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Vorwort [

Vorwort

Die folgende Dissertation handelt von der Prozessentwicklung und Synthesen von radioaktiv
markierten Krebsmarkern fur das PET-CT Verfahren. Daflir werden die wichtigsten Ergebnisse
vorangegangener Forschungsarbeiten sowie den eigenen Erkenntnissen zusammengefasst. Die
Arbeit entstand vom 01.03.2020 bis 27.03.2024 am Institut fir Organische Chemie der
Eberhard Karls Universitat Tbingen unter der Leitung von Prof. Dr. Thomas Ziegler und Dr.
Jochen Neumaier in Kooperation mit dem Werner Siemens Imaging Center Tubingen.
Finanziert wurde die Forschung von der Karl & Anna Buck Stiftung. Teile dieser Arbeit wurden
auf nationaler sowie internationaler Konferenz in Form eines Posters sowie einer miindlichen

Préasentation vorgestellt.
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Zusammenfassung

Flow-Chemie gilt als eine der modernsten und vielversprechendsten Synthesemethoden der
Neuzeit. Vor allem die Industrie macht sich ihre Vorteile schon seit einigen Jahren zu eigen. In
universitaren Forschungseinrichtungen fehlt jedoch preisglnstiges und flexibel einsetzbares
Equipment. Das gilt sowohl fur den Ausbildungs- als auch flr den aktiven Forschungsbetrieb.
Ein wichtiges Forschungsgebiet, in der die Vorteile von flexibel einsetzbaren und zuverlassig
automatisierten Flowprozessen zur Geltung kommen wirde, ist die Radiochemie. Hier wird,
unter anderem, an radioaktiven Krebsmarkern, sogenannten PET-Tracern mit radioaktiven
Isotopen wie 8F, 1C oder ®*Cu gearbeitet. Aufgrund der geringen Halbwertszeiten mancher
Isotope wird bevorzugt mit kleinen Volumina und hohen Konzentrationen gearbeitet. Dabei ist
die Strahlungsbelastung bei manuell durchgefuihrten Synthesen fir das Laborpersonal eine
Gefahr, die nicht unterschatzt werden sollte. Diese Arbeit befasst sich mit allen Aspekten, die
flr eine erfolgreiche, automatisierte PET-Tracersynthese notwendig sind. Das beinhaltet die
Konstruktion und Entwicklung von Laborequipment, die Synthese neuer Precursor, die
Automatisierung von Synthesen, sowie die in-vivo und in-vitro pharmakokinetische
Auswertung im Mausmodell. Zuerst wurde das Kernelement, der Reaktor, entwickelt. Dafir
wurden verschiedene Designs bezliglich Kanalbreite und Mischkammereffizienz untersucht.
Die Reaktoren wurden je nach Anwendung am PC konstruiert und iber das 3D-Druckverfahren
verwirklicht. Als Reaktormaterial wurde PEEK (Polyetheretherketon) verwendet, da sich dies
aufgrund hoher chemischer und thermischer Resistenz besonders gut dafur eignet. Nach
erfolgreicher Entwicklung einer dualen Spritzenpumpe, eines Drucksensors, sowie eines
Druckregulators konnte das vollstandige Flow-System unter dem Namen FOMSy (flexible

open-source microfluidic system) publiziert werden.
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Abbildung 1: Ubersicht der Systeme: FOMSy sowie [*®F]Fluorid-Trocknungsmodul.




TN zusammenfassung

Zur Uberpriifung von Zuverliassigkeit und Einsatzfahigkeit des Systems wurde als ,,Proof of
Concept“ im gleichen Zug ein Flowprozess zur Darstellung von ['"*F]Fluordeoxyglucose
([*8F]FDG) veroffentlicht. Eine weitere Herausforderung stellt die Trocknung zum Erhalt von
nukleophilen [*F]Fluorid dar. Aus diesem Anlass wurde ein eigenstindiges Modul entwickelt,
welches die azeotrope Trocknung von wassrigem [*8F]Fluorid umgeht. Als Grundlage dient die
Darstellung von [*®F]Triflylfluorid, einem radioaktiven Gas, welches mit Hilfe eines
Argonstroms durch Trocknungskartuschen geleitet wird und in geeigneten Ldsungen (z.B.
KHCOs/ K 222/ MeCN) gebunden werden kann. Mit diesen zwei Systemen konnten
halbautomatisierte Flowprozesse fur verschiedene PET-Tracer entwickelt und mit dem Batch-
Verfahren verglichen werden. Vor allem die Synthese von [*®F]Fluorethyltriflat, einem
Liganden fur die radioaktive Fluoralkylierung, zeigte dabei eine erhebliche Verbesserung

gegenuber der Batch-Synthese.
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Abbildung 2: Entwicklungsverlauf: i) Pilotversuch im Batchverfahren, ii) Prozessentwicklung

im Flowverfahren, iii) Test im in vivo-Modell.

