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(57) Abstract: The application describes a method for purifying the reacti-
on mixture in manufacturing radiolabeled compounds, in particular 18F-la-
beled compounds, in particular radiopharmaceuticals, by semi-preparative
or preparative liquid chromatography, wherein the reaction mixture first
passes a pre-purification column filled with RP material, thereby separa-
ting matrix constituents (in particular byproducts and/or solvents) of the re-
action mixture, wherein the actual chromatographic purification of the tar-
get product is subsequently conducted on a separating column, wherein a
RP-HPLC column is preferably used as the separating column.

(57) Zusammenfassung: Die Anmeldung beschreibt ein Vertahren zur
Reinigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von radioaktiv mar-
kierten Verbindungen, insbesondere von 18F-markierten Verbindungen,
insbesondere Radiopharmaka, mittels semipréparativer oder praparativer
Fliissigkeitschromatographie, wobei das Reaktionsgemisch zunéchst eine
Vorreinigungssdule, getiillt mit RP-Material, passiert, wodurch Matrixbe-
standteile (insbesondere Nebenprodukte und/oder Lésungsmittel) des Re-
aktionsgemisches abgetrennt werden, wobei anschlieBend die eigentliche
chromatographische Reinigung des Zielproduktes auf einer Trennséule er-
folgt, wobei als Trennsdule bevorzugt eine RP-HPLC-Séaule verwendet
wird.
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Verfahren und Anordnung zur Reinigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von

Radiopharmaka

Die Erfindung betrifft dic Herstellung von Radiopharmaka, insbesondere in Verfahren und eine

Anordnung zur Reinigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von Radiopharmaka.

Radiopharmaka, insbesondere BE_markierte Radiopharmaka, wie z. B. 6-["*F]fluoro-L3,4-Di-
hydroxyphenylalanin  (['*FJFDOPA), 3-O-methyl-6-["*F]fluoro-L-Dihydroxyphenylalanin
(["*FJOMFD) und ['®FJFMeMcN ((+)-trans-1,2,3,5,6,10b-Hexahydro-6-[4-([ °F]fluoromethyl-
thio)-phenyl]-pyrrolo-[2,1-aJisochinolin), werden bei nuklearmedizinischen Untersuchungen mit
der Positronen Emissions Tomographic (PET) vornehmlich zur Bewertung der prisynaptischen
dopaminergen  Funktion  zur  Tumordiagnostik  und  zur  Bewertung der

Serotonintransporterfunktion im Hirn eingesetzt.

Diese Produkte werden durch die Reaktion eciner geeigneten Vorldufersubstanz (Priakursor)
durch elektophile Substitution mit ['°F]F, in einem geeigneten Losungsmittel (z.B. Freon 11
oder Chloroform) hergestellt. Das ['°F]F,-Gas ist mit ca. 100 uMol nicht-radioaktivem F,
getrdgert. Der Hauptbestandteil des F,-Gases ist somit nicht-radioaktives F. Nach dem
eigentlichen Fluorierungsschritt des Priakursors findet in einem zweiten Prozessschritt die
Abspaltung der Schutzgruppen vom markierten Pédkursormolekiihl statt. Bedingt durch den
Charakter der Reaktion mit ['*'°F]F, kann die maximale Aktivititsausbeute an dem markierten
Produkt theoretisch nur 50% betragen. Als Nebenprodukt entsteht bei der Reaktion eine
erhebliche Menge an Fluorid (['*F]Fluorid und ['’F]Fluorid). In einem dritten Reaktionsschritt
wird das Reaktionsgemisch gereinigt und das Endprodukt isoliert. Bei der Reinigung des
Reaktionsgemisches wird die semipéparative HPLC verwendet. Gegenstand der Erfindung ist

die Verbesserung dieses Reinigungsschrittes.

Nach dem Stand der Technik erfolgt dicse Reinigung mit Hilfe der Umkehrphasen-
Chromatographie (reversed-phase chromatography, RP-Chromatographie) unter Verwendung
einer HPLC-Séule, die mit RP- Trennmaterial auf der Basis von Kieselgel (silica gel) gefullt st
[1, 2]. Problematisch bei dieser Art der HPLC- Reinigung ist die Abtrennung des ['*F]Fluorids
vom Ziclprodukt. Der Peak des Zielproduktes eluiert auf dem ,,Tailing* des ['*F]Fluorid-Peaks
und ist somit mit ['*F]Fluorid und ['*F]Fluorid verunreinigt [3]. Dies wird durch die freien OH-

Gruppen des Kieselgelmaterials und deren Anionenaustauscheigenschaft verursacht.
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Es sind bereits Verfahren zur Verbesserung der Reinigung des Reaktionsgemisches bei der
Herstellung von 6-["*F]fluoro-L-DOPA [1] und 3-O—methyl-6-[lSF]ﬂuoro-L-DOPA [2] bekannt.
Dabei werden an Stelle der bislang benutzten HPLC-Séulen, welche mit RP-Trennmaterial auf
der Basis von Kieselgel gefiillt sind, HPLC-Sdulen mit RP-Trennmaterial auf der Basis von
Polymeren verwendet. Da das Polymermaterial keine Anionenaustauscheigenschaften besitzt,
wird kein ,,Tailing des ['*F]Fluorid-Peaks beobachtet und die Reinheit des Endproduktes kann
verbessert werden. Nachteilig an dieser Methode ist, dass zum Einen die Trennleistung der
HPLC-Sdulen auf Polymerbasis geringer ist als bei HPLC-Sdulen auf der Basis von Kieselgel
und zum Anderen bei der Herstellung von [ *FJFDOPA lingere Trennséulen (2 Trennsdulen mit
einer Gesamtlinge von 500 mm) zum Einsatz kommen miissen, um ausreichende Retention und
ausreichende Trennwirksamkeit zu erreichen. Der Einsatz von zwei Séulen verursacht hdhere
Kosten. Im Ergebnis der reduzierten Trennwirksamkeit der HPLC-Saulen auf Polymerbasis
kommt es bei der Reinigung von ['*FJOMFD zu unzureichender Reinheit. Auch im Falle der
Herstellung von ['"*FJFDOPA kann es zu unzureichender Reinheit kommen, wenn zum Einen der
Anteil des ['°F]Fluorids im Reaktionsgemisch sehr hoch ist (im Falle niedriger
Reaktionsausbeuten beim Fluorierungsschritt), kann der ['°*F]Fluorid-Anteil in der ['*F]JFDOPA-
Fraktion tiber 5% anwachsen und liegt damit auflerhaib von Giblichen Spezifikationen filir die
radiochemische Reinheit bei der Radiopharmakaherstellung und zum Anderen ist die Trennung

vom DOPA und ['*F]JFDOPA unzureichend.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass beide Verfahren zur HPLC-Reinigung auf der
Basis von Kieselgel-Trigermaterial und Polymertrdgermaterial Nachteile bei der Reinheit des zu
reinigenden Endproduktes aufweisen, da nur eine unzureichende Reinheit des Endproduktes

erzielt wird.

Das Radiopharmakon ["*FJFMeMcN  ((+)-trans-1,2,3,5,6,10b-Hexahydro-6-[4-(['*F]fluoro-
methylthio)-phenyl]-pyrrolo-[2,1-alisochinolin) wird bei nuklearmedizinischen Untersuchungen
mit PET vornechmlich zur Bewertung der Serotonintransporterfunktion im Hirn verwendet.

