 17,72152 53,77105 113,0333 191,177 230,4205
mw 2 1,354488 | 5,937308 21,99244 47,08517 116,5429 189,7229 229,3625
mw 3 1,403701 | 7,76099 23,72546 44,23855 127,8497 175,5051 251,0929
1.6.15 nm mw 1 2,231673 | 14,65797 | 29,53446 47,0637 149,9427 226,4624 285,6788
mw 2 2,320373 | 14,69616 | 27,27853 66,12053 151,3345 222,0635 304,3918
mw 3 2,275864 | 14,65631 | 28,47637 67,4066 142,9854 224,9884 292,438
mittelwert | 1,7739842 | 10,789361 | 24,78813 | 54,280933 133,61475 | 204,98655 | 265,564083
stabw 0,5631875 | 4,2906434 | 4,4992218 | 10,172867 | 16,8325905 | 22,116722 | 32,8312109
vk(%) 31,747044 | 39,767355 | 18,150711 | 18,741142 | 12,5978536 | 10,789353 | 12,3628205

Tabelle 19 Messwerte Harmol und Harmin mit Formulierungslésung verdiinnt - Léslichkeitsproblem

In den folgenden Tabellen kann man erkennen, dass, obwohl Harmol und Harmin in der
gleichen Losung vorlag, die Variationskoeffizienten und R*>-Werte unterschiedlich sind. Dies
Iasst ebenfalls moglicherweise auf ein Loslichkeitsproblem des in DMSO geldsten Harmins mit
Wasser schlieRen, deshalb wurde als nachster Schritt 100% ACN, als ein lipophiles

Verdiinnungsmedium gewdahlt. Die Konsequenzen fir die Wahl von 100% ACN als

Verdiinnungslosung sind im nachfolgenden Chromatogramm 7 abgebildet.

Datum conc [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
08.06.2015 mw 1 1,164134 7,062356 14,10359 31,16098 62,04027 94,0469 120,094
Harmol mw 2 1,1524 6,665631 14,53927 33,66374 65,87608 97,6018 126,6513
mw 3 1,07702 7,102239 13,6943 33,60906 66,27364 96,5147 125,8201
mw 4 1,176606 7,289243 13,86074 33,5467 64,5148 94,9734 124,0678
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mittelwert 1,14254 | 7,02986725 | 14,049475 32,99512 | 64,6761975 95,7842 124,1583

stabw 0,0447842 | 0,26219396 | 0,36724095 | 1,22369455 | 1,91186676 | 1,582499 | 2,9156676

vk (%) 3,9197083 | 3,72971421 | 2,6139123 | 3,70871375 | 2,95605931 | 1,65215 | 2,3483469

Tabelle 20 Messwerte Harmol in DMSO geldst und mit Wasser verdiinnt - R’=0,9994
conc
Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10

08.06.2015 | mw 1 1,324433 | 8,353372 16,75678 |  33,54152 69,46667 | 104,3231| 122,8325

Harmin mw 2 1,398623 | 8,374554 19,39186 | 41,41837 78,27903 | 103,9306 | 132,2117

mw 3 1,265709 8,745583 16,71993 42,00025 78,20534 108,8815 135,6846

mw 4 1,290576 | 8,725874 17,0277 38,2285 70,59128 | 106,6887 | 127,6284

mittelwert 1,3198353 | 8,54984575 | 17,4740675 38,79716 74,13558 105,956 129,5893

stabw 0,0577766 | 0,21496368 | 1,28587153 | 3,87623758 4,7641686 2,299566 | 5,5835813

vk (%) 4,3775609 | 2,51424042 7,3587419 | 9,99103435 | 6,42629167 2,170303 | 4,3086746

Tabelle 21 Messwerte Harmin in DMSO gel6st und mit Wasser verdiinnt - Rz=0,9942

Das Chromatogramm 7 zeigt, dass bei einer hohen Konzentration von c=10pg/ml der DMSO-
Peak, in welchem die Substanz vorgelost wurde, den Harmol Peak stort und somit konnte

Harmol nicht eindeutig quantifiziert werden.

Als letzte Moglichkeit wurden die vorgelosten Substanzen mit Laufmittel verdinnt und

erzielten eine gute Reproduzierbarkeit (siehe Tabelle 15 und Tabelle 16).

Le GINA Star station Ramonas - Integration c\GINA NT\QK new column\QK Harmin\mé 12615 acn 3] | — e A W

Ly (& File  Edit Integration Measurement View Window Help
Eavg EeE - e || BfEEREOS |
8] INEA E ) frea] =

a0 UVA (246 nm)- 1,9

- W o= | 6 o

00700

05"00
1600 Measurement UV A=67 mAU  Press=04 Bar

10700 15"00 20700 25"00 30700 35700 40700 25700 50700 55700 01700 01'05 01'10 01'15 01720 01'25 min

Chromatogramm 7 Harmol und Harmin in DMSO geldst und mit 100% ACN verdiinnt c=10pug/ml
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4.4 [11C]-(+)-PHNO

4.4.1 Allgemeine Eigenschaften

HO/CO\N};‘/V & -
"

HO Y NH, Cl

Ol
Ol

a

Chemical Formula: C;sH,;CINO, Chemical Formula: C,H;4CINO,

Tabelle 22 Strukturformeln von (+)-PHNO (links) und (+)-HNO (rechts)

[*C]-(+)-PHNO [(+)-4-Propyl-3,4,4a,5,6,10b-hexahydro-2H-naphtho[1,2-b][1,4]oxazin-9-ol
hydrochlorid (1:1)] wird als hochaffiner agonistisch wirkender Dopamin D2/3 Rezeptorligand
in klinischen PET-Studien verwendet. [17, 22] Im Gegensatz zu den mehr allgemein
verwendeten Antagonisten, konnte (+)-PHNO wichtige Informationen von Dopamin-D2-
Rezeptoren bereitstellen und somit Erkrankungen wie Schizophrenie, Bewegungsstérungen
und Suchterkrankungen mittels in-vivo-Bildgebung untersuchen. [23] Die Synthese erfolgt
mittels des Precursors (+)-HNO [3,4,4a,5,6,10b-hexahydro-, 2H-naphtho[1,2-b]-1,4-oxazin-9-
ol, hydrochlorid (1:1)]. [17]

4.4.2 Methoden-Transfer

Pumpenbetrieb: isokratisch
Mobile Phase: 25mM Phosphatpuffer (pH=7 mit 10%HCI eingestellt)/100% ACN 60:40

S&ule/Stationdre Phase: Lichrospher LiChrocart RP-18, 250x4.6mm

Flow: 1,5 ml/min

Wellenldnge: 280 nm

Precursor: (+)-HNO

Standard: (+)-PHNO
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4.4.2.1 Absorptionsmaxima

Rt [min] 5'10 147
Wellenldnge [nm] (+)-PHNO (+)-HNO

250 r 0,036077
255 0,030005 0,048570
260 0,032800 0,083262
265 0,091428 0,168610
270 0,165484 0,256274
275 0,231200 0,372863
279 0,277770 0,477366
280 0,724178 0,9387203
281 0,326314 0,47822
285 0,270903 0,436991
290 0,196598 0,341189
295 0,060558 0,123207
300 0,032800 0,024486
305 Rauschen

310 Rauschen

315 Rauschen

320 Rauschen

325 Rauschen

330 Rauschen

335 Rauschen

340 Rauschen

345 Rauschen

350 Rauschen

Tabelle 23 Messwerte Absorptionsmaxima (+)-PHNO und (+)-HNO, c=1pg/ml

Absorptionsmaxima

1
_.08
(7]
5
206
E
© 014
o
<02

0

250 260 270 280 290 300
Wellenldnge [nm]

——(+)-PHNO
—m—(+)-HNO

Abbildung 19 grafische Darstellung der Absorptionsmaxima (+)-HNO und (+)-PHNO
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4.4.2.2 Standardgeraden

Die Standardsubstanzen wurden in DMSO gel6st und mit dem Laufmittel verdiinnt.

conc
Datum [ug/ml] 0,05 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
23.12.2014 | mw 1 0,04470 |0,08197 |0,39233 0,77633 | 1,96602 | 4,10637 | 6,21004 | 8,18963
mw 2 0,04523 ]0,07898 |0,386781 |0,79135|1,97596 | 4,08248 |6,14257 | 8,22999
mw 3 0,03610 |0,07101 |0,382245 |0,78265|1,95426 |4,10601 | 6,14787 |8,17322
23.12.2014 | mw 1 0,03967 |0,07691 |0,377403 |0,79458 | 1,98321 | 4,00261 | 6,01936 | 8,1050
mw 2 0,04079 |0,06889 |0,395179 |0,79410|2,00059 |4,03329 |6,0439 | 38,0820
mw 3 0,03927 |0,06565 |0,377389 |0,80385|1,97435 | 4,01473 | 6,01336 | 8,15363
23.12.2014 | mw 1 0,370312 |0,79791|1,95712 | 4,00851 | 6,06913 | 8,14887
mw 2 0,350344 |0,78732|1,97727 |3,99840 | 6,0622 |8,17963
mw 3 0,399685 |0,77950|1,93695 | 3,98656 |6,03726 | 8,06606
mittelwert | 0,04096 |0,073903 | 0,381296 |0,78973 | 1,96953 | 4,03766 | 6,08285 | 8,14756
stabw 0,00348 | 0,00635 |0,0149670 | 0,00903 | 0,01850 | 0,04767 | 0,06805 | 0,05367
vk (%) 8,48689 |8,58997 |3,925987 |1,14299 |0,93925 |1,18054 |1,11870 | 0,65868

Tabelle 24 Messwerte (+)-HNO, Methoden-Transfer

(+)-HNO

10

Area [mAU*s]
o

Konzentration [ug/ml]

Abbildung 20 Standardgerade (+)-HNO, Methoden-Transfer
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conc

Datum [ug/ml] 0,05 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
22.12.2014 | mw 1 0,281942 |0,723334 |1,735526 | 3,505903 | 5,470409 | 7,261924
mw 2 0,299915 0,719929 1,71802 | 3,597422 | 5,389365 7,233202
mw 3 0,277845 |0,729271 |1,670122 | 3,588778 | 5,405045 |7,21674
23.12.2014 | mw 1 0,01861 | 0,041054 | 0,316258 0,684206 1,725123 | 3,619806 | 5,474714 7,248741
mw 2 0,056362 | 0,325698 | 0,684981 | 1,698903 | 3,560543 | 5,471524 | 7,286207
mw 3 0,02239 | 0,061415 | 0,299108 0,661623 1,714909 | 3,549767 | 5,450451 7,264006
23.12.2014 | mw 1 0,01972 | 0,05031 | 0,329351 0,681019 1,714551 | 3,484962 | 5,299586 7,193828
mw 2 0,02677 | 0,052247 | 0,322473 | 0,690528 | 1,726735 | 3,542082 | 5,360603 | 7,101574
mw 3 0,01646 | 0,052696 | 0,305867 0,688058 1,721168 | 3,519946 | 5,268403 7,194978
mittelwert | 0,02079 | 0,052347 | 0,3064952 | 0,695883 1,713895 | 3,552134 | 5,3989 7,222356
stabw 0,00397 | 0,006785 | 0,0185866 | 0,022876 0,019271 | 0,044492 | 0,0768774 | 0,055198
vk (%) 19,0768 | 12,96096 | 6,0642401 | 3,287268 |1,124411 | 1,252534 | 1,4239464 | 0,764262
Tabelle 25 Messwerte (+)-PHNO, Methoden-Transfer
(+)-PHNO
25
20
w ‘}/Q
2
£ T T )
g 8 10 12

y =0,72457x - 0,04339

R2 =

0,99989

Konzentration [pug/ml]

Abbildung 21 Standardgerade (+)-PHNO, Methoden-Transfer
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4.4.3 Methoden-Etablierung

Mobile Phase: 33% A:20% B :14% C:33% D

A: Ammoniumphosphatpuffer pH=2,1

B: 90% ACN (V%/V%)

C: 100% Aqua destillata

D: Ammoniumphosphatpuffer pH=9,3

Saule/Stationdre Phase: Waters X-Bridge RP-18, 2,5 um 3,0x50mm

Flow: Initialflow von 1,6 ml/min ab Sekunde 30 ein Flow von 1,0 ml/min

Wellenldnge: 280 nm

Precursor: (+)-HNO

Standard: (+)-PHNO

4.4.4 Resultate

4.4.4.1 Werte

Retentionszeiten (+)-HNO (+)-PHNO
Methoden-Transfer 1°48 515
Methoden-Etablierung 25 101
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4.4.4.2 Chromatogramme

e GINA Star siation Ramen - Inegraton c\GINANTWHNOWHNOV 2t4min s ) e e

L, L File Edit Integration Measurement View Window Help [-]=]x

A (280 nm= 0,0

00"00 20700 40m00 01°00 01'20 01'40 02'00 0220 02'40 0300 03'20 03'40 04'00 0420 0440 05'00 05'20 05'40 min
0300 Measurement Cnt c-1=0,0€PS_ Cntc-2=00CPS Chi=02mY¥ UV A=-11mAU UV E=-28mAU UV_C=00mAU _UV_D=00 mAU