Zusatzlich wurde ein neu entwickelter Tracer basierend auf p-Galactose vorgestellt
([*8F]FGal-Al), welcher zur Detektion senezenter Zellen dienen soll. Aufgrund der hohen
Strahlenbelastung bei der Synthese wurde daflr ein automatisierter Prozess auf einem
kommerziell erhéltlichen Synthesemodul (FN X Pro, TRACERIab) entwickelt. Der Tracer
wurde im Anschluss sowohl im in vitro als auch im in vivo Mausmodell an hepatozelluléaren
Karzinomzellen (AMp19-Tumorzellen), welche mit CMX-5461 behandelt wurden, getestet.
Das AMp19-Modell weist dabei ein hohes MaR an seneszenten Tumorzellen auf, was durch
in vitro-Farbungen mit 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f-D-galactopyranosid (X-Gal) bestéatigt
werden konnte. Auffallig hierbei ist, dass bei einer Vorbehandlung mit CX-5461, AMp19-
Tumorzellen eine 4-fach hohere Akkumulation des Tracers gegentber den unbehandelten
Zellen zeigen. Diese Ergebnisse konnten auch im in-vivo Experiment in Tumor— sowie

Lebergewebe beobachtet werden.
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Summary

Flow chemistry is considered one of the most modern and promising synthesis methods of
modern times. Industry in particular has been utilizing its advantages for several years.
University research facilities, however, lack inexpensive and flexible equipment. This applies
to both the academic teaching and research sector. Radiochemistry is one of the fields of
research that stands to be benefit from the advantages of flexible and reliable flow processes.
Radiochemical research relies on radiolabeled molecules that can be used to study, diagnose,
or treat diseases such as cancer. PET tracers typically encorporate short living radioactive
isotopes such as *8F, 11C or ®4Cu. Due to the short half-lives of some isotopes, small volumes
and high concentrations are also preferred. The radiation exposure for laboratory staff during
manual syntheses is a risk that should not be underestimated. This thesis deals with all aspects
necessary for successful automated PET tracer synthesis. This includes the design and
development of laboratory equipment, the synthesis of new precursor, the automation of
syntheses and in-vivo and in-vitro pharmacokinetic evaluation in mouse model. First, a core
component, the reactor, was developed. Various designs were examined in terms of channel
width and mixing chamber efficiency. Depending on the application, the reactors were designed
on a PC and manufactured using 3D printing. PEEK (polyether ether ketone) was used as the
reactor material as it is particularly suitable due to its high chemical and thermal resistance.
Following the successful development of a dual syringe pump, a pressure sensor and a pressure
regulator, the complete flow system was published under the name FOMSy (flexible open-

source microfluidic system).

(" Foms ;_] N\ [*2F]Fluoride- )
(" PEEK-reactor |  Syringepump ) Pressuresensor & drying module
regulator
@:-\ﬁ
a w [0? K%.‘
0 e
- >
?“g,gi‘ w -
J\ J

\S
Figure 1: Overview of the systems: FOMSy and [*8F]fluoride-drying module.
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As proof of the reliability and usability of the system, a flow process for the visualization of
['8F]Fluorodeoxyglucose ([}®F]FDG) was published at the same time. Drying to obtain
nucleophilic [*F]fluoride poses a further challenge. For this reason, an independent module
was developed that avoids azeotropic drying of aqueous [*®F]fluoride. It is based on the
preparation of [*8F]triflyl fluoride, a radioactive gas which is passed through drying cartridges
with a flow of argon and can be trapped by decomposition in a suitable solution (e.g., KHCOs/
K 222/ MeCN). With those two inventions, semi-automated flow processes for various PET
tracers could be developed and compared with the batch process. In particular, the synthesis of
[*®F]fluoroethyl triflate, a ligand for radioactive fluoroalkylation, showed a considerable
improvement compared to the batch synthesis.

Process In vivo -Tracer
development Pharmacokinetics
in Mice

Figure 2: Development process: i) pilot test in batch process, ii) process development under

flow condition, iii) in vivo mice model test.