Die Herstellung von ['’FJFMeMcN basiert auf der ["*F]Fluormethylierung eines geeigneten
Thiolates, das als Intermediat aus einem entsprechenden Thioester-Prakursor durch Umsetzung
mit einer Base freigesetzt wird. Zundchst wird in Anwesenheit des Phasentransferkatalysators
Kryptofix® 222 und Kaliumkarbonat das nicht mit Triger versetzte [°F]Fluorid in einer

nukleophilen Substitution mit Dibrommethan zum fliichtigen ['°F]Fluormethylbromid
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umgesetzt. Das ["*F]Fluormethylbromid wird nach gaschromatographischer Reinigung in die
entsprechende Losung des Thiolatl in Dimethylformamid (DMF) eingeleitet, um das gewiinschte
["*F]FMeMcN zu bilden. Mittels semipréparativer RP-Chromatographie unter Verwendung einer
HPLC-S&ule, die mit RP-Trennmaterial auf der Basis von Kieselgel (silica gel) gefiillt ist, wird
das Produkt unter Verwendung von Acetonitril und wéssriger Ammoniumformiat-Losung
abgetrennt. Nach starker Verdiinnung der Produktfraktion mit Wasser erfolgt eine
Festphasenextraktion an einer RP-18-Kartusche, um die unerwiinschte Bestandteile (Acetonitril,
Ammoniumformiat und das Losungsmittel der Fluorierungsreaktion DMF) abzutrennen. Nach
Waschen der Kartusche mit Wasser wird das Produkt mit einer kleinen Menge Ethanol (1 ml)
cluiert und danach in eine injektionsfahige Form gebracht [5].

Es hat sich gezeigt, dass sich wihrend der Festphasenextraktion durch den zeitweise hohen
Wassergehalt die Stabilitat von ['°F]JFMeMcN verringert und damit auch die Reinheit des
Endproduktes in Bezug aus Zersetzungsprodukte von ['*F]JFMeMcN. Verwendet man Ethanol
(60%)/wissrige NH4OAc-Losung als Elutionsmittel fiir die HPLC-Reinigung, ist keine
Festphasenextraktion zur Abtrennung des Losungsmittels des Eluenten erforderlich und man
erhilt direkt aus dem Eluat der HPLC-Reinigung eine stabile Wirkstofflésung, die durch
Verdiinnen und Sterilfiltration in eine injektionsfahige Form iiberfiihrt werden kann. Allerdings
findet man nach diesem Reinigungsverfahren groBBere Mengen des verwendeten
Reaktionslosungsmittels DMF in  der Wirkstofflosung. Hier besteht die Gefahr einer

Grenzwertliberschreitung durch den Losungsmittelrest.

Die radiopharmazeutischen Anforderungen an die Reinheit des Produkts sind sehr hoch.
Radioaktive Nebenprodukte (radiochemische Verunreinigungen, wie z. B. ['*F]Fluorid) sind zu
vermeiden, da sie zu einer unerwiinschten Hintergrundstrahlung und damit zu einem
verringerten Kontrast im Tomogramm und zu unnétiger Strahlenbelastung des Patienten fiithren.
Damit wird eine zuverlédssige diagnostische Aussage der nuklearmedizinischen Untersuchung
erschwert. Des Weiteren sind auch chemische Verunreinigungen in der Produktlosung zu

vermeiden um unerwiinschte Wirkungen des Radiopharmakons auszuschlieen.

Aufgabe der Erfindung ist es somit ein vereinfachtes und verbessertes Verfahren und eine
Anordnung zur Reinigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von Radiopharmaka,
insbesondere '*F-markierte Radiopharmaka, wie z. B. ['"*FIFDOPA und ["*FJOMFD sowic
["*F]JFMeMcN, anzugeben.
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Erfindungsgemal wird die Aufgabe durch die in den Patentanspriichen aufgefiihrten Merkmale
geldst.

Nach der eigentlichen Synthese der markierten Zielverbindung (Produkt) muss diese
Zielverbindung aus dem Reaktionsgemisch mit Reaktionsnebenprodukten und Losungsmittel
mit hoher Reinheit isoliert werden. Fiur diese Abtrennung wird haufig die
Flissigkeitschromatographie (LC) cingesetzt. Nach dem Stand von Wissenschaft und Technik
wird das Reaktionsgemisch direkt mit Hilfe eines Injektionsventiles und einer Injektionsschleife
auf diec HPLC-Séule injiziert. Die Zielverbindung wird anschlieBend séulenchromatographisch

gereinigt.

ErfindungsgemalB gelost wird die Aufgabe durch ein Verfahren zur Reinigung des
Reaktionsgemisches bei der Herstellung von radioaktiven, insbesondere F-markierten
Verbindungen, insbesondere von Radiopharmaka mittels praparativer oder semipriparative
Flissigkeitschromatographie, insbesondere prédparativer oder semipriparativer HPLC
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie - engl. high performance liquid chromatography),
wobei eine Kombination von LC-Séulen mit zum Teil unterschiedlicher Selektivitit verwendet

wird.

Zur Reinigung des Reaktionsgemisches wird eine Vorséule als Vorreinigungssdule, gefillt mit
RP-Material (Reversed Phase Material), zur Abtrennung des bei der Reaktion verwendeten
Losungsmittels (Matrix) bzw. unerwiinschter Nebenprodukte verwendet, wihrend die
eigentliche chromatographische Trennung des Reaktionsgemisches auf einer HPLC-Saule
(nachfolgend ,,Trennsdule), bevorzugt einer RP-HPLC-Sdule, durchgefiihrt wird. Durch
Vorreinigungssdule werden Matrixbestandteile  (insbesondere Nebenprodukte und/oder
Losungsmittel) des Reaktionsgemisches abgetrennt. Die Matrixbestandteile passieren die
Vorreinigungssdule ohne an diese zu binden und werden direkt abgefiihrt (z. B. in einen
Abfallbehilter). Durch einen Waschschritt werden das Totvolumen und damit die restlichen
Matrixbestandteile nahezu quantitativ von der Vorreinigungssédule entfernt. Vorteilhaft werden
somit die Matrixbestandteile bereits durch die Vorreinigungssdule nahezu quantitativ aus dem

chromatographischen System entfernt und gelangen erst gar nicht auf die Trennsaule.

Die Trennséule ist bevorzugt gefullt mit einem RP-Material auf Basis von Kieselgel (auch

Silikagel genannt), vernetzten synthetischen organischen Polymeren (z. B. Polyvinylalkohol,
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Polystyrol, Copolymere von Styrol und Divinylbenzol oder Polymethacrylate), Aluminiumoxid,
Titandioxid, Zirkondioxid, porésem Kohlenstoff oder deren chemischen Modifizierungen. Die
Vorreinigungssdule kann je nach Anwendungsfall ebenfalls mit einem der genanten Materialien
befullt werden, wobei die Materialien fiir Trennsdule und Vorreinigungssiule gleich oder

unterschiedlich sein konnen.

Die erfindungsgemiBe Kombination aus Vorreinigungssdule und Trennsdule wird durch eine
Sédulenschalttechnik realisiert, wobei an Stelle der tiblicherweise am Injektionsventil montierten

Dosierschleife (s. Abb.1) eine Vorreinigungssaule (s. Abb. 2 und 3) zum Einsatz kommit.

Bevorzugt wird eine online Reinigung und Konzentration des Produktes aus dem
Reaktionsgemisches mit Hilfe eciner Sdulenschalttechnik unter Verwendung eines
herkdmmlichen HPLC-Injektionsventils als Probenaufgabesystem realisiert. Dabei wird jedoch
eine HPLC-Vorreinigungssdule, gefiillt mit RP-Material, anstelle der normalerweise

verwendeten Dosierschleife an einem 2-Positions-6-Wege-HPLC-Injektionsventil montiert.