Chromatogramm 8 (+)-HNO und (+)-PHNO, Methoden-Transfer

Oy o i e e O S

L L File Edit Integration Measurement View Window Help BER

VA (280 nm)= 0,2

00700 05700 10700 15700 20"00 25700 30700 35700 40700 45700 50700 55700 01'00 01705 01'10 01'15 01720 01125 01'30  min
2600 Measurement Cnt c-1=0,0 CPS  Cnt c-2=00 CPS  Ch1=9,3 mV. UV_A=374 mAU UV B=361 mAU UV_C=00mAU  UV_D=0,0 mAU Speakers: Ton aus |

Chromatogramm 9 (+)-HNO und (+)-PHNO, Methoden-Etablierung
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4.4.4.3 Standardgeraden

Der Standard wurde in DMSO geldst und mittels Aqua destillata verdiinnt.

conc

Datum [pg/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
08.06.2015 mw 1 0,039196 0,149312 0,315569 | 0,775327 | 1,541162 | 2,414997 | 3,149084
Probe a mw 2 0,022471 0,150156 0,31112 0,787584 1,593367 2,36159 3,090326
mw 3 0,027704 0,15232 0,301588 | 0,797113 | 1,595958 | 2,426211 | 3,125342
Probe b mw 1 0,031648 0,14956 0,300143 0,743035 1,520216 | 2,251228 2,999423
mw 2 0,029361 0,152359 0,301598 0,73754 1,473463 | 2,299196 | 3,038541
mw 3 0,026 0,150275 0,296474 0,74086 1,515891 | 2,289263 | 3,035833
Probe ¢ mw 1 0,02922 0,159109 0,324553 0,791693 1,561026 | 2,432374 3,22661
mw 2 0,02895 0,153697 0,307477 0,798456 1,641397 2,46007 3,300289
mw 3 0,028574 0,1472 0,3148 0,788355 1,626613 2,451501 3,18022
mittelwert | 0,029236 | 0,15155422 | 0,30814689 | 0,77332922 | 1,5632326 | 2,37627 3,1272964
stabw 0,00452961 | 0,00343612 | 0,0091106 | 0,0255443 | 0,055619 | 0,0784102 | 0,0981265
Vk (%) 15,4932748 | 2,26725516 | 2,95658038 | 3,3031547 | 3,5579633 | 3,2997188 | 3,1377436
Tabelle 26 Messwerte (+)-HNO, Methoden-Etablierung
(+)-HNO
20
15 +F
10
>
*
D
<
E .
8 12
£
<
-10 y=0,31456x-0,00547
R2=0,99991
-15 &
-20

Konzentration [pug/ml]

Abbildung 22 Standardgerade (+)-HNO, Methoden-Etablierung
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conc
Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
08.06.2015 mw 1 0,055861 | 0,217748 0,453657 1,138616 | 2,16397 | 3,360355 | 4,348888
Probe a mw 2 0,033436 0,226307 0,425049 1,098281 2,237846 3,314775 4,446077
mw 3 0,040799 | 0,219089 0,430457 1,135049 | 2,263059 | 3,374241 | 4,431609
Probe b mw 1 0,057805 0,21767 0,447214 1,089219 2,205912 3,286386 4,402333
mw 2 0,043625 0,219768 0,426201 1,081558 2,192537 3,274437 4,302136
mw 3 0,03494 0,223863 0,430876 1,087256 | 2,224241 | 3,355861 | 4,348401
Probe c mw 1 0,042319 0,216214 0,464225 1,122848 2,253519 3,468362 4,5512
mw 2 0,04069 0,217732 0,419974 1,143312 | 2,263921 | 3,502369 | 4,553336
mw 3 0,042244 0,217859 0,442761 1,119451 2,300022 3,427883 4,531986
mittelwert | 0,0435243 | 0,2195833 | 0,43782378 | 1,1128433 | 2,2338919 | 3,3738521 | 4,43510733
stabw 0,0082928 | 0,00332762 | 0,01491521 | 0,024065 | 0,0418357 | 0,07897614 | 0,09399526
vk (%) 19,0531613 | 1,5154224 | 3,40666922 | 2,1624966 | 1,8727735 | 2,3408298 | 2,1193457
Tabelle 27 Messwerte (+)-PHNO, Methoden-Etablierung
(+)-PHNO
25
20 =
15
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>
*
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<
E O T )
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<
-10 y = 0,44598x - 0,00091
-15 R2= 0,99991
-20
-25

Konzentration [pug/ml]

Abbildung 23 Standardgerade (+)-PHNO, Methoden-Etablierung
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4.4.4.4 Diskussion

Laufmittelzusammensetzung

Bei einem schnellen Screening der vier Laufmitteln wurde ermittelt, dass bei Verwendung
von 90% ACN und dem Ammoniumphosphatpuffer pH=9,3 eine friihe Retentionszeit erreicht
wird. Im nachsten Schritt wurde das Mischungsverhaltnis beider Laufmittel eruiert. Da das
DMSO, in welchem die Standardsubstanz zunachst gelost war, die Analyse stérte, wurde die
Standardsubstanz in 50% ACN(100%) und 50% Wasser gelost. Mit der Zusammensetzung von
49% ACN(90%) und 51% Puffer pH=9,3 konnte schlussendlich eine Retentionszeit des

Precursors bei 21 Sekunden und des Tracers bei 41 Sekunden erreicht werden.

90% ACN (B) Puffer9,3 (D) Flow [ml/min] Rt (+)-HNO Rt (+)-PHNO Druck [bar] Selektivitat
0,3 0,7 1 28" 217 268 4,9
0,4 0,6 1 22" 1°02 257 2,8
0,45 0,55 1 20°-21" 47-48" 249 2,3-2,4
0,49 0,51 1 21" 41" 244 2
0,5 0,5 1 20" 38" 1,9
0,72 0,28 1 16~ 26" 191 1,4

Tabelle 28 Versuche zur Findung der LM-Zusammensetzung fiir den Tracer (+)-PHNO bei c=1pg/ml

Bei der Uberpriifung dieser Methode unter Realbedingungen wurde festgestellt, dass
Ethanol, welcher in der Formulierungslosung enthalten ist, den Peak des Precursors stort. Im
Chromatogramm 10 erkennt man, dass die Integration des (+)-HNOs unter diesen
Bedingungen nicht zuldssig ist, und deshalb wurden, unter Verwendung einer
Gradientenelution, weitere Versuche unternommen, um eine Runtime von unter einer

Minute zu erhalten.
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Ye GINA Star station Ramona$ - [Integration c\GINA_NT\QK new column\QK_DASB\PHNO_QK sample_2_17.4.15] = i

L L File  Edit Integration Measurement View Window Help _=]x
Eane EeoE -~ EHr | |[Bo=En@0E A |
1] (s PP | DRSO s | o0 | os | oo s e=

may UVA (280 mm)= 0,0

00"o0 10m00 20"00 30m00 40700 50m00 01'00 0110 o01'20 0130 01'40 01's0 min
01'00  Measurement UV_A=7,7 mAU__ Press=01 Bar

Chromatogramm 10 Original QK-Sample (+)-PHNO mit dem Laufmittelverhiltnis ACN(90%) / Puffer 9,3 49:51

Im Anhang findet man die Tabellen, welche die Anordnung der Versuche mit
unterschiedlichen Parametern zeigen. Anfangs wurde nur mit einem Laufmittelgradienten
gearbeitet, danach folgte zusatzlich die Anderung des Flows ab einem gewissen Zeitpunkt.
Die Anderung der Lésungsmittelzusammensetzung von Kanal C (90% ACN 10% H20) ersetzt
durch 100% ACN, fihrte ab einer gewissen Ratio zu Loslichkeitsproblemen des Puffers mit

Acetonitril.

Bei der Einstellung, (entspricht Versuch Nr. 16 der Tabellen im Anhang) 20 % ACN100% und
90% Puffer pH9,3 ab Sekunde 1 Anderung auf 90 % ACN100% und 10% Puffer pH9,3 weiteres
ein Initialflow von 1,3 ab Sekunde 50 1 ml/min, wurde festgestellt, dass das oben

beschriebene Loslichkeitsproblem Puffer/ACN auftrat.

Auskristallisationstests des Laufmittels

Der Puffer wurde unfiltriert und filtriert (Fa. Merck, MILLEX GV 0,22 um) mit 90% ACN und
100% ACN in unterschiedlichen Zusammensetzungen vermischt und festgestellt, dass ab
einem gewissen Verhdltnis, die Losung auskristallisiert, unabhangig davon, ob die Losung

filtriert war oder nicht.
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Abbildung 24 verschiedene Laufmittelzusammensetzungen von 90% ACN und Puffer9,3

Der Versuch zeigte, dass die Laufmittelzusammensetzung héchstens 75% Puffer9,3 und 25%

ACN 90%betragen darf, um ein Auskristallisieren zu verhindern.

Unter diesen Voraussetzungen wurde ein Flowgradient erstellt.

Rt (+)- Rt (+)-
c Flowrate | Flowrate | Flowrate bis HNO PHNO
20.05.2015 | [pg/ml] | [ml/min] | von [sek] [sek] [sek] AUC [sek] AUC Selektivitat
Mix 5uL 1,3 Anfang Ende 36" 1,594263 56" 1,563932 1,6
Mix 5uL 1,5 Anfang Ende 32" 1,458176 50" 1,361434 1,6
Single 10pL 1,5 Anfang Ende 327 3,322385
Single 10pL 1,5 Anfang Ende 49 2,853501
Single 10puL 1,5 Anfang 40" 52" 3,896413
Single 10pL 1,5 Anfang 35" 55" 4,292476
Single 10puL 1,5 Anfang 30" 58" 4,528944
Single 10pL 1,5 Anfang 25" 101 4,433864
Single 10pL 1 Anfang Ende 111 4,473623
Mix 5uL 1 Anfang Ende 48" 2,086564 112 2,244228 1,5
Mix SuL 1 Anfang Ende 47" 2,109428 111 2,205455 1,5
Mix 5uL 1,5 Anfang 30" 32" 1,418396 58" 2,04108 1,8
Mix 5uL 1,5 Anfang 35" 33" 1,349211 55" 1,863384 1,7
Mix 5uL 1,5 Anfang 25" 32" 1,641381 1°00 2,054654 1,9

Tabelle 29 Versuche Flowgradient, (+)-HNO und (+)-PHNO
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Die Standardgerade wurde zunachst unter folgenden Bedingungen gefertigt.

Initial 90%ACN/9,3 Puffer 20:80 mit einem Flow von 1,5 ml/min, nach 1 Sekunde wird die
Zusammensetzung wie folgt verdndert 90%ACN/9,3 Puffer 75:25 und der Flow wird nach 30
Sekunden auf 1,0 ml/min reduziert. Diese Einstellungen ergeben eine Retentionszeit des (+)-

HNO von 32 Sekunden und von (+)-PHNO 58 Sekunden.

Es wurde nach der Erstellung der Verdiinnungsreihe festgestellt, dass bei niedrigen
Konzentrationen [c=0,1pug/ml - c=1pug/ml] die Verunreinigungen, die in der

Formulierungslosung enthalten sind, das Quantifizieren des (+)-PHNOs erschwerten.

Auch bei héheren Konzentrationen war ebenfalls die Integration der Peaks erschwert, und
nur durch eine Lotfdllung des Integrals realisierbar. Dies ist durch Betrachtung des
Chromatogramm 11 nachvollziehbar, da bereits die Formulierungslosung alleine Storpeaks

aufweist.

o T S

Ye GINA Star station Ramona$ - ion AGINA NT\GK new columnl\QK_PHNO jerung_allein_2]
U, EFile Edit n ndow Help

EE =] e O]
Gl (T Pz | D (oo | o0 | 0s | oo es| e

UV.A (280 am)= -0,1

|

00"00 10700 20700 30"00 40700 50700 01'00 01'10 01'20 01730 01740 01'50 02'00
0110 UV_A=D.1 mAU  Press=2353 Bar

Chromatogramm 11 oben genannte Bedingungen, Formulierungslésung alleine

Weitere Versuche der Laufmittelzusammensetzung

In der folgenden Tabelle sind weitere isokratische Versuche mit unterschiedlichen

Laufmittelzusammensetzungen aufgelistet.
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Flow Puffer2,1 90% ACN
[ml/min] (A) (B) H20 (C) | Puffer9,3 (D) Rt (+)-HNO Rt (+)-PHNO Anmerkung
1 0,33 0,34 0,33 keine 2 Peaks
1 0,33 0,17 0,17 0,33 1°02 2°29
1 0,33 0,2 0,14 0,33 38-41"42 1'26-1'28-1'30
1 0,33 0,21 0,13 0,33 1°17 davor kleiner Peak
1 0,33 0,22 0,12 0,33 Doppelpeak
1 0,33 0,24 0,1 0,33 30" 50" Doppelpeak
1 0,32 0,25 0,11 0,32 28" 45" Doppelpeak
1 0,3 0,4 0,3 keine 2 Peaks
1 0,2 0,4 0,4 197-20" 337-34" EtOH Peak im (+)-HNO
1 0,1 0,3 0,2 0,4 24 1,31 Lange Rt (+)-PHNO
1 0,17 0,6 0,06 0,17 nichts gesehen

Tabelle 30 Versuche neue Laufmittelzusammensetzung, (+)-HNO und (+)-PHNO

Mit der Zusammensetzung 33/20/14/33 wurde ein Flowgradient erstellt.