In addition, for the detection of senescent cells, a newly developed tracer based on S-galactose
will be presented. An automated synthesis was developed on a commercially available synthesis
module (FN X Pro, TRACERIab) and evaluated both in vitro and in vivo mouse model on
hepatocellular carcinoma cells (AMp19 tumor cells) treated with CX-5461. The AMp19 model
exhibits a high level of senescent tumor cells, which was confirmed by in vitro staining with
5-bromo-4-chloro-3-indolyl - D -galactopyranoside (X-Gal). Remarkably, when pretreated
with CX-5461, AMp19 tumor cells show a 4-fold higher accumulation compared to the
untreated controls. Similar results were also observed in in-vivo experiments involving tumor

and liver tissue.
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der Automatisierung dieser. Der Beitrag von Co-Autoren wird geméalR § 6 Abs. 2 Satz 3 der

Promotionsordnung im Folgenden aufgefihrt.

Paper 1: 3D-printed PEEK reactors and development of a complete continuous flow
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Teil A: Theorie

Teil A: Theorie

1 Hintergrund

In allen L&ndern der Welt gehort Krebs zu einer der hdufigsten Todesursachen. Nach
Schétzungen der Weltgesundheitsorganisation WHO aus dem Jahr 2019 steht Krebs bei 112
von 183 Landern an erster oder zweiter Stelle der Todesursachen vor dem 70ten Lebensjahr.
Dabei umfasst der Begriff ,,Krebs mehr als 277 verschiedene Arten von Krebserkrankungen. !
Trotz des wissenschaftlichen Fortschritts, ist die Zahl an Krebserkrankungen, auch aufgrund
demografischer Entwicklung sowie steigender Lebenserwartung, in den letzten Jahrzehnten
gestiegen.®! Um eine bestmégliche, erfolgreiche Therapie zu gewehrleisten, spielt die
Friherkennung eine entscheidende Rolle.["l Generell handelt es sich bei Krebs um eine
Genmutation, die zu einer abnormalen Zellvermehrung fihrt. Grund dafur ist meist die
Mutation von Desoxyribonukleinsduren (DNS), der Gengruppen der Onkogene, der
Tumorsuppressoren sowie der DNS-Reparatursysteme. Onkogene beschreiben Gene, die durch
eine Uberstimulation aktiviert werden, ein verstarktes Zellwachstum aufweisen und auf diesem
Weg die Entstehung von Tumoren aktiv fordern.®l Ein Tumorsuppressor kontrolliert den
Zellzyklus und damit das Wachstum einer Zelle. Durch eine Mutation kommt es hierbei zur
Stérung und zum unkontrollierten Ablauf des Zellzyklus. Dabei bilden sich maligne (bdsartige)
Tumorzellen.®! Zu den am besten erforschten Tumorsuppressoren zéhlen unter anderem p16,
p21 sowie p27.12%121 DNS-Reparatursysteme wechselwirken mit den Tumorsuppressoren und
sind fir die Detektion sowie der Reparatur von beschadigten Zellen verantwortlich. Mutierte
DNS-Reparatursysteme erfullen diesen Zweck nicht und ermdéglichen unter anderem die

Zellteilung von beschédigten, mutierten Zellen.[*®!

1.1 Zellzyklus

Der gesamte Ablauf der Zellteilung wird als Zellzyklus bezeichnet. Er ist die VVoraussetzung
fur das Leben und das Bestehen aller mehrzelligen Organismen. Er wird in zwei verschiedene
Phasen aufgeteilt. i) Die Interphase und ii) die M-Phase. Die Interphase wird zusétzlich in vier
weitere Phasen gegliedert. Die G1-Phase (gap-1), die S-Phase (Synthese), die G2-Phase (gap-2)
sowie die GO-Phase. Die GO-Phase beschreibt eine Ruhephase der Zelle und wird oft als
,,Quiescence* beschrieben. Dabei begeben sich die Zellen in eine Homeostasis, in der keine
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weitere Energie in die Zellteilung investiert wird. Zellen, die sich nicht weiter Teilen sollen,
wie etwa Nervenzellen, verweilen in diesem Zustand. Zellen, die nach einer gewissen Zeit
geteilt werden sollen, kdnnen wieder in die G1-Phase wechseln und am Zellzyklus teilnehmen.
Die G1-Phase, auch Wachstumsphase oder Gap-Phase genannt, beginnt direkt am Ende der M-
Phase. Wahrend dieser Phase wachst die Zelle und bildet Proteine und Enzyme, welche fur die
Replikation der DNS benétigt werden. In der anschlieBenden S- oder auch Synthese-Phase wird
die DNS dann repliziert. Die Zelle verdoppelt dabei ihre genetische Information im Zellkern
und bereitet sich in der zweiten Wachstumsphase, der G2-Phase, auf die Zellteilung vor. Hierbei
wéchst die Zelle nochmals stark aufgrund Flussigkeitsaufnahme und bildet dabei
Mitoseproteine. [141
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Zellzyklus.