Diese Technik erlaubt die Anwendung des Verfahrens durch die einfache Modifikation einer
bestehenden Anlage, ohne weitere zusitzliche Hardwarekomponenten. Diese Vorreinigung ist

leicht zu automatisicren und liasst sich vorteilhaft fernbedient durchfiihren.

Der wesentliche Vorteil bei der Anwendung des erfindungsgemiflen Verfahrens liegt in der
Erreichbarkeit einer héheren Reinheit des Endproduktes durch das neue Verfahren zur HPLC-

Reinigung des Reaktionsgemisches.

Aullerdem treten weitere nachstehend aufgefithrte Vorteile auf:

1. Bei der Herstellung von ['*FJFDOPA ist es nicht mehr erforderlich mit zwei HPLC-S4ulen
von je 250 mm Lénge zu arbeiten, da die Retention und die Trennwirkung einer RP-HPLC-
Sidulen auf der Basis von Kieselgel mit einer Ldnge von 250 mm ausreichende

Trennergebnisse liefert.

2. Mit der Sdulenschalttechnik mit Riickelution wird eine Aufkonzentrierung der Substanzen
auf der Vorreinigungssiule erreicht und das Injektionsvolumen auf die Trennsaule wird

reduziert, wodurch die Trennung auf der Trennsédule verbessert wird.
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3. Das Verfahren kann ohne zusitzlichen gerdtetechnischen Aufwand realisiert werden,
indem man di¢c Vorsidule, dic normalerweise als Schutzsdule dem Schutz der Trennsdule
dient und direkt vor dieser in Reihe geschalten ist (s. Abb. 11) als Vorreinigungssaule am

Injektionsventil montiert (s. Abb. 2 und Abb. 3).

4. Eine zusitzliche Pumpe und Dosiervorrichtung, wie sie fir dic Anwendung in der
analytischen HPLC beschrieben wird (s. Abb. 4 Anreicherungsmethode zur Anreicherung
des Zielproduktes & Matrixabtrennung —~& Abb. 5 — Stripping Methode zur Abtrennung

von Matrixkomponenten) sind nicht erforderlich.

Im Folgenden wird das erfindungsgeméBe Verfahren anhand zweier Anwendungsmdglichkeiten,
a.) zur Abtrennung von storenden Nebenprodukten und

b.) zur Abtrennung des (bei der Herstellung verwendeten) Losungsmittels

erldutert.

Die erste Anwendungsméglichkeit zur Abtrennung von stérenden Nebenprodukten kann
vorteilhaft insbesondere zur Reinigung von Produkten, dic durch elektrophile Substitution
hergestellt werden, eingesetzt werden. Bei diesen Prozessen ist das Prékursormolekiil mit
Schutzgruppen versehen, die nach der elektrophilen Substitution abgetrennt werden. Dies betrifft
insbesondere die Herstellung von '®F-markierten Radiopharmaka 6-['°F]fluoro-L-DOPA
(["*F]FDOPA) und 3-O-methyl-6-[ *F]fluoro-L-DOPA (["*FJOMFD) oder anderen Produktion,
die durch Fluorierung mit F,-Gas (insbesondere ['*F]F,), gewonnen werden.

Durch das erfindungsgemiBe Verfahren werden hier vorteilhaft insbesondere die

radiochemische Verunreinigung ['*F]Fluorid abgetrennt.

Die zweite Anwendungsmoglichkeit zur Abtrennung eines unerwiinschten Losungsmittels,
insbesondere aprotischen organischen Losungsmitteln kann beispielsweise bei der Herstellung
des '®F-markierten Radiopharmakons ["®FJFMeMcN  durch nukleophilen  Fluorierung vom

verwendeten Losungsmittel Dimethylformamid eingesetzt werden.

Das RP-Material der HPLC-Vorreinigungssidule wird fiir die Abtrennung von unerwiinschten
Nebenprodukten (erste Anwendungsmoglichkeit), die insbesondere bei der Herstellung von

['"*FJFDOPA und ['*F]JOMFD auftreten, verwendet. Vorzugsweise ist das RP-Material der
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HPLC-Vorreinigungssiule auf Polymerbasis hergestellt, bevorzugt werden hydrophobe
synthetische organische Polymere, wie z. B. Copolymere von Styrol und Divinylbenzol,

Polystyrol oder Polymethacrylate.

Der Erfindung liegt insoweit der Gedanke zu Grunde, durch die Kombination der
unterschiedlichen Selektivitdt von HPLC-Séulen auf Polymerbasis von HPLC-S4ulen auf Basis

von Kieselgel mit der hohen Trennwirkung die Reinheit der Produkte verbessert werden kann.

Alternativ wird das RP-Material der HPLC-Vorreinigungssdule flir dic Abtrennung eines
organischen Losungsmittels (zweite Anwendungsmoglichkeit), welches insbesondere bei der
Herstellung von [°FJFMeMcN anfillt, verwendet. Hier ist das RP-Material der HPLC-
Vorreinigungssdule bevorzugt aus Kieselgel. Wenn es keine chemischen bzw.
chromatographische Griinde fiir die Verwendung von Sdulen unterschiedlicher Selektivitit gibt,
ist immer RP-Material auf der Basis von Kieselgel das Material der Wahl, da mit diesem
Trigermaterial Trennungen mit hoherer Effizienz erreicht werden kénnen. Bei Kieselgel ist die
Oberfache mit Alkylketten modifiziert, damit es hydrophobe Eigenschaften erhdlt — bei
Polymermaterial ist die Oberfliche ohne Modifizierung hydrophob.

Als Triagermaterial fiir dic HPLC-Vorreinigungssidule kommt je nach Applikation RP-Material
auf der Basis von Kieselgel oder Polymeren zum Einsatz. Dabei sind die KenngréBen
(Partikelform, Porengréfe, Oberfliche, Stabilitdt) fir das Trigermateial mit normalen
kommerziellen Materialien, die fiir die praparative/semipriaparative Trennungen verwendet
werden, vergleichbar.

Im Unterschied zur Trennsdule muss man die PartikelgroBe des Tragermaterials fiir die HPLC-
Vorreinigungssdule so wéhlen, dass der Transport der Fliissigkeiten (Reaktionsgemisch,
Spiilfliissigkeit) durch die Saule mit Hilfe eines Gasiiberdruckes (z.B. 1 — 4 bar) realisiert
werden kann. Dies bedeutet, dass Tragermaterialien mit groBBeren PartikelgroBen als fiir die
Trennsdule zum Einsatz kommen, wo tiblicherweise eine Pumpe fir den Transport der
Flussigkeit (Eluent) verwendet wird. Dazu kann man Trigermaterial auf Polymerbasis mit
PartikelgroBe von z.B. ca. 12 um bei einer Sdulendimension von 50 mm Lédnge und 8§ mm
Innendurchmesser verwenden. Bei der Verwendung von Trigermaterial auf der Basis von
Kieselgel kann Trigermaterials mit einem Partikeldurchmesser von ca. 30 um bei einer
Saulendimension von 60 mm Lénge und 8 mm Innendurchmesser verwendet werden. Solche

HPLC-Vorreinigungssiulen sind im Handel als Vor- oder Schutzsdulen verfligbar.
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Die Erfindung betrifft auch die Verwendung einer Anordnung enthaltend
i.  ein Probenaufgabesystem mit einer Vorreinigungssaule, gefiillt mit RP-Material, und

ii.  eine RP-HPLC-Siule auf Basis von Kieselgel als Trennsédule

zur Reinigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von radioaktiv markierten
Verbindungen, insbesondere Radiopharmaka. Das Probenaufgabesystem enthilt bevorzugt ein
HPLC-Injektionsventil wobei die Vorreinigungsséule anstelle einer Dosierschleife an einem 2-

Positions-6-Wege-HPLC-Injektionsventil montiert ist.