bis dann
Flow von
Druck Flow von 1,0 Puffer2,1 90% H20 | Puffer Rt (+)- Rt (+)-
[Bar] | [ml/min] | [Zeit] [ml/min] (A) ACN(B) | (C) | 9,3(D) HNO AUC PHNO AUC
1°26-
1 Anfang Ende 0,33 0,2 0,14 | 0,33 38-42 10,4021 1'30 | 11,06529
1,5 Anfang Ende 0,33 0,2 0,14 | 0,33 29" 5,529654 | 1'01 | 5,909357
435 1,6 Anfang Ende 0,33 0,2 0,14 | 0,33 26" 5,602403 53" 5,913699
1,6 Anfang 40 sek 0,33 0,2 0,14 | 0,33 26" 6,064636 55" 8,708211
1,6 Anfang 40 sek 0,33 0,2 0,14 | 0,33 26" 5,255342 1'01 | 8,609001
1,6 Anfang 35 sek 0,33 0,2 0,14 | 0,33 27" 5461246 | 1'05 | 9,236048
462 1,7 Anfang 35 sek 0,33 0,2 0,14 0,33 26" 5,040836 59" 8,782546
1,6 Anfang 30 sek 0,33 0,2 0,14 | 0,33 28" 3,109396 | 1'07 | 5,274588

Tabelle 31 Versuche neue LM-Zusammensetzung und Flowgradient, (+)-HNO und (+)-PHNO
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bis dann

Flow Flow von
Versuch | [MI/min] | yon 1,0 Puffer2,1 | 90% | H20 | Puffer |Rt(+)- Rt (+)-
[Nr] [Zeit] [ml/min] (A) ACN (B) (C) 9,3 (D) HNO AUC PHNO AUC
Anfan
1 16| g |30sek 0,33 0,2 0,14 | 033 |26" 3,66163 | 1°05 5,11517
Anfan
2 1,6 g 30 sek 0,33 0,2 0,14 0,33 277 3,39574 | 1°06 4,59091
Anfan
3 16| g |30sek 0,33 0,2 0,14 | 033 |27° 4,31933 | 1°06 5,94140
Mittelwert der Flachen 3,79224 5,215826
Anfan
1 16| g |35sek 0,33 0,2 0,14 | 033 |27° 3,46368 | 1'03 4,74728
Anfan
2 1,6 g 35 sek 0,33 0,2 0,14 0,33 277 3,28026 | 1'03 4,42863
Anfan
3 16| g |35sek 0,33 0,2 0,14 | 033 |27° 3,85576 | 1°04 5,27475
Mittelwert der Flachen 3,533234 4,816886

Tabelle 32 Gegeniiberstellung der letzten zwei Versuche, (+)-HNO und (+)-PHNO

Da der Retentionszeitunterschied von (+)-PHNO nur ein bis drei Sekunden betrug und die

Flache (AUC) auch nur gering héher war, wurde die Methode mit einem Initialflow von 1,6

ml/min und ab Sekunde 30 ein Flow von 1,0 ml/min ausgewahlt.

Es wurden, zur Verifizierung, nochmals alle Moglichkeiten getestet, und es konnte festgestellt

werden, dass unter den oben genannten Konditionen, weder Verunreinigungen der

Formulierungslosung noch andere Stérpeaks eine einwandfreie Quantifizierung erschwerten.

Der Standard wurde in DMSO geldst und mittels der Formulierungslosung verdiinnt. Da beim

zweiten Durchgang eine Verunreinigung vor dem (+)-PHNO festgestellt wurde, wurden die

weiteren Verdiinnungsreihen mit Wasser (= Aqua destillata) angefertigt.
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4.5 [11C]-DASB

4.5.1 Allgemeine Eigenschaften

NH,

o CN

N
S HN
H«,c/ CH, e,

Chemical Formula: CygH 7N3S Chemical Formula: C;sH;sN3S

Tabelle 33 Strukturformel von DASB (links) und MASB (rechts)

["'C]-DASB [([*'C]N,N-Dimethyl-2-(2-amino-4-cyanophenylthio)benzylamin] ist ein Ligand am
Serotonin-Transporter (SERT). [17, 24] Der SERT kontrolliert den extrazelluldren
Serotoninspiegel im synaptischen Spalt, wodurch die Serotonin Wiederaufnahme beeinflusst
wird. Auf Grund dieses Umstandes kann es zu psychiatrischen Stérungen kommen. Dieser
Radiotracer eignet sich zur Bildgebung mittels PET um den SERT in vivo zu visualisieren und zu
quantifizieren. In klinischen Studien wird mittels dieser Anwendung unter anderem die
Wirkungsweise neu entwickelter Antipsychotika erforscht. [24] Die Synthese erfolgt durch

den Precursor MASB [N-Methyl-2-(2-amino-4-cyanophenylthio)-benzylamin)]. [17]

4.5.2 Methoden-Transfer

Pumpenbetrieb: isokratisch
Mobile Phase: 0,1M Ammoniumformiat /100% Acetonitril 50:50

Saule/Stationdre Phase: Phenomenex Prodigy 5um Phenyl 3 (PH-3) 250x4,6mm

Flow: 2 ml/min

Wellenldnge: 254 nm

Precursor: MASB

Standard: DASB
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4.5.2.1 Absorptionsmaximum

Rt [min] 5’52
Wellenlange [nm] AUC DASB
245 3,183472
250 3,199595
254 3,660381
255 3,630479
256 3,452934
260 3,328002
265 2,984911
270 2,519803
275 2,168752
280 1,955591
285 1,699334
290 1,506738
295 1,441783
300 1,362757
305 1,297287
310 1,274364
315 1,196969
320 1,151989
325 1,117954
330 1,046449
335 0,931815
340 0,885436

Tabelle 34 Messwerte Absorptionsmaximum DASB, c=1ug/ml

Absorptionsmaximum DASB

Area [mAU*s]
N

230

250 270

290

Wellenldnge [nm]

310

330

350

Abbildung 25 grafische Darstellung des Absorptionsmaximums von DASB
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4.5.2.2 Standardgeraden

Die Standardsubstanzen wurden in DMSO gel6st und mit dem Laufmittel verdiinnt.

Datum conc [pug/ml] 0,5 1 2,5 5 7,5 10
30.12.2014 | mw 1 1,084798 3,270093 6,871402 13,44858 20,29273 | 27,88742
mw 2 1,059123 3,254555 6,198776 13,36997 20,34886 27,97054
mw 3 1,66418 2,87801 6,964525 13,99363 20,69132 | 27,43309
30.12.2014 | mw 1 1,76418 2,623257 7,403456 13,81643 20,81039 | 26,92955
mw 2 1,360512 1,771542 6,184155 14,19946 20,81119 27,63071
mw 3 2,338433 7,097767 13,95736 19,13438 | 26,9918
30.12.2014 | mw1 0,987676 2,108014 6,987294 13,34876 21,53419 27,75285
mw 2 1,163683 2,801418 6,597608 13,07843 21,04246 26,95947
mw 3 0,993022 2,662614 5,85717 13,64764 21,04246 27,51767
mittelwert 1,2596468 2,634215 6,6846837 13,65114 20,63422 27,4525667
stabw 0,3055259 0,498255 0,5087995 0,3671811 0,676059 0,40511008
vk (%) 24,254887 18,91473 7,6114227 2,6897465 3,2763972 | 1,47567286
Tabelle 35 Messwerte MASB, Methoden-Transfer
MASB
40
30
20 T
% 10 / /
g 0 i : : : .
< 4 6 8 10 12
-10
y =2,76280x - 0,14964
20 - R?=0,99998
-30
Konzentration [ug/ml]

Abbildung 26 Standardgerade MASB, Methoden-Transfer

69




Datum conc [ug/ml] 0,5 1 2,5 5 7,5 10
30.11.2014 | mw 1 2,025694 5,423214 12,15 19,88491 26,89968
mw 2 1,359816 2,825153 6,325579 13,18777 19,56786 26,59492
mw 3 0,993957 2,87801 5,930352 13,7898 19,04247 26,80997
30.11.2014 | mw 1 1,744291 | 2,258006 7,53974 12,29756 18,22173 26,13717
mw 2 1,335073 1,887919 6,311715 12,85106 19,85388 26,9597
mw 3 2,728151 6,367999 12,39497 20,30265 26,99799
30.11.2014 | mw 1 1,310442 1,639107 5,916977 12,25734 20,09692 26,03482
mw 2 1,067662 | 2,621514 6,596723 12,44073 20,37935 25,592
mw 3 1,199919 | 2,367802 6,239651 13,21102 20,37935 26,30943
mittelwert 1,2873086 | 2,3590396 6,29466111 | 12,7311389 19,74768 26,4817422
stabw 0,2445552 | 0,4406514 0,57942866 | 0,56141424 0,7173096 0,49116854
vk (%) 18,997406 | 18,679272 9,20508117 | 4,40977231 | 3,63237405 1,85474406
Tabelle 36 Messwerte DASB, Methoden-Transfer
DASB
40
30
20 T ] /
Eé 10 / / T
g 0 t : : : : .
< 0 4 6 8 10 12
-10
y =2,66363x - 0,28079
L - R?=0,99965
-20
-30
Konzentration [ug/ml]

Abbildung 27 Standardgerade DASB, Methoden-Transfer

70




4.5.3 Methoden-Etablierung

Pumpenbetrieb: Flowgradient
Mobile Phase: ACN (90%) / 50mM Ammoniumphosphatpuffer pH=9,3, 60:40

Siule/Stationdre Phase: Waters X-Bridge RP-18, 2,5 um 3,0x50mm

Flow: Initialflow von 1,5 ml/min ab Sekunde 25 ein Flow von 1,0 ml/min

Wellenldnge: 254 nm

Precursor: MASB

Standard: DASB

4.5.4 Resultate

4.5.4.1 Werte
Retentionszeiten MASB DASB
Methoden-Transfer 4°02 5'54
Methoden-Etablierung 21,57 53,57
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4.5.4.2 Chromatogramme

e [ GINA Str stoion Ramonas - GINA KT ILEECR Dy ——— W N — N

L L File tegration Measurement  View Window Help BEE

[ eorEnaEE

08 100 | | prea|

VA (254 nm)= 0,1

00"00 30m00 01'00 01730 02'00 02730 03'00 03730 04'00 04730 05"00 05"30 06" 00 06"30 min
0601 Measurement Cnt c-1=00CPS  Cnt c-2=00 CPS  Chl=89mV UV_A=07 mAU UV B=03mAU  UV_.C=00mAU  UV_D=00 mAU

Chromatogramm 12 MASB und DASB, Methoden-Transfer

GINA Star sation Remonas - [ntegraion cAGINA_NTGK new columrQk_ASB\m1.3] T e

Edit Integration Measurement View Window Help =[]

| SmEEmE0E

UVA (254 nm)= 0,0

00700 05"00 10700 15700 20700 25700 30"00 35700 40700 45"00 50700 55700 01'00 01'05 01710 01'15 01'20 01'25 min
4500 Messurement Cntc-1=00 CPS  Cnt c-2=00 CPS  Ch1=0.2 mV UV A=376mAU UV B=364mAU UV C=00mAU UV D=0,0 mAU

Chromatogramm 13 MASB und DASB, Methoden-Etablierung
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4.5.4.3 Standardgeraden

Die Standardsubstanzen wurden in DMSO gel6st und mittels 100% ACN verdiinnt.

Datum conc [ug/ml] | 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
25.06.2015 mw 1 0,113189 0,817092 1,777856 4,392002 | 8,93633 13,3653 17,84799
0,104475 0,810075 1,690292 4,519633 | 9,10244 13,7882 17,8246
0,101151 0,85301 1,753398 4,224873 | 9,2536 13,8089 17,87852
26.06.2015 mw 2 0,148439 0,805203 1,813734 4,050573 | 8,55867 13,1192 17,91376
0,130939 0,9051 1,705237 4,12539 | 8,23325 13,0102 16,83361
0,130355 0,849034 1,789876 4,15355 8,72353 13,1379 17,01422
mw 3 0,12784 0,837147 1,75028 4,011093 | 8,351735 | 12,6462 16,70965
0,139326 0,701159 1,610454 4,047775 | 8,37077 12,3266 15,99002
0,115924 0,71876 1,533711 3,933467 | 8,22505 12,4871 17,10925
mittelwert 0,1235153 | 0,8107311 | 1,713871 4,16204 | 8,639486 | 13,0766 17,23574
stabw 0,0158852 | 0,0646085 | 0,091183 0,189285 | 0,384865 | 0,5281 0,675449
vk (%) 12,860925 | 7,9691674 | 5,320294 4,547891 | 4,454718 | 4,03853 | 3,918888
Tabelle 37 Messwerte MASB, Methoden-Etablierung
25
15

10

Area [mAU*s]
w

-10

-15

L —

1

y =1,73666x - 0,06189

R*=0,99987

10

12

Konzentration [ug/ml]

Abbildung 28 Standardgerade MASB, Methoden-Etablierung
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Datum conc [ug/ml] | 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
25.06.2015 mw 1 0,232093 |1,515496 |2,640212 |6,551919 |13,5872 |19,791 26,97134
0,248706 1,418944 2,739263 6,672859 13,94187 | 19,8376 26,45968
0,278413 | 1,355179 |2,795229 |6,643981 |13,31215 | 20,0723 | 26,24904
26.06.2015 mw 2 0,272322 1,422135 2,648421 6,390886 13,28854 | 19,7573 26,36378
0,259437 1,53043 2,952623 6,926223 14,12194 | 20,3757 28,63171
0,274483 |1,505723 |2,859235 |7,069012 |14,14784 | 21,6152 | 28,21512
mw 3 0,260236 1,412054 2,839744 6,528227 13,8462 20,5571 27,22604
0,26575 1,427031 | 2,640076 |6,557516 |13,11237 | 19,8581 |28,63171
0,22068 1,34774 2,675613 6,943215 13,78692 | 20,3461 26,91565
mittelwert 0,2569022 |1,4371924 | 2,754491 6,698204 13,68278 | 20,2456 27,29601
stabw 0,0196854 | 0,0666558 | 0,113474 0,228482 0,377676 | 0,59071 | 0,957378
vk (%) 7,662597 4,6379197 | 4,119589 3,411097 2,760232 | 2,91774 | 3,507392
Tabelle 38 Messwerte DASB, Methoden-Etablierung
35
25 1
— 20
1]
*
2 15
= / y = 2,71955x + 0,00447
© 10 R2=0,99991
2 /V y
< 5 -|— T
/ 1
O J- 1 T T T T 1
2 4 6 10 12
_5 J_
-10

Konzentration [ug/ml]

Abbildung 29 Standardgerade DASB, Methoden-Etablierung
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4.5.4.4 Diskussion

Die von [18] publizierte DASB Methode konnte vorerst auf der Agilent 1260 Infinity HPCL

Anlage erfolgreich reproduziert werden.