In der letzten Phase, der M-Phase findet die Mitose, also die Teilung des Kerns und die
Cytokinese, die eigentliche Zellteilung statt. Aus einer Zelle mit doppeltem Chromosomensatz

einstehen dabei zwei genetisch identische Tochterzellen. (4]

Es gibt eine Reihe von hochregulierten Kontrollpunkten, die das Fortschreiten in die
darauffolgende Phase kontrollieren. Der Ubergang der G1- zur S-Phase wird als G1-
Kontrollpunkt, der Ubergang der G2- zur M-Phase als G2-Kontrollpunkt und der Kontrollpunkt
innerhalb der Metaphase als Spindelkontrollpunkt bezeichnet. Tritt eine Storung ein, wird der
entsprechende Kontrollpunkt nicht Gberschritten und es kommt zum Zellzyklusstopp. Dieser
kann sowohl reversibel als auch irreversibel sein. Bei einem irreversiblen Zellstopp, dem

sogenannten Zellzyklusarrest spricht man dabei auch von Seneszenz.[*%]
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1.2 Seneszenz

Bei der Untersuchung von menschlichen Bindegewebszellen, genauer Fibroblasten,
beobachteten 1961 Leonard Hayflick und Paul Moorhead einen Riickgang der
Zellproliferation.*® Obwohl angenommen wurde, dass unter Haltung und Zucht von Zellen in
Kultur unbegrenztes Wachstum stattfinden wirde, kam es zum Zellzyklusstopp. Dabei blieben
unerwarteterweise Zellen iber viele Wochen hinweg lebensfahig. Dieses Phdnomen ist heute
als zellulare Seneszenz oder replikative Seneszenz bekannt.!*8! Dabei hat sich gezeigt, dass trotz
ausreichend viel Platz, einem Uberschuss an Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren dieser

Stillstand permanent und nicht reversibel ist.[*¢]

Fur die Krebsforschung ergeben sich aus diesen Erkenntnissen zwei fundamentale, aber in sich
widerspruchliche Hypothesen. Da sich viele Krebszellen in Kultur unendlich vermehren,
kdnnte die Seneszenz als Anti-Krebs bzw. Anti-Tumor Faktor fungieren und durch gezielte
Initilerung als krebsbekdmpfender Mechanismus eingesetzt werden. Die zweite Hypothese
bezieht die Abnahme der Geweberegenerationsfahigkeit im Alter mit ein. Es wurde
vorgeschlagen, dass die zelluldre Seneszenz der grundlegende Faktor des Alterns ist. Forderung
dessen wurde zur Verschlechterung der Geweberegeneration sowie Gewebeerneuerung fuhren
und ware nicht erstrebenswert.1” 11 Allgemein hat sich gezeigt, dass die Seneszenz vor allem
bei biologischen Prozessen, wie Krebs, Entzindungen und Wundheilung eine wichtige Rolle
spielt.'*?2 Um den komplexen Zusammenhang von Krebs und dem Altern von Zellen zu
verstehen und zukinftig effektive Krebstherapien zu entwickeln, ist die Forschung an
Seneszenzzellen unbedingt notwendig. Die Tatsache, dass seneszente Zellen neben der
Morphologie auch einen veranderten Stoffwechsel als andere Zellen aufweisen, hilft der
Forschung dabei sehr. So weisen seneszente Zellen oft einen erhohten Galactosebedarf auf.
Diese erhohte Aktivitéat der f-Galactosidase, kann als biologischer Marker flir seneszente Zellen

dienen.[23-25]
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2 Medizinische Bildgebung