Die erfindungsgemiBe Anordnung der einzelnen Komponenten ist in den Abbildungen 2 und 3
schematisch dargestellt.

Bei der online Reinigung des Reaktionsgemisches geht man bevorzugt wie folgt vor:

Variante A: Riickelution (auch beispiclhaft erldutert durch Abb. 2):

Die Vorreinigungssiule X wird am HPLC Injektionsventil I, bevorzugt an den Anschliissen 3
und 6, mit Hilfe eine Kapillarleitung angeschlossen. Das Reaktionsgemisch wird aus einem
Reservoir (z.B. dirckt aus dem Reaktionsgefdl IX) durch Beaufschlagen mit Druck des
Hilfsgases VII durch die Vorreinigungssdule X gedriickt. Dabei befindet sich das
Injektionsventil I in der Stellung ,,Load*. Ein Filter XI dient der Abtrennung von Feststoffen
und Gasblasen aus dem Reaktionsgemisch. Das Zielprodukt wird in der Vorreinigungssdule X
sorbiert, wihrend die verdriangte Fliissigkeit iiber einen Uberlauf, bevorzugt am Anschluss 2,

zum Abfall VI gelangt.

Danach wird die Vorreinigungssidule X mit Waschlosung eluiert, um unerwiinschte Bestandteile
des Reaktionsgemisches (vorrangig ['*F]Fluorid und Lsungsmittel) von der Vorreinigungsséule
X zu spiilen. Das Volumen der Spilflissigkeit ist so bemessen, dass die Matrixbestandteile
(Nebenprodukte, Losungsmittel) von der Sdule eluiert werden aber die Ziclsubstanz auf der

Siule retardiert (zurlickgehalten) wird.

Danach wird das Injektionsventil 1 in die ,Inject“-Position gebracht. Dabei wird die
Vorreinigungssiule X in Reihe mit der Trennséule III geschalten. Die Vorreinigungssédule X ist
so an dem Injektionsventil angeschlossen, dass der Eluentenstrom, der durch die HPLC-Pumpe

IV gefordert wird, die Vorreinigungssdule X im Vergleich zur Proben- und Waschlgsung in
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umgekehrter Richtung durchstromt. Damit werden die auf der Vorreinigungssiule X
verblicbenen Bestandteile des Reaktionsgemisches zuriick eluiert. Durch diese Rickelution
findet eine Konzentrierung der Ziclsubstanz statt und sie wird quasi gleichzeitig von der

Vorreinigungssiule X auf dic Trennséule III als Bolus injiziert.

AnschlieBend findet eine normale Auftrennung der auf der Vorreinigungssiule X retardierten
Bestandteile des Reaktionsgemisches auf der Trennséule III statt, wobei die Matrixbestandteile

schon abgetrennt sind.

Variante B: Vorelution (auch beispielhaft erldutert durch Abb. 3)

Einen vergleichbaren Effekt kann man erreichen, wenn man im Unterschied zur Variante 1 die
Anschliisse, an dic das Reaktionsgefal IX und der Abfallbehilter VI, angeschlossen sind
(bevorzugt die Anschliisse 1 und 2), am Injektionsventil vertauscht, d. h. die Vorreinigungssaule
X ist in dieser Variante so an dem Injektionsventil angeschlossen, dass der Eluentenstrom, der
durch die HPLC-Pumpe IV gefordert wird, die Vorreinigungssaule X im Vergleich zur Proben-

und Waschlésung in derselben Richtung durchstromt.

Auch in dieser Variante wird das Reaktionsgemisch aus einem Reservoir (z.B. direkt aus dem
ReaktionsgefdB IX) durch Beaufschlagen mit Druck des Hilfsgases VII durch die
Vorreinigungssdule X gedrickt. Dabei befindet sich das Injektionsventil 1 in der Stellung
,Load“. Ein Filter XI dient der Abtrennung von Feststoffen und Gasblasen aus dem
Reaktionsgemisch. Das Zielprodukt wird in der Vorreinigungssdule X sorbiert, wihrend die
verdringte Fliissigkeit iiber einen Uberlauf, bevorzugt am Anschluss 2, zum Abfall VI gelangt.
Danach wird die Vorreinigungssdule X mit Waschldsung eluiert, um unerwiinschte Bestandteile
des Reaktionsgemisches (vorrangig ['*F]Fluorid und Losungsmittel) von der Vorreinigungssiule
X zu spiulen. Das Volumen der Spilflissigkeit ist so bemessen, dass die Matrixbestandteile
(Nebenprodukte, Losungsmittel) von der Sdule eluiert werden aber die Zielsubstanz auf der

Séule retardiert (zuriickgehalten) wird.

Danach wird das Injektionsventil T in die ,Inject“-Position gebracht. Dabei wird die
Vorreinigungssiule X in Reihe mit der Trennsiule TII geschalten.
In dieser Variante durchstromt der Eluent jedoch nachdem man das Injektionsventil in die

Position ,,Inject gestellt hat die Vorreinigungssdule X in der derselben Richtung wie die
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Proben- und Waschlésung. Damit werden die in der Vorreinigungssdule X verbliebenen
Bestandteile des Reaktionsgemisches in die gleiche Richtung weiter eluiert und Bestandteile
werden in der Reihenfolge wie sie von der Vorreinigungssdule eluiert werden auf Trennsdule
uberfihrt. AnschlieBend findet die weitere Auftrennung der Bestandteile des
Reaktionsgemisches statt, wobei die Matrixbestandteile abgetrennt sind.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Abbildungen und Ausfiihrungsbeispiele und

Vergleichsbeispiele ndher erlautert ohne auf diese beschrénkt zu sein.

Dabei werden folgende Bezugszeichen verwendet:

| HPLC Injektionsventil
II Injektionsschleife

111 HPLC Séule

v von HPLC Pumpe

v von Reaktionsgefal3
VI zum Abfall

VII  Eingang Hilfsgas

VIII  Eingang Spulflussigkeit
IX Reaktionsgefal3

X Vorreinigungssiule
X1 Filter

XII  Schutzsdule

................

Das Reaktionsgemisch wird gepunkelt dargestellt (

Fillung (N\\\ ), das Hilfsgas durch ungefiillte Bereiche (
Schraffur links oben nach rechts unten (<) ynd die Flussrichtung durch Pfeile ( — )

). Der Eluent wird durch ecine

), die Spiulfiissigkeit durch eine

dargestellt. Das Zielprodukt wird durch eine Schraffur von links unten nach rechts oben
(72 ) dargestellt.

Abb. 1 zeigt eine am Injektionsventil montierte Dosierschleife (Vergleichsbeispiel), welche nach
dem Stand der Technik Ublicherweise zum Auftragen einer Probe auf eine semipridparative

HPLC Siule verwendet wird.

Abb. 1a zeigt das Injektionsventil in Ausgangsposition (Injektposition).
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Abb. 1b zeigt das Injektionsventil in Beladeposition zum partiellen Befiillen der Injektions-

schleife mit der Probe (Reaktionsgemisch).

Abb. 1¢ =zeigt das Injektionsventil in Beladeposition zum partiellen Befiillen der
Injektionsschleife mit Spiilfliissigkeit.