Bei der Verifizierung unter Realbedingungen (Formulierungslésung), wurde jedoch
festgestellt, dass MASB nicht eindeutig quantifizierbar war (siehe Chromatogramm 14) und

deshalb wurde die Methode variiert.

Ly |GINA Star station Ramona’ - [Integration cA\GINA_NT\QK new column\QK_DASB\QK Sample_1] |= @] s

Y (& File
Ve EeE ~ hr- || 2oREEE0E A [
G R T R fies| e

maT

VA (254 nm)= 0,2

0g"00 0500 10700 15"00 20700 2500 30m00 35m00 40700 45700 50m00 55"00 01700 0105 01'10 01'1s 0120 o0i'2s min
5000 Messurement Cntc-1=00CPS | Cntc-2=00CPS Chi=87mV  UVA=00mAU UVB=34mAU LV C=00mAU  UV_D=0,0 mAU

Chromatogramm 14 Original QK-Sample von MASB und DASB mit der publizierten Methode

Es wurde festgestellt, dass die friihesten Retentionszeiten mit zwei Laufmitteln (90% ACN und
Puffer pH=9,3) erreicht wurden. Die dazugehdrigen Tabellen befinden sich im Anhang. Auf
dieser Zusammensetzung basierend wurden, mittels Flowgradient, die Retentionszeiten

weiter optimiert.
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Flow von Flow bis 90% ACN | Puffer9,3 Rt MASB Rt DASB

Anderung [ml/min] [ml/min] (B) (D) [sek] [sek, min] Anmerkung
Flow 1,6 55 sek 50 50 31 58
Zusammensetzung 11 sek 70 30
Flow 1,6 50 sek 50 50 31 59
Zusammensetzung 11 sek 70 30
Flow 1,6 45 sek 50 50 30 102
Zusammensetzung 11 sek 30
Flow 1,6 40 sek 50 50 31 1°05
Zusammensetzung 11 sek 70 30
Flow 1,7 40 sek 50 50 30 101
Zusammensetzung 11 sek 70 30
Flow 1,7 40 sek 60 40 20 41
Zusammensetzung 11 sek 70 30
Flow 1,5 45 sek 60 40 22 45
Zusammensetzung 11 sek 70 30
Flow 1,5 40 sek 60 40 23 48 23 +50
Zusammensetzung 21 sek 70 30 Original QK
Flow 1,5 30 sek 60 40 23 52
Zusammensetzung 21 sek 70 30

Tabelle 39 (3) Flow und Laufmitteldnderungen ,MASB und DASB

) Flow von Flow bis Rt MASB Rt DASB

Anderung [ml/min] [ml/min] 90% ACN (B) | Puffer9,3 (D) [sek] [sek, min] AUC DASB
Flow 1,5 30 sek 60 40 23 51 3,9854651
Flow 1,6 30 sek 60 40 21 47 3,458644
Flow 1,5 25 sek 60 40 23 54 4,354424

Tabelle 40 Flowdnderungen, MASB und DASB

Die gelb markierten Einstellungen wurden fiir die Methoden-Etablierung gewahlt, welche im
Kapitel 4.5.3. ndher erlautert werden, weil unter diesen Bedingungen die AUC des Tracers am

groRten war.
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AbschlieBend wurden die Chromatogramme eines Original QK-Samples mit den Einstellungen
der publizierten Methode (unteres Chromatogramm) und der neu entwickelten Methode

(oberes Chromatogramm) verglichen, um die Verbesserungen visuell darzustellen.

b 01 St e e
& File  Edit Integration Measurement View Window Help

|| eoeEDEOE | e

5o s aE

BRI )

UV_A (254 om= 0,3

00%00 10%00 20"00 30700 40700 50700 0100 01710 01720 01730 01740 01750 02700 02'10 min

L Integration c:\GINA_NT\QK new column\QK_DASB\originial_bed_o_qk [2=r=]
za0 2

UV A (250voR)4$2540p8)

MASE

00%00 10%00 20"00 30700 0700 50700 01'00 01710 01720 01730 01740

01750 02'00 02'10 min

0170 Measurement UV_A=-19 mAU _Press=04 Bar

Chromatogramm 15 Gegeniiberstellung Methoden-Etablierung (oben) und publizierte Methode (unten)
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4.6 [11C]-MHED

4.6.1 Allgemeine Eigenschaften

OH

HCI
HO

H
/ TCHs

Chemical Formula: CoH3NO;

Chemical Formula: C;oH;CINO,

Tabelle 41 Strukturformel von MHED Hydrochlorid (links) und Metaraminol (rechts)

MHED steht fiir meta-Hydroxyephedrin und wirkt als indirektes Sympathomimetika. [17]
Indirekt wirkende Sympathomimetika sind Substanzen, die infolge ihrer Aufnahme in die
Axone nicht-exozytotisch Noradrenalin aus dem Axoplasma freisetzen und somit indirekt den
Sympathikus nachahmen. [25]. C-11 markiertes (-)-(1R,2S)-meta-Hydroxyephedrin findet
demnach Verwendung zur in vivo Markierung von noradrenergen Neuronen. PET-Studien mit
["'C]-MHED dienen zur Beurteilung des menschlichen kardialen sympathischen
Nervensystems im normal- und transplantierten Herzen und dessen Krankheitszustianden.
[26] Die Synthese erfolgt aus dem Precursor Metaraminol [a-[(1S)-1-(amino)ethyl]-3-hydroxy-

Benzenemethanol]. [17]

4.6.2 Methoden-Transfer

Pumpenbetrieb: isokratisch
Mobile Phase: 0,2M Ammoniumformiat /100% Acetonitril 95:5

Sédule/Stationdre Phase: Phenomenex Aqua 5um Phenyl 3 (PH-3) 150x4,6mm

Flow: 1,5 ml/min
Wellenldnge: 275 nm
Precursor: Metaraminol

Standard: MHED
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4.6.2.1 Absorptionsmaxima

Rt [min] 3'12 422
Wellenldnge [nm] AUC Metaraminol AUC MHED
255 0,247645 0,179279
260 0,421977 0,317446
265 0,676000 0,489920
270 0,922924 0,676922
274 0,944384 0,633399
275 0,940990 0,699250
276 0,894658 0,604860
280 0,782867 0,605895
285 0,317359 0,197442
290 0,048614 0,022376
295 Rauschen
300 Rauschen
305 Rauschen
310 Rauschen
315 Rauschen
320 Rauschen
325 Rauschen
330 Rauschen
335 Rauschen
340 Rauschen
345 Rauschen
350 Rauschen

Tabelle 42 Messwerte Absorptionsmaxima Metaraminol und MHED, c=1ug/ml

. Absorptionsmaxima

0,9

0,8

07 >
= 06 \ -
* ’ / \ === [\etaraminol
3 o i A\
£ 04 \ —@—MHED
= 03
@ 0,2
< o1 N\

0,0

250 255 260 265 270 275 280 285 290 295
Wellenldnge [nm]

Abbildung 30 grafische Darstellung der Absorptionsmaxima Metaraminol und MHED
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4.6.2.2 Standardgeraden

Die Standardsubstanzen wurden in DMSO gel6st und mittels Laufmittel verdiinnt.

conc
Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
25.02.2015 |mw1 0,092527 0,45628790 | 0,9767145 |2,444117 |4,976820 | 7,4896840 | 9,93671
Probe ¢/mix | mw 2 0,0828756 0,44278322 | 0,97634206 | 2,421179 | 4,970235 7,5365900 | 9,90455
mw 3 0,0830521 | 0,44525632 | 0,9641567 |2,451855 |4,976258 |7,4897034 | 9,95049
26.02.2015 mw 1 0,0820273 0,43486127 | 0,9563394 | 2,358133 |4,804921 7,3696315 | 9,79949
Probe m mw 2 0,0802333 | 0,44640767 | 0,9702335 |2,380326 |4,827117 |7,3714523 | 9,81660
mw 3 0,0745460 0,42593888 | 0,9524995 | 2,365298 |4,814218 7,3455736 | 9,73987
Probe b mw 1 0,0891825 0,46062190 | 0,9262484 | 2,418023 |4,946008 7,3285333 | 9,95317
mw 2 0,0734140 0,46448855 | 0,9441382 | 2,396248 | 4,885927 7,3564604 | 9,93615
mw 3 0,0886336 0,46367555 | 0,9325017 | 2,414367 |4,886120 7,3973943 | 9,83362
mittelwert | 0,08294346 | 0,44892459 | 0,9554638 | 2,405505 |4,898625 7,4094470 | 9,87452
stabw 0,00644860 | 0,01339076 | 0,0183705 |0,032978 |0,071458 0,0755421 | 0,07850
vk (%) 9,46240274 | 3,63035941 | 2,3400543 | 1,668545 | 1,775403 1,2408560 | 0,96766
Tabelle 43 Messwerte Metaraminol, Methoden-Transfer
Metaraminol

Area [mAU*s]

15

10

(2}

o

'
wv

-10

-15

10

12

y =0,99138x - 0,04220

R?=0,99997

Konzentration [pg/ml]

Abbildung 31 Standardgerade Metaraminol, Methoden-Transfer
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Datum conc [ug/ml] | 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
25.02.2015 | mw 1 0,0485313 | 0,3618284 0,7672876 | 1,8615249 3,9183563 | 5,8955953 | 7,8732099
mw 2 0,0570047 | 0,3458835 0,7391244 | 1,8689588 3,9294416 | 5,9386590 | 7,8745729
mw 3 0,0505558 | 0,3630290 0,7698923 | 1,8839260 3,9836370 | 5,9316661 | 7,9193630
24.02.2015 | mw 1 0,0633834 | 0,3617703 0,7452899 | 1,8076301 3,7255056 | 5,6485639 | 7,5359343
25.02.2015 | mw 1 0,0678721 | 0,3375652 0,7256692 | 1,8114392 3,6135278 | 5,5242879 | 7,3939349
mw 2 0,0588632 | 0,3186024 0,7254669 | 1,7932263 3,6607652 | 5,5337003 | 7,3397906
mw 3 0,0491359 | 0,3182837 0,6867077 | 1,8122763 3,6778914 | 5,5543144 | 7,4608330
25.02.2015 | mw 1 0,3567885 0,7508326 | 1,8958596 3,8123490 | 5,5744185 | 8,0082333
mw 2 0,3481467 0,7649408 | 1,8562632 3,7888514 | 5,5740768 | 7,9480362
mittelwert 0,0564781 | 0,3457664 0,7416902 | 1,8434561 3,7900361 | 5,6861425 | 7,7059898
stabw 0,0074789 | 0,0176767 0,0265453 | 0,0376308 0,1315710 | 0,1806877 | 0,2674765
vk (%) 13,2421953 | 5,1123160 3,5790344 | 2,0413184 3,4714959 | 3,1776844 | 3,4710207
Tabelle 44 Messwerte MHED, Methoden-Transfer
15
10 T
5 I
7 |
*
2
<
é 0 T ]
s 10 12
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y=0,77031x - 0,04581
R?=0,99987

Konzentration [pg/ml]

Abbildung 32 Standardgerade MHED, Methoden-Transfer
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4.6.3 Methoden-Etablierung

Pumpenbetrieb: Flowgradient

Mobile Phase: 40% A:13% B : 7% C:40% D
A: Ammoniumphosphatpuffer pH=2,1

B: 90% ACN (V%/V%)

C: 100% Aqua destillata

D: Ammoniumphosphatpuffer pH=9,3

Siule/ Stationadre Phase: Waters X-Bridge RP-18, 2,5 um 3,0x50mm

Flow: Initialflow von 1,6 ml/min ab Sekunde 25 ein Flow von 1,0 ml/min

Wellenldnge: 275 nm
Precursor: Metaraminol

Standard: MHED

4.6.4 Resultate

4.6.4.1 Werte
Retentionszeiten Metaraminol MHED
Methoden-Transfer 312 4722
Methoden-Etablierung 38" 51
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4.6.4.2 Chromatogramme

Uy | GINA Star station RamenaS - on cA\GINA_NT\Hed\Hed\d.3.15_mix 5. oo 0o
U & File Edit Integstion Measurement View Window Help =[x

UV.A (275 nm= 0,3

00%00 20700 20700 01700 01'20 01740 02700 02'20 02'40 03'00 03'20 03"40 04700 04'20 04740 05700 05'20 05"40 min
0459 Measurement Cntc-1=0,0 CPS  Cnt¢-2=0,0 CPS  Ch1=02 mV UW_A=-10mAU UV_B=-28mAU UV_C=0,0 mAU  LV_D=0,0mAU

Chromatogramm 16 Metaraminol und MHED, Methoden-Transfer

U | GINA Sta taion Ramon - Itegration c'\GINALNT\QK new colamnQR MHED\m3_.31 0 s T e

Uy (& File  Edit Integration Measurement View Window Help [-[&]x
B Welbe | EOeEsE0E B
G | Dos o b

| maT TUV_A (275 nm)= 0,5

00"00 05"00 10"00 15"00 20"00 25"00 30"00 35"00 40"00 45"00 50"00 55700 01'00 01'05 01'10 min
51"00  Measurement Cnt ¢-1=0,0 CPS UV A=-0,1 mAU

Chromatogramm 17 Metaraminol und MHED, Methoden-Etablierung
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4.6.4.3 Standardgeraden

Die Standardsubstanz wurde in DMSO gel6st und mittels Aqua destillata verdiinnt.

Datum C [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
02.07.2015 | mw1 0,046138 | 0,238446 | 0,495529 1,280578 2,528626 | 3,677607 | 4,900372
Mix 1 mw 2 0,044243 | 0,243501 | 0,477044 1,185006 2,498635 3,778474 4,987542

mw 3 0,04793 0,228876 | 0,4843 1,232076 2,505763 | 3,71331 4,994728
Mix 2 mw 1 0,044135 | 0,233463 | 0,497329 1,197147 2,435482 3,740338 4,87655
mw 2 0,046903 |0,233241 |0,48663 1,210153 2,447313 | 3,643966 | 4,947627
mw 3 0,050128 | 0,243747 | 0,470034 1,227087 2,450577 3,759873 4,935288
Mix 3 mw 1 0,049591 | 0,232049 | 0,481252 1,240325 2,467686 3,77574 4,996258
mw 2 0,05337 0,229987 | 0,492767 1,213115 2,444094 | 3,678815 | 4,904383
mw 3 0,051033 | 0,249545 | 0,484677 1,188048 2,413857 |3,671801 | 4,974991
mittelwert | 0,0478048 | 0,2354138 | 0,4845883 1,2231858 2,472272 | 3,7210154 | 4,9428435
stabw 0,0031469 | 0,0058074 | 0,0097138 | 0,0294930 0,0343398 | 0,0504844 | 0,046753
vk (%) 6,582788 | 2,4668884 | 2,0045533 2,4111632 1,3890006 | 1,3567362 | 0,9458725

Tabelle 45 Messwerte Metaraminol, Methoden-Etablierung

Metaraminol

Area [mAU*s]
o

o | | 21 4 6 8 10 12
2 Ak
-4
y = 0,49589x - 0,00907
R? = 0,99999
-6 T
-8

Konzentration [pug/ml]

Abbildung 33 Standardgerade Metaraminol, Methoden-Etablierung
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conc

Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
02.07.2015 | mw 1 0,038127 | 0,199751 | 0,435007 1,037908 2,173012 3,198147 4,294205
Mix 1 mw 2 0,045526 |0,203621 |0,438325 |1,103294 |2,18308 3,162432 | 4,299164

mw 3 0,035638 | 0,202696 | 0,407175 1,068759 2,155526 3,243359 4,300205
Mix 2 mw 1 0,037456 |0,203156 | 0,438257 |1,03639 2,130127 | 3,205276 | 4,270422
mw 2 0,041664 | 0,203852 | 0,430709 |1,052471 |2,126737 |3,190724 |4,291713
mw 3 0,045909 | 0,206614 | 0,409627 1,042497 2,146737 3,281132 4,364721
Mix 3 mw 1 0,037011 | 0,201948 | 0,402562 |1,049215 |2,125859 |3,350071 |4,31866
mw 2 0,033724 | 0,19594 0,40527 1,060549 2,143554 3,228962 4,2931
mw 3 0,042129 |0,203729 |0,428104 |1,068783 |2,17251 3,15842 4,241916
mittelwert | 0,0393819 | 0,2021973 | 0,4208665 | 1,0563854 | 2,148079 | 3,232512 | 4,3040238
stabw 0,0045118 | 0,0031767 | 0,0160185 | 0,0219471 | 0,0213673 | 0,0596352 | 0,0278592
vk (%) 11,45655 | 1,5710938 | 3,8060762 | 2,0775617 | 0,9947185 | 1,844855 | 0,6472826

Tabelle 46 Messwerte MHED, Methoden-Etablierung

15

10

Area [mAU*s]
o

-10

-15

MHED

y=0,43178x - 0,01169
R2 =0,99999

Konzentration [ug/ml]

Abbildung 34 Standardgerade MHED, Methoden-Etablierung
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4.6.4.4 Diskussion

Der PET-Tracer [*'C]-MHED wurde nicht publiziert [18] und somit galt es zuerst eine passende

Laufmittelzusammensetzung zu finden.

Verschiedene Laufmittelzusammensetzungen

ACN Puffer | H20 | Puffer Flow Rt Metara. Rt MHED | Druck
90% (B) | 2,1(A) (C) 9,3 (D) | [ml/min] [sek] [sek] [bar] | Selektivitat
0,09 0,91 1 242 3°34 273 1,3
0,1 0,9 1 2°19 3°00 271 1,3
0,11 0,89 1 1'57 229 274 1,3
0,12 0,88 1 141 2°03 274 1,2
0,13 0,87 1 129 1'46 280 1,2
0,18 0,82 1 40°-42" 48-50" 280 1,2
0,23 0,77 1 29" 33" 276 1,1
0,37 0,63 1 1°02 121 263 1,3
0,38 0,62 1 57" 117 262 1,3
0,39 0,61 1 56" 1'15 260 1,3
0,43 0,57 1 46" 101 256 1,3
0,13 0,67 0,2 1 1°20 1°40 237 1,3
0,13 0,67 0,2 1 1'14 136 1,3
0,13 0,57 0,3 1 1°06-1'09 124-1°29 | 274 1,3
0,13 0,47 0,4 1 1°02-1°07 1'19-124 | 272 1,3
0,13 0,4 0,07 0,4 1 1°00-1°01 115 272 1,3
0,2 0,4 0,4 1 427 49™ 273 1,2
keine

0,2 0,4 0,4 1 Selektivitat

0,4 0,4 0,2 1 53" 1'10 256 1,3
0,4 0,4 0,2 1 52" 1°09 258 1,3
0,5 0,5 1 1°05 1°37 247 1,3
0,13 0,87 1,2 112 126 331 1,2

Tabelle 47 Versuche zur Findung der Laufmittelzusammensetzung von Metaraminol und MHED Hydrochlorid

Um etwaige Storpeaks, verursacht durch Totzeitpeaks, im Vorfeld zu vermeiden, wurde mit

der Zusammensetzung der gelb markierten Zeile aus Tabelle 47 ein Flowgradient generiert.
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Flow Flow | Puffer Puffer Rt
von bis 2,1 90% 9,3 Metara.[ AUC Rt MHED AUC
Anderung | [ml/min] | [sek] (A) | ACN (B) | H20 (C) (D) sek] [mAU*s] [sek, min] [mAU*s]
Flow 1 Ende 40 13 7 40 58-59 5,7308 1'12-1'13 4,399633
Flow 1,5 Ende 40 13 7 40 38-39 3,743281 48 2,945375
Flow 1,6 25 40 13 7 40 38 5,146897 51 4,494882
Flow 1,6 30 40 13 7 40 37 4,177193 49 3,58214
Flow 1,5 30 40 13 7 40 40 4,740453 53 4,235452
Flow 1,4 35 40 13 7 40 42 4,821142 55 4,316767
Flow 1,4 40 40 13 7 40 42 4,193695 54 4,15295
Zusammens
. 1 Ende 40 40 20 0 - -
Zusammens
1 Ende 40 40 0 20 - R

Tabelle 48 Flowgradient mit Zusammensetzung aus Tabelle 56 , Metaraminol und MHED

Da unter den gewahlten chromatographischen Parametern die Integrale des Metaraminols
und MHEDs am groBRten waren und auch die Retentionszeiten unter einer Minute lagen,
wurde die Einstellung fiir die Methoden-Etablierung gewahlt, die in Tabelle 48 gelb markiert

ist.

Verdiinnungsmedium

Chromatogramm 18 zeigt die Elution von Metaraminol sowie MHED nach Verdiinnung der in
DMSO vorgelosten Standards mit 100% ACN. Die vermutete Loslichkeitsproblematik der
Komponenten zueinander fiihrte zu einer Anderung des Verdiinnungsmediums von ACN zu

Wasser.

Uy GINA Star station RamonaS - integy
U B File  Edt I View Window Help

elsne T |~ Wl s aanRELa03 B
@A NEWKE b : - G
[

|

AGINA_NT\QK new column\QK_MHED\m_5_100acn 3] L 3 oo et S

[ma0

10700 20700 30700 40700 50700 01700 0110 01720 01730 01740 0150 02700 02'10 02'20 nin
asurement 40400209 101 0116 UV_A=02 mAU  Press=277,9 Bar

Chromatogramm 18 Metaraminol und MHED in DMSO gel6st und mit 100% ACN verdiinnt
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4.7 [Carbonyl-11C]-WAY100635

4.7.1 Allgemeine Eigenschaften

X )
- .
9 O

Chemical Formula: C gHa4N4O

/ N\
LS,

Chemical Formula: CysH34N4O,

Tabelle 49 Strukturformel von WAY100635 (links) und WAY100634 (rechts)

[carbonyl-'C]-WAY100635 [(N-(2-(1-(4-(2-methoxyphenyl-)-1-piperazinyl)ethyl))-N-(2-
pyridyl)-cyclohexan-carboxamid)] ist ein hochwirksamer und selektiver 5HT;, — Rezeptor-
Antagonist. [27] Der Serotonin - Rezeptor 5HT,;s, wird mit der Pathogenese von
Angstzustdanden, Depressionen und Essstérungen in Verbindung gebracht und ist ein
wichtiges Ziel fiir die Arzneimitteltherapie. Der PET Tracer [carbonyl-''C]-WAY100635 ist,
bedingt durch seinen polaren Hauptmetaboliten, der die Blut-Hirn-Schranke nicht
Uberqueren konnen, Mittel der Wahl, wenn es um die Visualisierung und Quantifizierung
dieses Rezeptors geht. [27]. Die Synthese erfolgt durch den Precursor WAY100634 [4-(2-

methoxyphenyl)-N-2-pyridinyl-1-piperazinethanamin]. [17]
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4.7.2 Methoden-Transfer

Pumpenbetrieb: isokratisch
Mobile Phase: 0,1M Ammoniumformiat / 100% Acetonitril 45:55

Sdule/Stationdre Phase: Waters C18 (10um) 300x3,9mm

Flow: 2 ml/min

Wellenldnge: 216 nm

Precursor: WAY100634

Standard: WAY100635

4.7.2.1 Absorptionsmaxima

Rt [min] 431 8'02
Wellenlange AUC AUC

[nm] WAY 100634 WAY 100635
205 6,935596 r

210 16,88657 10,64099
211 26,76976 11,74629
212 29,19481 15,57664
213 27,92136 16,74139
214 29,25425 16,61619
215 27,77038 16,33981
216 30,10029 17,1108
217 27,51937 15,05737
218 27,09482 15,2995
219 25,65124 14,35947
220 21,36455 12,76586
225 23,00616 12,22827
230 28,84995 12,40505
235 36,80307 12,00856
240 39,48912 11,73886
245 38,16808 11,19782
250 25,09263 10,12171
255 11,51579 8,50819
260 6,243357 7,759163
265 5,292127 7,222931
270 6,492603 7,111916
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275 8,338123 6,488171
280 9,76157 5,634338
285 9,999486 4,200584
290 9,373461 2,299079
295 8,718914 0,976208
300 8,416031 0,406281
305 8,305883 0,14199
310 7,117024 rauschen
315 5,518869 rauschen
320 3,508279 rauschen

Tabelle 50 Messwerte Absorptionsmaxima WAY100634 und WAY100635, c=10ug/ml

Absorptionsmaxima

45

: A

35
¥ 30 /1 \
2 2 /| \
E 5 | \
p \ e \\/AY 100634
Q15 A\
< )] ~——_\ - e \WAY 100635

c SNl

0

180 210 240 270 300 330

Wellenldnge [nm]