Abb. 1d =zeigt das Injektionsventil in Injektionsposition zum Auftrag der Probe
(Reaktionsgemisch) & Spiilflissigkeit auf die HPLC Séule.

Abb. le zeigt das Injektionsventil in Injektionsposition nach der Reinigung des

Reaktionsgemisches ist das System bereit fiir ndchste Trennung.

Abb. 2 zeigt schematisch eine erfindungsgemifle Anordnung zur Online Vorreinigung einer
Probe (Reaktionsgemisch) unter Verwendung c¢ines HPLC Injektionsventils mit

Vorreinigungsséaule - Variante A — mit Riickelution.
Abb. 2a zeigt das Injektionsventil in Ausgangsposition (Injektposition).

Abb. 2b zecigt das Injektionsventil in Beladeposition beim Dosieren der Probe
(Reaktionsgemisch) auf die Vorreinigungssiule.

Abb. 2c¢ zeigt das Injektionsventil am Ende der Dosierung der Probe (Reaktionsgemisch) auf die
Vorreinigungssaule.

Abb. 2d zeigt das Injektionsventil in Beladeposition nach dem Einfiillen der Spiilfliissigkeit in
das Reaktionsgefil3.

Abb. 2e zeigt das Injektionsventil in Beladeposition beim Dosieren der Spiilfliissigkeit auf die
Vorreinigungssiule.

Abb. 2f zeigt das Injektionsventil in Beladeposition am Ende der Dosierung der Spiilflissigkeit
auf die Vorreinigungsséule.

Abb. 2g zeigt das Injektionsventil in Injektposition zum Dosieren der Probe & Spiilflissigkeit
auf dic HPLC Sédule (Trennséule).

Abb. 2h zeigt das Injektionsventil in Injektposition bei der Reinigung der Probe auf der HPLC

Séule (Trennsdule).

Abb. 3 zeigt schematisch eine erfindungsgemifle Anordnung zur Online Vorreinigung einer
Probe (Reaktionsgemisch) wunter Verwendung c¢ines HPLC Injektionsventils mit

Vorreinigungssaule - Variante B — mit Vorelution.
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Abb. 3a zeigt das Injektionsventil in Ausgangsposition (Injektposition).

Abb. 3b zeigt das Injektionsventil in Beladeposition beim Dosieren der Probe

(Reaktionsgemisch) auf die Vorreinigungssiule.

Abb. 3¢ zeigt das Injektionsventil am Ende der Dosierung der Probe (Reaktionsgemisch) auf die

Vorreinigungssiule.

Abb. 3d zeigt das Injektionsventil in Beladeposition nach dem Einfiillen der Spulflissigkeit in
das Reaktionsgefaf.

Abb. 3e zeigt das Injektionsventil in Beladeposition beim Dosieren der Spiilfliissigkeit auf die

Vorreinigungssaule.

Abb. 3f zeigt das Injektionsventil in Beladeposition am Ende der Dosierung der Spilflissigkeit

auf die Vorreinigungsséule.

Abb. 3g zeigt das Injektionsventil in Injektposition zum Dosieren der Probe & Spiilfliissigkeit
auf die HPLC Séule (Trennsaule).

Abb. 3h zeigt das Injektionsventil in Injektposition bei der Reinigung der Probe auf der HPLC

Saule (Trennsiule).

Abb. 4 zeigt zum Vergleich eine aus dem Stand der Technik bekannte Anordnung zur

Anreicherung des Zielproduktes und Matrixabtrennung fiir analytische Zwecke.

Abb. 5 zeigt zum Vergleich eine Aus dem Stand der Technik bekannte Anordnung zum
Stripping (Abtrennung von Matrixkomponenten) fiir analytische Zwecke.

Abb. 6 zeigt schematisch cine kommerzielle Anlage zur Herstellung von ['°*F]JFDOPA, in
welcher die HPLC-Aufreinigung erfindungsgemil modifiziert wurde. Dabei wurde die

Injektionsschleife durch eine Vorreinigungssédule zur online Festphasenextraktion ersetzt.

Die Chromatogramme in den Abb. 7 bis Abb. 10 werden nachfolgend in den
Ausfiihrungsbeispielen erldutert. Auf der X-Achse wird jeweils die Zeit in Minuten angegeben.
Auf der Y-Achse werden entweder die Werte des Gamma-Detektors (cps counts per second -
Zdhlschritte pro Sekunde) oder die Werte des UV-Detektors (mAU = milli-absorbance-units —

Milli-Absorbtionseinheiten) aufgetragen.

Abb. 11 zeigt zusitzlich zu der Anordnung aus Abb. 1 eine nach dem Stand der Technik in

Reihe vor die Trennsidule montierte Vor- bzw. Schutzsiule.



WO 2010/088901 PCT/DE2010/050005
13

Ausfithrungsbeispiel 1: online Vorreinigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von

["*FIFDOPA

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Vorreinigung ecines Reaktionsgemisches bei der
Herstellung von ['*FJFDOPA in der HPLC-Anlage gemiB Abb. 6 erldutert.
Di¢ Herstellung von [*FJFDOPA wird wie im Stand der Technik [3] beschrieben durchgefiihrt.

Das so erhaltene und zu reinigende Reaktionsgemisch enthélt folgende Komponenten:
['*FIFDOPA als gewiinschtes Produkt,
e DOPA, ["*F]/["F] Teilhydrolysate des fluorierten Prikursors,
e Verunreinigung von ['*F]Fluorid und ['*F]Fluorid,

e Losungsmittel und Séure.

Zur online Reinigung des Reaktionsgemisches geht man erfindungsgemafl wie folgt vor:

I. Das Reaktionsgemisch wird aus einem Reservoir (z.B. direkt aus dem Reaktor) durch
Beaufschlagen mit Druck durch die Vorreinigungssiule gedriickt. Dabei befindet sich das
Injektionsventil in der Stellung ,,Load. Ein Filter dient der Abtrennung von Feststoffen
und von Gasblasen aus dem Reaktionsgemisch. Das Zielprodukt wird in der Saule sorbiert,
wihrend die verdriingte Fliissigkeit iiber einen Uberlauf zum ,,WASTE* gelangt. Danach
wird die Vorreinigungssdule mit Waschlosung aus den Vorratsgefifien 3 & 4 eluiert, um
Matrixbestandteile des Reaktionsgemisches (vorrangig ['°F]Fluorid) von der
Vorreinigungssiule zu spiilen. Das Volumen der Waschlosung mit 4 ml ist so bemessen,
dass die Matrixbestandteile von der Siule cluiert werden aber die Zielsubstanz ['*FJFDOPA

auf der Séule retardiert (zurlickgehalten) wird.

II. Danach wird das Injektionsventil in die ,Inject“-Position gebracht. Dabei wird die
Vorreinigungssdule in Reihe mit der Trennsédule geschalten. Die Vorreinigungssiule ist so
an dem Injektionsventil angeschlossen, dass der Eluentenstrom, der durch die HPLC-
Pumpe gefordert wird, die Vorreinigungssdule im Vergleich zur Proben- und Waschlésung
in umgekehrter Richtung durchstromt. Damit werden die auf der Vorreinigungssiule
verbliebenen Bestandteile des Reaktionsgemisches zuriick eluiert. Dadurch diese
Riickelution findet eine Konzentrierung der Bestandteile statt und alle Bestandteile werden
quasi gleichzeitig von der Vorreinigungssdule auf die Trennsdule injiziert. AnschlieBend
findet cine normale Auftrennung der Bestandteile des Reaktionsgemisches auf der

Trennséule statt, wobei die Matrixbestandteile schon abgetrennt sind.
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III.  Einen vergleichbaren Effekt kann man erreichen, wenn man die Anschliisse 1 und 2 am
Injektionsventil vertauscht. In diesem Fall durchstromt der Eluent nachdem man das
Injektionsventil in die Position , Inject gestellt hat die Vorreinigungssdule in der gleichen
Richtung wie die Proben- und Waschlosung. Damit werden die in der Vorreinigungssiule
verblicbenen Bestandteile des Reaktionsgemisches weiter eluiert und Bestandteile werden
in der Rethenfolge wie sie von der Dosierschleife eluiert werden auf Trennsdule injiziert.
AnschlieBend findet eine normale Auftrennung der Bestandteile des Reaktionsgemisches

statt, wobei die Matrixbestandteile schon abgetrennt sind.