Abbildung 35 grafische Darstellung der Absorptionsmaxima WAY100634 und WAY100635
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4.7.2.2 Standardgeraden

Die Standardsubstanzen wurden in DSMO gel6st und mit dem Laufmittel verdiinnt, gemessen

bei einer Wellenlange von 240nm.

conc
Datum [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
13.03.2015 | mw1l 0,267741 1,809261 4,069213 10,46429 21,44266 32,96743 44,41344
mw2 0,264749 1,839614 4,233329 10,79090 21,89029 32,48456 44,26431
mw3 0,268109 1,895886 4,014766 | 10,61273 21,89933 | 32,62788 | 43,30883
16.03.2015 | mw1l 0,257268 1,868242 4,084677 10,22017 20,61547 31,12686 42,20622
mw2 0,204482 1,852250 4,023101 | 9,926262 20,70669 | 30,05376 | 43,26763
mw3 0,230325 1,788291 4,145497 | 10,07815 20,09460 | 31,14592 | 43,27380
16.03.2015 | mwl 0,200131 1,991065 4,282805 | 10,79054 22,49662 | 32,89511 | 44,45537
mw2 0,239629 1,992026 4,152504 | 10,76888 22,26087 | 32,97073 | 43,86001
mw3 0,246598 1,946759 4,27698 10,69558 22,17123 | 33,31686 | 45,46334
mittelwert | 0,24211467 | 1,88704378 | 4,1425413 | 10,4830558 | 21,50864 | 32,176568 | 43,834772
stabw 0,0260252 | 0,07508474 | 0,1033295 | 0,33098737 | 0,8458734 |1,1203628 | 0,9435643
vk (%) 10,749105 | 3,9789611 | 2,4943506 | 3,15735584 |3,932714 |3,481921 |2,1525475

Tabelle 51 Messwerte WAY100634, Methoden-Transfer

WAY100634

50
40 //§
30 T
T /I/
*
3 20 T y=4,38286x=0,32990
E R? = 0,99982
o 10 F
g
<
O J_ T T T T T 1
2 4 6 8 10 12
-10
-20

Konzentration [pug/ml]

Abbildung 36 Standardgerade WAY100634, Methoden-Transfer
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Datum conc [ug/ml] 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10
13.03.2015 | mw1 0,067830 | 0,478087 |1,186536 |2,800850 | 6,05936 9,31525 12,96011
mw2 0,065319 0,456071 1,215372 3,161750 6,40897 9,27403 12,68463
mw3 0,062554 | 0,524325 |1,106232 |3,072490 | 6,30648 9,32916 12,41567
16.06.2015 | mwl 0,060108 0,528439 1,178900 3,121540 6,48243 9,78852 13,24235
Vormittag mw2 0,067554 0,500459 1,171046 3,154083 6,52448 9,45587 13,71795
mw3 0,061052 |0,517341 |1,187162 |3,115550 |6,21240 9,69664 13,65232
Nachmittag | mw1l 0,065297 0,536105 1,233776 3,174610 6,62328 9,90795 13,50671
mw2 0,07003 0,522341 |1,197607 | 3,300190 | 6,59536 9,86515 13,01326
mw3 0,05736 0,515064 1,162422 3,092610 6,70985 9,86142 13,61882
Mittelwert 0,06412 0,5086924 | 1,182117 3,1104081 | 6,435846 9,610443 13,201313
stabw 0,00414 0,0261269 | 0,0359493 | 0,1334230 | 0,210597 0,264302 0,4633200
vk (%) 6,45283 5,1360938 | 3,0410937 | 4,2895672 | 3,272248 2,750149 3,5096511
Tabelle 52 Messwerte WAY100635, Methoden-Transfer
20
15 T
10 1
)
*
5 -~ -
<Ef y =1,32140x - 0,14804
= | R? = 0,99967
1]
S
<
T T 1
6 8 10 12

Konzentration [ug/ml]

Abbildung 37 Standardgerade WAY100635, Methoden-Transfer
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4.7.3 Methoden-Etablierung

Pumpenbetrieb: isokratisch

Mobile Phase: 90% ACN / Ammoniumphosphatpuffer pH=9,3, 50:50

Siule/Stationdre Phase: Waters X-Bridge RP-18, 2,5 um 3,0x50mm

Flow: 1,0 ml/min

Wellenldnge: 216 nm

Precursor: WAY100634

Standard: WAY100635

4.7.4 Resultate

4.7.4.1 Werte

Retentionszeiten WAY100634 WAY100635
Methoden-Transfer 4’30 802
Methoden-Etablierung 39™ 1°18
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4.7.4.2 Chromatogramme

Y | GINA Star station Ramona$ - ion cAGINA_NT\WAY100635\WAY100635\16.3.15_mix_5_2]

=@
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‘|_, BB : 8D : DB : DD }.ga\

VA (240 nm)=

0,

0

I :
00”00 30"00 0100 01'30 02'00 02'30 03'00 0330 0400 04730 05'00 05'30 06'00 06'30 07'00 0730 08'30 min
0746 UV_A=33,5 mAU
Chromatogramm 19 WAY100634 und WAY100635, Methoden-Transfer
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01'50

min

0118  Measurement UV_A=336 mAU

Chromatogramm 20 WAY100634 und WAY100635, Methoden-Etablierung
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4.7.4.3 Standardgeraden

Die Standardsubstanzen wurden in 100% ACN gelost und mit Laufmittel verdiinnt, gemessen

bei einer Wellenlange von 216nm.

conc
Datum [p/ml] 0,1 0,5 1,0 2,5 5,0 7,5 10,0
13.04.2015 | mw1l 0,473213 2,158503 4,317292 10,70261 20,83755 30,15423 | 40,01602
mw 2 0,383461 2,158574 | 4,288075 10,44172 20,17608 30,08404 | 40,23999
mw 3 0,420558 2,07746 4,461312 10,51522 19,49906 29,91066 | 39,78685
13.04.2015 | mw1l 0,438619 2,098056 | 4,231576 | 9,97862 20,19794 29,39192 | 40,76527
mw 2 0,382777 2,096421 4,357636 10,24326 20,68811 29,96066 | 39,96726
mw 3 0,3667 2,126644 | 4,396868 10,34598 20,72641 28,99467 39,54498
14.04.2015 |[|mw1l 0,352859 1,783991 4,094017 | 9,95903 20,2335 28,64423 39,30029
mw 2 0,376225 2,091908 | 4,07927 10,31612 20,00031 28,8483 39,3375
mw 3 0,371724 | 2,118436 | 4,299039 |9,772734 19,76859 28,52315 39,04439
mittelwert | 0,3962373 | 2,0788881 | 4,280565 10,25281 20,236394 | 29,39021 | 39,778061
stabw 0,0393905 | 0,1142058 | 0,128259 | 0,2982461 | 0,4512364 | 0,653817 | 0,5356558
vk(%) 9,9411412 | 5,4935998 | 2,9963 2,9089204 | 2,2298259 | 2,224607 1,3466111

Tabelle 53 Messwerte WAY100634, Methoden-Etablierung

WAY100634

50 y = 3,94629x + 0,20598

R*=0,99973

Area [mAU*s]

12

-20

Konzentration [pug/ml]

Abbildung 38 Standardgerade WAY100634, Methoden-Etablierung
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conc

Datum [pg/ml] 0,1 0,5 1,0 2,5 5,0 7,5 10,0

13.04.2015 mw 1 0,118339 0,860518 2,20492 6,40575 12,73046 19,88062 26,30248
mw 2 0,12149 0,867456 2,36328 6,08203 12,73929 19,89576 26,07285

mw 3 0,145047 0,85096 2,25348 6,28274 12,58767 19,82056 26,46349

13.04.2015 mw 1 0,219077 0,886114 1,97817 5,745351 12,20275 18,68331 24,08855
mw 2 0,160545 0,959031 2,09329 6,21481 13,15178 20,04304 25,30185

mw 3 0,185833 0,954858 2,34719 6,14244 13,00101 19,14108 26,16161

14.04.2015 mw 1 0,17103 0,887859 1,86487 5,933448 13,23987 18,35954 27,00293
mw 2 0,181506 0,920208 2,1373 5,99126 13,37466 19,40185 25,28617

mw 3 0,149693 0,897253 2,26997 6,004852 12,8042 18,74377 25,43765

mittelwert | 0,16139556 | 0,89825078 | 2,168053 | 6,0891868 | 12,870188 | 19,329948 | 25,790842

stabw 0,0321575 | 0,03912403 | 0,167242 | 0,1985963 | 0,3629511 | 0,624186 0,8599951

vk (%) 19,9246751 | 4,35557975 | 7,71393 | 3,2614540 | 2,8200914 | 3,229112 3,334498

Tabelle 54 Messwerte WAY100635, Methoden-Etablierung
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Konzentration [ug/ml]

Abbildung 39 Standardgerade WAY100635, Methoden-Etablierung
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4.7.4.4 Diskussion

Wellenldnge

Die Bestimmung der Absorptionsmaxima erfolgte bei einer Konzentration von 10ug/ml und
ergab fir WAY100635 die Wellenlange 216nm und fiir den Precursor WAY100634 die
Wellenlange 240nm. Die Standardgeraden fiir den Methoden-Transfer wurden jedoch bei
einer Wellenldange von 240nm gemessen, da bei einer niedrigen Konzentration keine Peaks
detektierbar waren. Im Chromatogramm 21 ist gut erkennbar, dass das Basislinienrauschen
unter diesen chromatographischen Bedingungen sehr stark ist, und dadurch die
Substanzpeaks im Rauschen verschwinden (= geringes Signal/Rausch-Verhiltnis). Die

Methoden-Etablierung konnte bei der Wellenldnge von 216nm erfolgen.

0,08
0,06
0,04
0,02
0,00
-0,02
-0, 04
-0,0:
0,08
-0, 11
-0,12

-0,14]

00700 0100 02'00 03'00 04"00 05'00 06'00 07'00 08" 00 08"00

Chromatogramm 21 Gegeniiberstellung der Wellenlidnge 240nm und 216nm, c= 0,5ug/ml

Laufmittelzusammensetzung

Die Publikation [18] enthielt einen Summenfehler der Flussrate vom Tracer WAY100635. Ein
Summenfehler der publizierten Werte bedeutet, dass mit dem Verhaltnis 52% von 90%ACN
und 28% Puffer 9,3, kein Flow von 1 ml/min generiert werden kann, deshalb wurden zwei der

moglichen Varianten der Laufmittelzusammensetzung getestet.

Beim Verhaltnis 72% 90%ACN und 28% Puffer 9,3, konnte die Qualitatskontrolle unter einer

Minute durchgefiihrt werden, allerdings zu Lasten der Trenngiite von WAY100634 und
WAY100635 (siehe Chromatogramm 22).
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L GINA Star station Ramonas - C\GINA_NTNQK new column\QK_WAY\mix_72_28_1]
U & File  Edit Integration Measurement View Window Help BEE

EEM | ‘ EEEEEE==EEEE]
=1l !80 | D0E |0 buea =

may

UV.B (216 nm= 0,5

NAT100634

MATL00635

Piint with grafic

[ Semple desciiption | Audit s of evalugtion | Integration |

Substance | RJT| Type | Area| %Area|  Sel| Cap_fac|
| s| mAU~s| % |

DMSO 16700 BBIM) asA2 47ms 18

WAT100634 2500 BEIM) 2pe8883 M2 13

witir100635 3300 BBIM) 072z 123 13

UV.A (240 nm= 0,4

Sumin ROI 6.428878

VAYLO035

00"00 10"00 20"00 30"00 40"00 50"00 01'00 01'10 01'20 01'30 01'40 0150 min
32"00  Measurement UV A=0,1mAU UV B=05 mAU

Chromatogramm 22 WAY100635 90%ACN / Puffer 9,3, 72:28

Beim Verhaltnis 52% 90%ACN und 48% Puffer 9,3, konnte die Qualitatskontrolle zwar nicht
unter einer Minute durchgefiihrt werden, dafiir stieg aber die Trenngite beider Substanzen

auf einen ausreichenden Wert an (Chromatogramm 23 und Tabelle 55).
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ACN | Puffer9,3 Rt Rt
Flow WAY100634 WAY100635

(B) (D) [ml/min] [sek] AUC [sek] AUC | Selektivitat
0,42 0,58 1 54-597-1°00 | 2,38 2°35-2°43 1,29 | 2,7-2,8-2,9
0,5 0,5 1 39™ 2,44 1'18 1,3 2
0,51 0,49 1 38" 2,53 1'13 1,35 1,9
0,52| 0,48 1 37" 2,41 1'10 1,24 1,9
0,72 0,28 1 25" 2,35 33" 1,44 1,3

Tabelle 55 Versuche zur Findung der Laufmittelzusammensetzung von WAY100634 und WAY100635

Selektivitat

Um eine Selektivitdt von 2,0 zu erreichen, wurde die gelb markierte Einstellung fiir die

Erstellung der Standardgeraden gewahlt. Die Analysezeit des Tracers WAY100635 konnte

dadurch von 8 Minuten 2 Sekunden auf 1 Minute 18 Sekunden gesenkt werden und man gab

sich zufrieden. Bei ndherer Betrachtung der Sachlage ist jedoch zu erwdhnen, dass die

Selektivitat nicht korrekt berechnet wurde, da auf die Eingabe eines ,Totzeit“-Peaks

vergessen wurde. Somit bestehen fir die Zukunft weitere Optionen um die Retentionszeiten

des Tracers zu verbessern.
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5 Diskussion

Methoden-Transfer

Die fur die Qualititskontrolle der Radiotracer [*'C]-L-Methionin, [*!C]-PIB, [*'C]-DASB, [*'C]-
Harmin, [*'C]-MHED und [carbony/*C]-WAY100635 vorliegenden HPLC Methoden wurden auf
eine neue Anlage der Fa. Agilent (Infinity Series 1260) transferiert. Dabei wurden sowohl die
Trennsaulen als auch die Laufmittel der Tracer beibehalten. Durch die Verwendung einer
neuen HPLC Technik (Hybridtechnik zwischen HPLC und (U)HPLC mit Maximaldruck von bis zu
650 bar) wurde eine signifikante Reduzierung der Laufzeiten bei allen Tracern verzeichnet.
Die Reduzierung war auf kirzere Weglangen und geringere Innendurchmesser der

Hochdruckleitungen kombiniert mit dem hoéheren Basisdruck zurlickzufihren.

Methoden-Etablierung

Die durch R. Nakao et al. [18] gezeigte Reduzierung der HPLC-Qualitatskontrolle auf rund 1
Minute brachte einen deutlichen Zeitgewinn innerhalb der gesamten Qualitatskontrolle eines
Radiopharmakons vor Applikation in den Patienten. Vier der sieben in vorliegender
Diplomarbeit bearbeiteten Tracer (PIB, DASB, WAY100635 und L-Methionin) wurden durch
Nakao et al. bereits etabliert. Die Methoden der drei verbliebenen Tracer (Harmin, MHED und
(+)-PHNO) wurden neu entwickelt und zusammen mit den anderen fiir eine Routine-, bzw.
Forschungsanwendung an der klinischen Abteilung fir Nuklearmedizin, AKH Wien etabliert.
Diese Etablierung bedeutete auf der einen Seite eine Anpassung samtlicher Parameter an
oben beschriebene neue HPLC-Anlage, auf der anderen Seite unterzog sich die
Methodenoptimierung der Fragestellung einer moglichen Beibehaltung aller erarbeiteten
Parameter unter Realbedingungen. Realbedingungen bedeutet, dass das fertige Produkt nach
der Radiosynthese in eine fiir den Patienten applizierbare Formulierung gebracht wurde.
Diese Formulierungslosung enthalt einen isotonischen Cocktail an Phosphatpuffer, Kochsalz,
Wasser und eine maximale Menge Ethanol von 10% der Gesamtlosung. Dieser durch die
veranderte Situation gednderte Ausgangszustand an Gesamtkomponenten in der
Analysemischung stellte eine Herausforderung fir eine chromatographische HPLC-

Basislinientrennung von jeweils Precursor und Tracer dar.

Ein besonders wichtiger Vorteil der durch den Zeitgewinn der HPLC-Qualitatskontrolle

erarbeitet wurde, ist der des geringeren Verlustes an Radioaktivitat bedingt durch den
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radioaktiven Zerfall. Bei C-11 reduziert sich im Durchschnitt pro Minute die Aktivitatsmenge
an Radioaktivitat um ca. 3%. Tabelle 56 zeigt den Prozentsatz der, durch die Zeitersparnis

geringeren Reduktion an Aktivitat fur die einzelnen Radiotracer.

Rt [sek] . Rt [sek] _ Zeit= | Aktivitats=
Mittel= Mittel= ) verlust um
Name Methoden- Methoden- gewinn
wert . wert Prozent [%]
Transfer Etablierung [sek] .
verrlngert
[''C]-6-OH- 282-284 283 46-47 46,5 236,5 11,8
BTA-1
[*'C]-Harmin 299-303 301 49-50 49,5 251,5 12,6
[**C]-(+)-PHNO 315 315 61 61 254 12,7
['C]-DASB 354-356 355 53,5 53,5 301,5 15,1
[*'C]-MHED 262 262 51 51 211 10,6
[Carbonyl-''C]- 482 482 78 78 404 20,2
WAY100635

Tabelle 56 Verbesserungen (zusammengefasst)
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6 Zusammenfassung

Die Qualitatskontrolle ist der wichtige Endpunkt nach der Herstellung eines jeden

Arzneimittels, nicht nur fiir Pharmaka, sondern auch fiir Radiopharmaka.
Ziel:

Ziel dieser Arbeit war es erstens, bestehende HPLC-Methoden fiir die Qualitdtskontrolle auf
eine neue HPLC Technik zu transferieren. Zweitens wurden schnelle HPLC-Methoden in der
Qualitatskontrolle entwickelt, da eine HPLC Analyse im Qualitdtskontrollprozess
erfahrungsgemal® am langsten dauert. Dadurch kann wertvolle Analysezeit, bedingt durch die
kurze Halbwertszeit von Kohlenstoff-11 gewonnen werden und es wurde eine HPLC-

Analysezeit von unter einer Minute angestrebt.
Methoden:

Es wurden viele Parameter (mobile Phase, stationdare Phase, Injektionsvolumen,

FlieRgeschwindigkeit) verandert.
Ergebnisse:

Bei vier der sieben Tracer konnte das Ziel, die Messung unter einer Minute durchzufiihren
und unter Realbedingungen erreicht werden. Die durchschnittliche Retentionszeit der Tracer
DASB betragt 53,5 Sekunden, MHED 51 Sekunden, Harmin 49,5 Sekunden und PIB 46,5

Sekunden.

Bei WAY100635 (1 Minute 18 Sekunden) und (+)-PHNO (1 Minute 1) lag die Retentionszeit
knapp Uber einer Minute. Es stehen weitere zukiinftige Optionen fiir die Verbesserung von

WAY100635 zur Verfligung.

Beim letzten Tracer L-Methionin konnte die Methoden-Etablierung nicht angewendet

werden.
Ausblick:

Bedingt durch die Halbwertszeit der Radiopharmaka, kommt hier der Spruch ,Zeit ist
Aktivitatsverlust” zum Tragen. Deshalb versucht man Zeit in gewissen Arbeitsschritten
einzusparen, und da die Qualitatskontrolle ein langes, aber absolutes MUSS ist, ist es sinnvoll

hier die Zeit zu verkiirzen. Mit Anderungen vieler Variablen ist dies auch méglich.
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7 Abstract

Quality control is the important end point after the preparation of each drug, not only for

drugs but also specifically for radiopharmaceuticals.

Purpose:

The aim of this work was firstly to transfer existing HPLC methods for quality control to a new
HPLC technique. Secondly faster HPLC methods have been developed for quality control as a
HPLC analysis in the process according to experience takes the longest amount of time. The
goal was, due to the short half-life of carbon-11, to reduce the time of HPLC analysis for less

than one minute.

Methods:

During the analysis many parameters have been modified e.g. mobile phase, stationary

phase, injection volume and the flow rate.

Results:

The analysis in less than one minute was achieved for four of seven tracers under real

conditions.

The average retention time of DASB was 53,5 seconds, MHED 51 seconds, Harmin 49,5
seconds and PIB 46,5 seconds. The retention time for (+)-PHNO (1 minute 1 second) and WAY
100635 (1 minute 18 seconds) are just over one minute. There are further options to improve
WAY100635. For the last tracer L-methionine the methods-establishment could not be

achieved.

Conclusion:

Because radiopharmaceuticals have a short half-life, here comes the saying "time is loss of
activity" to fruition. Therefore, tries to save time in certain operations, and because the
quality control is a long, but absolute required, it is useful here to reduce time. With changes

of many variables, this is also possible.

Keywords:

PET-Tracer, quality control, carbon-11, Radiosynthesis
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9 AbKkiirzungsverzeichnis

Y, min Minuten

”,sek, s Sekunden

ACN Acetonitril

ADME Absorption, Distribution, Metabolismus, Exkretion
AKH Allgemeines Krankenhaus

AmF Ammoniumformiat

AMG Arzneimittelgesetz

AUC Area under the Curve [mAU*s]

c, conc Concentration, Konzentration

cm Zentimeter

dest destillata, Aqua destillata, destilliertes Wasser
DAD Dioden Array Detektor

DMSO Dimethylsulfoxid

EtOH Ethanol

Fa Firma

g Gramm

GBq Giga Becquerel

GMP Good Manufacturing Practice = gute Herstellungspraxis
HCl Chlorwasserstoff = Salzsaure

HPLC High Pressure Liquid Chromatographie

i.v. intravends
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keV

Kiloelektronenvolt

k.s. kein Signal

LM Laufmittel = mobile Phase

M Molar

MAO-A Monoaminooxidase A

MEK Methylethylketon

ml Milliliter

mM milliMolar

mw Messwert

N Normalitat veraltete Bezeichnung fiir Stoffmengenkonz.
NaCl Natriumchlorid

NaOH Natronlauge, Natriumhydroxid

nm Nanometer

OH Hydroxylgruppe (funktionelle Gruppe der Alkohole/Phenole)
PET Positronen Emissions-Tomographie

pH pH-Wert = negative dekadischer Logarithmus
Ph.Eur. Pharmakopoe Europae, Europaisches Arzneibuch
ppm Parts per mililon

QK Qualitatskontrolle

r Rauschen

RCR Radiochemische Reinheit

RI-Detektor refractive index detector / Brechungsindexdetektor
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Rt, rt, T Retention Time, Retentionszeit

SERT Serotonin Transporter

Stabw Standardabweichung

uv ultraviolett

Vk (%) Variationskoeffizient (%) = (stabw/mittelwert)*100
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14 Anhang

Qualitatskontrolle-Protokoll [*'C]-PIB AKH Wien
Herstellungsprotokoll [**C]-PIB AKH Wien
Versuchstabellen fir die Methoden-Etablierung (+)-PHNO
Versuchstabellen fir die Methoden-Etablierung DASB

Lebenslauf
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14.1 Qualitatskontrolle-Protokoll [11C]-PIB AKH Wien

MEDIZINISCHE Aligemeines Krankenhaus L
UNIVERSITAT der Stadt Wien — Universitatskliniken -
WIEN D'VR: 0000121

¢ mimiohiiche Cripe

Herstellungsprotokoll ''c-FIB Version 03 FM-RCH-067

erstellt von: Prof. Dr. W \Wadsak qiltig ab: 08.12_2011 Seite 3 von 3

Qualitdtskontrolle

[''c]-PIB-Charge: PIB-.............. Datum:
Entspricht Entstpncht Wert
nicht
RCR (HPLC - Radioaktivitiatsdetektor)
Produkt ['"C]PIB =05% ) - % tm= ... min
sonstige Verunreinigung =3% @) L % ta= ... min
sonstige Verunreinigung =3% & S % ta=.......... min
Chemische Reinheit (HPLC — UV Det) 'S - - pgiml tz=___..... ...
“cl-PIB ' 2 .....GBqfumol
6-OH-BTA-0 (Precursor) © R pgiml tr= ...
Radionuklidische Reinheit 1) e
2 e
HWZ (ts) 20,3 + 2min @] ¥ D min
y-Spektrum FPeak bei 430-520keY &S] F‘E ........................... ke
Prifung auf Lésungsmittel (GC - FID)
MEK <5000ppm &) SR ppm
Acetonitril =410ppm ) N ppm
Physikalische Parameter
pH-Wert: 4585 o N
Osmolalitat: 200 — 400 mosm/kg @ E .................. mosmol/kg
Freigabe der Charge
@ ¢
Anmerkung: n.d. nicht detekfierbar /' tg  Refenfionszeit
Formel zur Berechnung der spez. Akfivitdt: as [GBg/pmal]= Ausbeute [GBqlas [ug/mi] x Volumen [mi286, 32 [g/mol])
Durchfithrende Person Kontrollleiter
|Mikrobiologische Untersuchungen
Sterilitat gewahrieistet @ 3
Endotoxine <1.0 EU/ml ®) F
Kontrollleiter
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14.2 Herstellungsprotokoll [11C]-PIB AKH Wien

MEDIZINISCHE Allgemeines Krankenhaus ]
LINIVERSITAT der Stadt Wien — Universitatskliniken L1 |
WIEN DV DOO0191 .