Bei dem beschriebenen Verfahren kommen zwei Sdulen mit unterschiedlicher Selektivitdt zum
Einsatz:

Vorreinigungssdule: RSpark DE-LG guard column, GréBe - 8.0 x 50 mm, PartikelgroBe — 12
um, Showa Denko Europe GmbH

Trennsiule: NUCLEOSIL® 100-7 Cis, GroBe — 16 x 250 mm, PartikelgroBe 7 um, Porengrofe
100 A, MACHERY-NAGEL.

Es wird eine Vorreinigungssaule mit RP-Triagermaterial auf Polymerbasis und eine Trennséule
mit RP-Tragermaterial auf der Basis von Kieselgel verwendet. Somit ist es moglich, auf der
Vorreinigungssiule den wesentlichen Bestandteil der Matrix mit ['°F]Fluorid als stérende
Komponente fast vollstindig abzutrennen, wéhrend auf der cigentlichen Trennsdule die
verbleibenden Komponenten des Reaktionsgemisches mit hoher Effizienz getrennt werden
kdnnen. Durch die hohe Trenneffizienz der RP-Kieselgelsdule ist die Trennung von anderen
Bestandteilen der Reaktionslésung (DOPA, Teilhydrolysate) besser, als im Vergleich zur
Trennsédule auf Polymerbasis [3]. Damit erhilt man ein Zielprodukt mit hdherer radiochemischer
und chemischer Reinheit flir die pharmazeutische Anwendung.

Der Anteil der radiochemischen Hauptverunreinigung ['*F]Fluorid im Endprodukt ['*FJFDOPA
wird im Vergleich zur Reinigung unter Verwendung einer Kieselgelsdule mit Injektionsschleife
mit 5 - 10% und bei der Reinigung mit Hilfe einer Polymersdule mit Injektionsschleife mit
cinem Anteil von 2,6% (n=90) auf 1,0% (n=25) ['*F]Fluorid bei der erfindungsgemiBem
Verwendung einer Kiesclgelsiule als Trennsdule und einer Vorreinigungssiule auf Polymerbasis

reduziert.
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Dieser Effekt ldsst sich an Hand des Chromatogramms des Gamma Detektors in Abb. 7
veranschaulichen. Es zeigt die semipréparativen Reinigung des Reaktionsgemisches der
["*FJOMFD Herstellung unter Verwendung einer Kieselgelsiule mit Injektionsschleife (Stand
der Technik). ['"*FJFDOPA ist ein Nebenprodukt der ["*FJOMFD Herstellung und eluiert im
Chromatogramm zwischen 9,5 und 10 Minuten. Aus dem Chromatogramm des Gamma
Detektors ist deutlich zu erkennen, dass der ['*FJFDOPA-Peak auf dem Tailing des ['*F]Fluorid-
Peaks cluiert, welcher kurz nach dem Todvolumen mit cinem Peakmaximum bei 6 Minuten

cluiert.

Aus dem Gamm-Chromatogramm in Abb. 8 ist zu erkennen, dass nach der Abtrennung des
[*F]Fluorid unter Verwendung der Vorreinigungssiule der ['*F]Fluorid-Peak und damit das
Tailing stark reduziert ist. Damit kann der ['®F]Fluorid-Gehalt in der Zielproduktfraktion des
["*F]IFDOPA um den Faktor 5 — 10 durch den Austausch der Injektionsschleife gegen die
Vorreinigungssdule bei Verwendung einer Kieselgelsdule als Trennsdule reduziert werden kann.
Generell steigt die radiochemische Reinheit von 95,5% auf 98,6% beim Wechsel von
Polymerséule (n=90) auf eine Kieselgelsdule (n=25) als Trennsdule.

Die chemische Reinheit von FDOPA steigt von 98,0% auf 99,0% beim Wechsel von einer

Polymerséule (n=90) auf ecine Kieselgelsdule (n=25) als Trennsaule.

Ausfiihrungsbeispiel 2: online Vorreiigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von

["*FIOMFD

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Vorreinigung eines Reaktionsgemisches in der

HPLC-Anlage bei der Herstellung von ['*FJOMFD gemiB Abb. 6 erliutert.
Die Herstellung von ['*FJOMFD wird wie im Stand der Technik [4] beschricben durchgefiihrt.

Das so erhaltene und zu reinigende Reaktionsgemisch enthilt folgende Komponenten:
e 6-["*FJOMFD als gewiinschtes Produkt,
e cin Isomerengemisch von 2, 5 und 6-[18F]OMFD,
e OMD, ['®F]/ ['°F] Teilhydrolysate des fluorierten Prikursors,
e Verunreinigung von [°F]Fluorid und ["’F]Fluorid,

e Ldsungsmittel und Séure.
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Auch bei der Reinigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von ["*FJOMFD kommt

eine Vorreinigungssiule und eine HPLC-Trennséule unterschiedlicher Selektivitit zu Einsatz.

Vorreinigungssdule: RSpark DE-LG guard column, Gréfie - 8.0 x 50 mm, Partikelgroe — 12
um, Showa Denko Europe GmbH

Trennsiule: NUCLEOSIL® 100-7 Cjs, GroBe — 16 x 250 mm, PartikelgroBe 7 wm, PorengroBe
100 A, MACHERY-NAGEL

Dic Auswahl der verschicdenen Typen von HPLC-Sdulen wird jedoch durch andere
Voraussetzungen determiniert.

Eine Reinigung des Reaktionsgemisches unter Verwendung einer RP-Trennsaule auf
Polymerbasis ist nicht moglich, da deren Trennwirkung nicht ausreichend ist, um aus dem
Isomerengemisch von 2, 5 und 6-["*FJOMFD das 6-['*F]JOMFD mit ausreichender Reinheit
abzutrennen. Alle drei Substanzen wiirden bei der Verwendung einer HPLC-Trennsdule auf
Polymerbasis als ein Peak eluieren. Unter diesen Bedingungen kann nur die Kombination einer
Vorreinigungssdule ~ auf  Polymerbasis  zur  Abtrennung  der  radiochemischen
Hauptverunreinigung ['®F]Fluorid in Kombination mit einer RP-HPLC-Trennsdule auf
Kieselgelbasis zur effektiven Auftrennung des Isomerengemisches eine hohe radiochemische

und chemische Reinheit erreichen.

Die Anteil der radiochemischen Hauptverunreinigung ["*F]Fluorid im Endprodukt ["*FIOMED
kann im Vergleich zur Reinigung unter Verwendung einer Kieselgelsdule mit Dosierschleife mit
von 4,6% ["*F]Fluorid (n=41) auf 0,3% (n=13) ['°F]Fluorid bei Verwendung einer

Kieselgelsdule als Trennséule und einer Vorreinigungsséule auf Polymerbasis reduziert werden.

Die radiochemische Reinheit von ['*FJOMFD erhoht sich damit von 93,6% auf 97,3% beim
Wechsel von der RP-Kieselgeltrennsdule mit Dosierschleife (n=41) auf eine RP-
Kieselgeltrennsidule mit Vorreinigungsséule (n=13). Die chemische Reinheit von OMFD ist mit
99,4% (RP-Kieselgeltrennsdule mit Dosierschleife) und 99,1% (RP-Kieselgeltrennsdule mit

Vorreinigungssiule) vergleichbar.

Abb. 7 zeigt das Chromatogramm der semipriparativen Reinigung des Reaktionsgemisches der
["*FJOMFD Herstellung unter Verwendung einer Kieselgelsiule mit Injektionsschleife (Stand
der Technik). Der ["*F]Fluorid-Peak bildet in Abb. 7 ein starkes Tailing aus, so dass der
['*F]Fluorid-Gehalt selbst in der Zielproduktfraktion des ["*FJOMFD im %-Bereich liegt.
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Abb. 8 zeigt das Chromatogramm der gleichen Reinigung bei erfindungsgemifBer Verwendung
einer Vorreinigungssdule auf Polymerbasis. Die Zielsubstanz ["*FJOMFD ecluiert im
Chromatogramm des Gamma Detektors zwischen 18 und 19 Minuten in einer Fraktion von ca. 7
ml, wihrend der Peak der ['*F]Fluorid-Verunreinigung kurz nach dem Todvolumen mit einem
Peakmaximum bei 6 Minuten cluiert. Aus dem Gamm-Chromatogramm in Abb. 8 ist zu
erkennen, dass nach der Abtrennung des ['*F]Fluorid unter Verwendung der Vorreinigungssiule
der ['*F]Fluorid-Peak stark reduziert ist wodurch der ["*F]Fluorid-Gehalt in der
Zielproduktfraktion des ["*FJOMFD ca. um den Faktor 15 reduziert werden kann.

Ausfiihrungsbeispiel 3: Abrennung von polaren Verunreinigungen bei der Herstellung von

["*FIFMeMcN

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Vorreinigung e¢ines Reaktionsgemisches in der

HPLC-Anlage bei der Herstellung von ["*FJFMeMCcN gemif} Abb. 6 erliutert.

Dic Herstellung von ["’FJFMeMcN wird wie im Stand der Technik [5] beschrieben
durchgefiihrt.

Das so erhaltene und zu reinigende Reaktionsgemisch enthélt unter anderem folgende
Komponenten:

o ['®F]JFMeMcN als gewiinschtes Produkt,

e Thiolat des Pakursors

e Verunreinigung mit ['*F]Fluorid und ['*F]Fluorid,

e Losungsmittel der Fluorierungsreaktion DMF

Bei der Reinigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von ['*F]FMeMcN kommt eine
Vorreinigungssiule mit dem Ziel zum Einsatz, das stérende Losungsmittel Dimethyformamid
(DMF) abzutrennen. Dieses Ziel wird erfindungsgemil erreicht, in dem man sowohl fur die
Vorreinigungssiule als auch fur die HPLC-Trennséule RP-Trigermaterial auf der Basis von
Kieselgel verwendet.

Vorreinigungssiule: UltraSep ES RP-18, GroBe - 8 x 60 mm, PartikelgroBe 30 um, Separation
Service Berlin

Trennsdule: NUCLEOSIL® 100-7 Ci5, GréBe — 16 x 250 mm, Partikelgrofie 7 um, Porengrofie
100 A, MACHERY-NAGEL
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Der Gehalt des Losungsmittels DMF als chemische Verunreinigung im Endprodukt
["*)FIFMeMcN wird durch die Verwendung der erfindungsgemiBen Anordnung mit einer
Vorreinigungssidule im Vergleich zur Reinigung unter Verwendung einer Kieselgelsdule mit

ciner Injektionsschleife von 1,4 mg/ml (n=5) auf <0,001 mg/ml (n=4) DMF reduziert.

Abb. 9 zeigt das Chromatogramm der semipriparativen Reinigung des Reaktionsgemisches der
['"®F]JFMeMcN Herstellung unter Verwendung einer Kieselgelsdule mit Injektionsschleife (Stand
der Technik). Aus dem UV-Chromatogramm der Abb. 9 ist zu erkennen dass der Peak des
Losungsmittels mit dem Todvolumen der Sdule zwischen ca. 5 und 8 Minuten eluiert. Der
Losungsmittelpeak in Abb. 9 bildet ein Tailing aus, so dass die Konzentration des DMF selbst in
der Zielproduktfraktion des [**FJFMeMcN noch im mg/ml Bereich liegt.

Abb. 10 zeigt das Chromatogramm der Reinigung des gleichen Reaktionsgemisches bei
erfindungsgeméfBer Verwendung einer Vorreinigungssdule. Die Zielsubstanz ["*FJFMeMcN
eluiert im Chromatogramm des Gamm Detektors zwischen 17,5 und 18,5 Minuten in einer
Fraktion von ca. 3 ml. Im UV-Chromatogramm der Abb. 10 ist der Peak des Lésungsmittels
durch die Verwendung der Vorreinigungssdule stark reduziert. Damit kann die Konzentration
des DMF in der Zielproduktfraktion des ['*F]JFMeMcN um einen Faktor groBer 1.400 reduziert
werden. Ein Einfluss der Vorreinigungssdule auf das Signal des Gamma Detektors, der die

radioaktiven Komponenten im Eluat detektiert, ist nicht zu beobachten.



WO 2010/088901 PCT/DE2010/050005

19

Folgende Nicht-Patentliteratur wird in der Erfindungsbeschreibung zitiert:
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M. Namavari, A. Bishop, N. Satyamurthy, G. Bida, J.R. Barrio,
Appl. Radiat. Isot. 43 (1992) 989-996.

[2] Fully automated synthesis module for the high yield one-pot preparation of 6-['*F]fluoro-L-

DOPA
E.F.J. de Vries, G. Luurtsema, M. Briissermann, P.H. Elsinga, W. Vaalburg,

Appl. Radiat. Isot. 51 (1999) 389-394.

[3] Aspects of 6-[18F]fluoro-L-DOPA preparation: precursor synthesis, preparative HPLC

purification and determination of radiochemical purity

F. Fiichtner, P. Angelberger, H. Kvaternik, F. Hammerschmidt, B. Peric Simovc,

J. Steinbach
Nuclear Medicine and Biology 29 (2002) 477-4381

[4] Efficient synthesis of the '*F-labelled 3-O-methyl-6-["*F]fluoro-L-DOPA

F. Fichtner, J. Steinbach
Applied Radiation and Isotopes 58 (2003) 575-578

[5] Synthesis of S-(['*F]fluoromethyl)-(+)-McN5652 as a potential PET radioligand for the

serotonin transporter
Zessin J, Eskola O, Brust P, Bergman J, Steinbach J, Lehikoinen P, Solin O, Johannsen B.