Herstellungsprotokoll ''C-PIB version 03 FM-RCH-067

erstellt von: Prof. Dr. W.Wadsak giltig ab: 0812 2011 Seite

[''C]-PIB-Charge:PIB - .ouveinennnn Datum:
Verwendete Reagentien / Verbrauchsmittel Menge Charge laut Liste
Reaktor 2: Precursor 2mg 0]
MEK (=099 7% 500ul 0
Yorratsgefal 2: HPLC-Eluent 1mi Q
Vorratsgefal 4: NaCl 0,9% ami 8]
Vorratsgefal 5. Ethanol abs. 1,5mil 0]
Yorratsgefal 6: Wasser ad inj. 10ml 8]
Produktsammelgefalti: NaCl 0.9% 4ml 8]
NaCl 3% 1ml ]
Phosphatpuffer 125mM 1mi Q
Julb*: Wasser ad inj. 100ml 0]
C-18 sep pak plus, kenditioniert 1 0]
Produktvial beschriftet mit Sterilfiltern assembliert 1 O
+ MaCl 0.9%, sterilfiltriert Sml Q
Sterilfilter GV 0, 22um (Millex; gelb) 1 (8]
Sterilluftfilter (Millex) 1 0]
Bemerkungen: Akt. Mzl (getrappt): .......... el 0 Uhr} f Akt Re (Getrapptl. . .eeeeee. =T S
Loop waste: ... MBg (..o Uhr} f prep. Peak:Retentionszeit tg= ... mir.
Mach der Synthese:
— SYNTHESEDATEN in Excel eingetragen 4]
= prep. HPLC Chromatogramm ausgedruckt O
= auf Liste Mel-Runs (FM-RCH-02E) eingetragen (4]
Durchfihrende Person Herstellleiter
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14.3 Versuchstabellen fiir die Methoden-Etablierung (+)-PHNO

90 % ACN Rt (+)-
21.04.2015 | Puffer 2,1 (A) | (B) Puffer 9,3 (D) |sek[ "] Flow [ml/min] | HNO Rt (+)-PHNO

1.Versuch 20 80 145" 803

2.Versuch 20 80 45 145" 1'50
50 50

3.Versuch 20 80 30 1|45" 134
60 40

4.Versuch 20 80 30 1|46 131
60 40

5.Versuch 20 80 20 1|45" 1°26
60 40

6. Versuch 20 80 20 1|45" 1°19
70 30

7. Versuch 100 20 1| ks. 1°26
70 30

8. Versuch 20 80 10 1|44 1'14
70 30

9.Versuch 20 80 10 1|45 1°09
70 30

10.Versuch 20 80 10 1,2 | 38" 59"
80 20

11.Versuch 100 10 1,2 | k.s. 107
80 20

12. Versuch 10 90 10 1,2 | k.s. 104
80 20

13.Versuch 20 80 10 1,2 | 38" 57"
90 10

14. Versuch 20 80 20 1,2 | 38" 101
90 10

15.Versuch 100 20 1,2 | ks. 1°05

100

16.Versuch 100 20 1,2 | ks. 118
80 20

17.Versuch 50 50 10 1,2 | ks.
80 20

18.Versuch 20 80 20 1| ks.
80 20

19.Versuch 50 50 20 1,2 | ks.
80 20

20.Versuch 50 50 50 30 1,2 | ks.
80 20
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21.Versuch 50 50 30 1|ks.
50 50
22.Versuch 50 50 40 1| ks.
50 50
23.Versuch 45 55 40 1|37 1'10
50 50
24 Versuch 45 50 30 1,2 30" 59"
50 50
25.Versuch 45 55 20 1,2 28" 53"
80 20
26. Versuch 45 55 20 1,2 31" 59"
50 50
27.Versuch 45 55 10 1,2 | ks. 44>
80 20
28.Versuch 80 20 20 1,2 | ks. 55"
20 80
versuch 25 45 55 20 1,2 | ks. 40™
reproduziert 80 20
Tabelle 57 Versuche(1) - Gradientenelution — (+)-PHNO
flow
22.04.2015 | 90% ACN (B) Puffer9,3 (D) | sek["] [ml/min] Rt (+)-HNO | Rt (+)-PHNO
1.Versuch 30 70 20 1,2 23" 1°00
80 20
2.Versuch 30 70 20 1] ks. 1°08
80 20
3.Versuch 30 70 30 128" 1°28
80 20
4.Versuch 30 70 20 1] ks. 1°08
80 20
5.Versuch 45 55 20 127" 1°05
60 40
6. Versuch 40 60 20 1] k.s. 54"
60 40
7. Versuch 40 60 30 1] ks 101
60 40
8. Versuch 20 80 30 121" 127
60 40
9.Versuch 45 55 20 1] ks 527
49 51
10.Versuch 35 65 20 1] ks 1°04
49 51
11.Versuch 49 51 20 1]ks 44>
60 40
12. Versuch 30 70 30 1] ks 1°02
60 40
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13.Versuch 20 80 30 1,2 34" 1°44
40 60

14. Versuch 20 80 20 1,2 | k.s. 128
40 60

15.Versuch 20 80 30 1,2 | k.s. 126
50 50

16.Versuch 49 51 30 140" 1°07
50 50

17.Versuch 48 52 40 1| ks. 41
50 50

18.Versuch 49 51 30 1,2 | k.s. 34"
50 50

19.Versuch 40 60 30 1,1 | ks. 46"
50 50

20.Versuch 49 51 1] ks. 40"

21.Versuch HNO 20 80 33"

Tabelle 58 Versuche(2) - Gradientenelution — (+)-PHNO

90%
ACN Puffer bis sek | Flow Flow
23.04.2015 | (B) 9,3 (D) |sek[] ™M [ml/min] von | [ml/min] bis | Rt (+)-HNO Rt (+)-PHNO

1. Versuch 49 51 30 1 k.s 417
50 50

2. Versuch 20 80 10 1,2 39" 59"
90 10

3. Versuch 20 80 10 1,2 39" 101
80 20

4. Versuch 30 70 20 1,2 24™ 101
80 20

5. Versuch 30 70 30 1,2 227 104
80 20

6. Versuch 20 80 30 1,2 38" 119
60 40

7. Versuch 20 80 20 1,2 39" 1°09
70 30

8. Versuch 20 80 20 1,2 38" 1'15
60 40

9.Versuch 20 80 20 1,2 38" 1°28
50 50

10. Versuch 20 80 10 1,2 38" 104
70 30

11. Versuch 20 80| 1" 1 1 45" 107
80 20

12. Versuch 50 501" 1 1 20" (k.t.) 39™
80 20

13. Versuch 35 65 (1" 1 1 k.s 1
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80 20
14. Versuch 30 70 |1 1 1 28" 103
80 20
15. Versuch 30 70 |1 1 1 28" 102
90 10
16. Versuch 30 70 |1 1 1 27" 597
100
17. Versuch 30 70 |1 1 1,2 28" 56"
100
18.Versuch 30 70 |1 1 1,3 |ab30s1,0 21" 517
100
19.Versuch 30 701 1 1,3 |ab25s1,0 20" 53"
99 1
20.Versuch 30 701 1 1,3 |ab40s1,0 20" 49
99 1
21.Versuch 30 701 1 1,5|ab40s1,0 18" 43"
99 1
21.Versuch 30 701 1 1,5 |ab40s1,0 18™ 42"
reproduzierbar 99 1
Tabelle 59 Versuche(1) - Gradienten- und Flowanderung — (+)-PHNO
Flow Flow
90% ACN | Puffer sek [ml/min] [ml/min]
24.04.2015 | (B) 9,3(D) |1 bissek "] | von bis Rt (+)-HNO | Rt (+)-PHNO
1.Versuch 30 70| 1" 1 1,6 |ab40s1,0 |16™ 40™
99 1
2.Versuch 30 70 |1 1 1,6 | ab35s1,0 |17 41%
99 1
3.Versuch 30 70 |1 1 1,7 ab35s1,0 | 16" 42"
99 1
4.Versuch 30 70 |1 1 1,7 |ab40s1,0 | 15" 39"
99 1
5.Versuch 30 70 |1 1 1,7 | ab38s1,0 |16™ 38"
99 1
Tabelle 60 Versuche (2) - Gradienten- und Flowdnderung — (+)-PHNO
Flow
27.04.2015 | 100% ACN (B) Puffer 9,3 (D) sek [7] [ml/min] Rt (+)-HNO Rt (+)-PHNO
1 versuch 20 80 1 137" 121
50 50
2 versuch 20 80 1 1|41 1°48
99 1
3 versuch 20 80 1 139" 1°05
80 20
4 versuch 20 80 1 1,2 | 34" 55"
80 20
5 versuch 20 80 1 1,2]38" 124"




99 1

6 versuch 35 65 1 1,2119° 48"
75 25

7 versuch 35 65 1 1]123" 58"
75 25

8 versuch 30 70 1 1]25" 1
80 20

9 versuch 20 80 10 1]25" 120
50 50

10 versuch 10 90 10 1 108
90 10

11 versuch 15 85 1 11114 1°26
99 1

12 versuch 20 80 1 140" 113
60 40

13 versuch 20 80 1 1]36™ 1°08
70 30

14 versuch 20 80 1 1,331 54"
80 20 bis 35™

15 versuch 20 80 1 1,3 |24 54"
90 10 bis 30"

16 versuch 20 80 1 1,3]29" 48"
90 10 bis 50

Tabelle 61 Versuche mit 100% ACN - (+)-PHNO
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14.4 Versuchstabellen fiir die Methoden-Etablierung DASB

Mit 2 Laufmitteln (90% ACN und Puffer pH=9,3)

Flow Rt DASB [sek,
[ml/min] | 90% ACN (B) Puffer9,3 (D) Rt DMSO [sek] | Rt MASB [sek] min] Anmerkung
1 0,68 0,32 15 27 50
1 0,67 0,33 15 28 51 Lotfallung
1 0,62 0,38 15 32 104
1 0,58 0,42 15 36 1'18
1 0,56 0,44 15 38 127
1,5 0,56 0,44 15 25 57
1 0,54 0,46 15 42 1'40
1,5 0,54 0,46 15 27 1°05
1 0,5 0,5 15 49 2°15
Tabelle 62 (1) Versuch zur Findung der Laufmittelzusammensetzung von MASB und DASB
Anderung Flow von Flow bis 90% Puffer9,3 | Rt DMSO | Rt MASB Rt DASB
[ml/min] | [ml/min] | ACN (B) (D) [sek] [sek] [sek, min] | Anmerkung
Flow 1,5 50 sek 50 50 32 123
Zusammensetzung 31sek 68 32
Flow 1,5 60sek 50 50 32 117
Zusammensetzung 31sek 72 28
32+1°05
Flow 1,6 60sek 50 50 10 30 103 Original QK
Zusammensetzung 21sek 72 28
Flow (Druckbeginn 352
Bar) 1,6 60sek 50 50 10 30 102 Druckabfall
Zusammensetzung 21sek 75 25 auf 30Bar
Flow (Druck fallt auf
90Bar steigt wieder 31+57
auf 138Bar) 1,6 60sek 50 50 31 56 Original QK
Zusammensetzung 11sek 72 28

Tabelle 63 (1) Flow- und Laufmitteldnderungen, MASB und DASB

Mit 3 Laufmitteln (90% ACN, 100% Aqua destillata, Ammoniumpuffer pH=9,3)

Flow [ml/min] 90% ACN (B) H20 (C) Puffer9,3 (D) Rt MASB [sek] Rt DASB [sek, min]
1 0,6 0,1 0,3 32 1'10
1 0,6 0,2 0,2 34 111
1 0,6 0,25 0,15 34 112
1 0,55 0,2 0,25 40 1°35
1 0,55 0,25 0,2 40 1'35
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0,55

0,25

0,2

28

1°06

Tabelle 64 (2) Versuche zur Findung der Laufmittelzusammensetzung von MASB und DASB

Anderung Flow von Flow bis 90% AcN Puffer9,3 Rt MASB Rt DASB [sek,
[ml/min] [ml/min] (B) H20 (C) (D) [sek] min]
Flow 1,4 0,55 0,25 0,2 28 1°17
Zusammensetzung 30sek 0,7 0,3
Flow 1,4 0,55 0,2 0,25 28 1'17
Zusammensetzung 30sek 0,6 0,1 0,3
Flow 1,4 60sek 0,55 0,2 0,25 28 1°07
Zusammensetzung 30sek 0,6 0,1 0,3
Flow 1,5 60sek 0,55 0,2 0,25 26 101
Zusammensetzung 30sek 0,6 0,1 0,3
Flow 1,5 60sek 0,55 0,2 0,25 26 1°02
Zusammensetzung 30sek 0,68 0,32
Flow 1,6 60sek 0,55 0,2 0,25 24 57
Zusammensetzung 30sek 0,68 0,32
Flow 1,6 60sek 0,55 0,2 0,25 24 57
Zusammensetzung 21sek 0,72 0,28
Tabelle 65 (2) Flow- und Laufmitteldnderungen, MASB und DASB
Mit 4 Laufmitteln (Puffer pH=2,1, 90% ACN, 100% Aqua dest, Puffer pH=9,3)
[mﬁl/mn] P”f{f\;z'l QO?B?CN H20 (C) | Puffer9,3 (D) Rt[gx]s ° Rt[s'\gﬁls B [sRetk',inf\] Anmerkung
1 0,06 0,47 0,14 0,33 14 25 1'34
1 0,1 0,47 0,2 0,23 15 23 44
1 0,1 0,45 0,45 0 15 - -
1 0,15 0,45 0,2 0,2 15 - -
1 0,1 0,4 0,1 0,4 15 29-31 1°41-1°4,3 Lotfallung
1 0,35 0,35 0,05 0,25 keine eindeutige Trennung
1 0,33 0,34 0 0,33 keine eindeutige Trennung
1 0,1 0,3 0,1 0,5 16 1°04
1 0,2 0,3 0,1 0,4 16 37 1'37 Lotfallung
1 0,1 0,3 0,2 0,4 1°03
1 0,2 0,2 0,2 0,4 17 - -
1 0,33 0,2 0,14 0,33 17 - -
1 0,3 0,6 0,1 0 15 - -

Tabelle 66 (3) Versuche zur Findung der Laufmittelzusammensetzung von MASB und DASB
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