Nucl Med Biol 28 (2001) 857-863.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Reinigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von radioaktiv
markierten Verbindungen, insbesondere von '°F-markierten Verbindungen, insbesondere
Radiopharmaka, mittels semipréparativer oder préaparativer Flissigkeitschromatographie,
dadurch gekennzeichnet, dass das Reaktionsgemisch zundchst eine Vorreinigungs-
sdule, gefillt mit RP-Material, passiert, wodurch Matrixbestandteile (insbesondere
Nebenprodukte und/oder Losungsmittel) des Reaktionsgemisches abgetrennt werden,
wobei anschlieBend die eigentliche chromatographische Reinigung des Zielproduktes auf
einer Trennsdule erfolgt, wobei als Trennsdule bevorzugt eine RP-HPLC-Saule

verwendet wird.

o

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Trennsaule mit
chromatographischen Triagermaterial auf der Basis von Kieselgel, Polymeren,
Aluminiumoxid, Titandioxid, Zirkondioxid, porésem Kohlenstoff oder deren chemischen

Modifizierungen gefiillt ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorreinigungssaule

mit RP-Material auf Polymerbasis gefiillt ist.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorreinigungssaule

mit RP-Material auf Basis von Kieselgel gefiillt ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
Vorreinigungssdule mit RP-Tragermaterial gefiillt ist, dessen PartikelgroBe es ermoglicht
das Reaktionsgemisch und die Spilldsung ohne zusétzliche Dosierpumpe durch die

Vorreinigungssiule zu transportieren.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die
Vorreinigungssidule nach dem vollstindigen Auftrag des Reaktionsgemisches und der
damit verbundenen Konzentration des Zielproduktes zusitzlich mit einer Waschlésung
gespult wird, wodurch restlichen Matrixbestandteile von der Vorreinigungssiule
weitestgehend entfernt werden, und anschlieBend das so vorgereinigte Zielprodukt zur

chromatographischen Reinigung auf die Trennsdule gegeben wird.



10.

11.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass eine online
Reinigung und Konzentration des Produktes aus dem Reaktionsgemisches mit Hilfe einer
Sédulenschalttechnik unter Verwendung eines herkdmmlichen HPLC-Injektionsventils als
Probenaufgabesystem realisiert wird, wobei die Vorreinigungssdule anstelle einer

Dosierschleife an einem 2-Positions-6-Wege-HPLC-Injektionsventil montiert ist.

Verwendung einer Anordnung enthaltend

i.  ein Probenaufgabesystem mit einer Vorreinigungssiule, gefillt mit RP-Material

mit geeigneter Partikelgrofe, und
ii.  ecine RP-HPLC-S&ule auf Basis von Kieselgel als Trennsdule

zur Reinigung des Reaktionsgemisches bei der Herstellung von radioaktivmarkierten
Verbindungen, insbesondere von '*F-markierten Verbindungen, insbesondere Radio-

pharmaka.

Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorreinigungssaule mit

RP-Material auf Polymerbasis gefiillt ist.

Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorreinigungssaule mit

RP-Material auf Kieselgel gefiillt ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass das
Probenaufgabesystem ein HPLC-Injektionsventil enthélt, wobei die Vorreinigungssiule
anstelle einer Dosierschleife an einem 2-Positions-6-Wege-HPLC-Injektionsventil

montiert ist.
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Artike! 18 Gibermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Biiro dbermittelt.

Dieser internationate Recherchenbericht umfaBt insgesamt 4 Blatter.
Darliber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei.

1. Grundlage des Berichts
a. Hinsichtlich der Sprache beruht die internationale Recherche auf
der internationalen Anmeldung in der Sprache, in der sie eingereicht wurde

D einer Ubersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache , bei der es sich um
die Sprache der Ubersetzung handelt, die fir die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist
(Regeln 12.3 a) und 23.1 b)).

b. D Dieser internationale Recherchenbericht wurde erstellt unter Berlicksichtigung der Berichtigung eines offensichtlichen
Fehlers, die nach Regel 91 von dieser Behérde genehmigt wurde bzw. dieser Behdrde mitgeteilt wurde (Regel 43.6bis. (a)).

c. D Hinsichtiich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz siehe Feld Nr. [.
2. D Bestimmte Anspriiche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld Nr. I1).
3. [[] ™angeinde Einheitiichkeit der Erfindung (siehe Fed Nr. ).

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung
wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt.
[]  wurde der wortiaut von der Behérde wie folgt festgesetzt:

5. Hinsichtlich der Zusammenfassung
wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt.

I:' wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld Nr. IV angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt.
Der Anmelder kann der Behérde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen
Recherchenberichts eine Stellungnahme voriegen.

6. Hinsichtlich der Zeichnungen
a. istfolgende Abbildung der Zeichnungen mit der Zusammenfassung zu veréffentlichen: Abb. Nr. 4 /19
[[] wievom Anmelder vorgeschlagen
D wie von der Behotrde ausgewahlt, weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat.
wie von der Behérde ausgewdhit, weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet.
b. []  wird keine der Abbildungen mit der Zusammenfassung verdffentiicht.
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A. KLASSIFIZIERUNG PES ANMELDUNGSGEGENSTANDES

INV. BO1D15/32 C07B59/00
ADD.

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

BO1D CO78B

Recherchierte, aber nicht zum Mindestpriifstoff gehrende Veroffentlichungen, soweit diese unier die recherchierten Gebiete fallen

Wihrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie* | Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit efforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

Y WO 2006/133732 Al (ADVANCED ACCELERATOR 1-11
APPLIC [FR]; ABX GMBH [DE]; TADINO VINCENT
[FR1;) 21. Dezember 2006 (2006-12-21)
Seite 14, Zeile 5 - Zeile 17; Anspriiche
1-21; Beispiel 2

R

m Weitere Veréffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmenE Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentiichungen - T Spdéilelf Ve'raéffemligr(ljung, die n?fch t;lem internationalen Anmgldedatum
A N N . . . L. jorititsdatum veroffentlicht worden . ist und mit der
A* Veréffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik definiert, oder dem Prioritatsdatu Jdstundr
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Versténdnis des der
s . . . Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
"E* &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist *X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
‘L* Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er~ kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdtfentlichungsdatum einer erfinderischer Tétigkeit beruhend betrachtet werden
anderen im Recherchenbericht genannten Veréffentlichung belegt werden sy« yerstientlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
..., ausgefihr) _ o werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen
O" Verdfientlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, ) Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht diese Verbindung filr einen Fachmann naheliegend ist
*P* Verdffentlichung, die vor dem intemationalen Anmekdedatum, aber nach ., N " A o
dem beanspruchten Priorititsdatum verdffentlicht worden ist &* Verdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist
Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des internationalen Recherchenberichts
19. Juli 2010 27/07/2010
Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde Bevoliméachtigter Bediensteter

Européisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, 1 i i

Fax: (+31-70) 340-3016 Kleidernigg, Oliver
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C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie*

Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

Y

LAMPRECHT G ET AL: "Enantioselective
analysis of (R)- and (S)-atenolol in urine
samples by a high—-performance liquid
chromatography column-switching setup"
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY B : BIOMEDICAL
APPLICATIONS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS,
NL LNKD-
D0I:10.1016/50378-4347(00)00080-3,

Bd. 740, Nr. 2, 1. April 2000 (2000-04-01)
, Seiten 219-226, XP004195013

ISSN: 0378-4347

Seiet 219, rechte Spalte, Zeile 5 - Seite
220, linke Spalte, Zeile 9; Seite 220,
rechte Spalte, Zeilen 11-43; Figur 1;

US 2004/180449 A1 (HAMSTRA ALAN J [US] ET
AL) 16. September 2004 (2004-09-16)

Absatz [0045]; Anspriiche 1-15

1-11

1-11

" Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (April 2005)
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Angaben zu Verdffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehren

intemationales Aktenzeichen

PCT/DE2010/050005

Im Recherchenbericht Datum der
angefihrtes Patentdokument Verdffentlichung

Mitglied(er) der
Patentfamilie

Datum der
Verdffentlichung

WO 2006133732 Al 21-12-2006  KEINE

~US 2004180449 Al 16-09-2004 KEINE
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