Die nuklearmedizinische Bildgebung (nuclear medical imaging, NMI) ist ein Teilgebiet der
Nuklearmedizin, welche radioaktive Isotope als Strahlungsquelle nutzt. Mit ihrer Hilfe kénnen
Strukturen und Prozesse im Korper bildlich dargestellt und analysiert werden. Wéhrend bei
Rontgen- und CT-Aufnahmen externe Strahlungsquellen verwendet werden und Bilder "durch™
ihre Probanden aufgenommen werden, beruhen die wichtigsten NMI-Techniken, das PET-
(Positronen-Emissions-Tomografie) sowie das SPECT-  (Single-Photon-Emissions-
computertomographie) Verfahren auf der Verabreichung von Radiopharmaka. Diese
sogenannten Radiotracer reichern sich im Zielgewebe gezielt an und kénnen wahrend des

Zerfallsprozesses der radioaktiven Isotope detektiert werden. 2]

2.1 Das Tracer Prinzip

1943 erhielt George de Hevesy den Chemie-Nobelpreis "fiir seine Arbeiten Uber die
Anwendung der Isotope als Indikatoren bei der Erforschung chemischer Prozesse", welche den
Grundstein fir die Erfindung der Tracer-Methode bzw. des Tracer-Prinzips legte.l?”l Dabei wird
angenommen, dass: i) chemische und biologische Eigenschaften eines radioaktiven Isotops mit
dem seines nicht-radioaktiven Gegenelements identisch sind und ii) der radioaktiver Zerfall ein
hochenergetisches Ereignis ist, welches eine niedrige Nachweisgrenze benétigt (pico-molare
Konzentration). Dies erlaubt es chemisch-biologische Prozesse mit einer hohen
Empfindlichkeit direkt zu identifizieren und quantifizieren. Da nur ,,Spuren“ des Radionuklid
benétigt werden, wird der beobachtete Prozess wahrend der Messung nicht beeinflusst.[?®! Der
Weg des Tracers durch die Anatomie des Probanden ist dabei live zu folgen und erlaubt es
Schlisse uber die Stoffwechselmechanismen zu ziehen. Wie in in-vivo-Umgebung tblich, wird
der Tracer dabei durch physiologische und pathologische biochemische Prozesse metabolisiert
und verdndert. Um gezielt Prozesse untersuchen zu kdnnen, ist es wichtig Tracer so zu
entwickeln, dass diese unerwiinschte Stoffwechselwege effektiv umgehen koénnen. Die
Anreicherung des Tracers muss dabei hochspezifisch und mit hoher Affinitat im Zellgewebe
sein oder wahrend des Stoffwechsels so verandert werden, dass dieser das Gewebe in dem die
Metabolisierung stattfindet, nicht mehr verlassen kann. Dies wird entweder durch die
Blockierung des folgenden Stoffwechsels oder durch biosynthetische Inkorporation erreicht.

Diese Anreicherung wird als “metabolisches Trapping* bezeichnet.[?8l
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PET-Tracer bestehen gewohnlich aus drei Teilen. Dem Radionuklid (A), wie etwa [®F]Fluorid,
[1!C]Kohlenstoff oder [**Cu]Kupfer, einem stabilen Linker (B) sowie dem aktiven Teil (C),

welcher die chemische Information enthalt und mit dem biologischen Ziel (D) wechselwirkt. 2]

/ Radiotracer Target \
I |l I

B )
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Abbildung 4: Typischer Aufbau eines Radiotracers.?%

Zusammengefasst bilden das Tracer-Prinzip sowie das Konzept des metabolischen Trappings

die Eckpfeiler des Positronen-Emissions-Tomographie- (PET) sowie des Einzel-Photonen-

Emissions-Tomographie- (SPECT) Verfahrens. Dabei hat sowohl die Stabilitat des Tracers, die

Selektivitat seiner Wechselwirkung mit dem gewinschten Zielgewebe, sowie dessen

Metabolisierung Einfluss auf die Information, die aus der Bildgebung gewonnen werden kann.
0
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Abbildung 5: Auswahl einiger PET-Tracer fir humanmedizinische Anwendung.

Der bekannteste Radiotracer ist 2-[*®F]-Fluor-2-desoxy-D-glucose ([*®F]FDG), welcher 1968
von Josef Pacék, Zden&k To¢ik und Miloslav Cerny an der Karls-Universitat in Prag entwickelt
wurde. Dieser dient zur Detektion eines erhdhten Glucosestoffwechsels, welcher typisch fiir
viele Krebszellen ist.*% Das Glucosederivat [*®F]JFDG fungiert dabei wie Glucose und wird
vom menschlichen Organismus mittels der Proteine GLUT-1 und GLUT-3 aufgenommen, zur
Tumorzelle transportiert und enzymatisch mit Hexokinase phosphoryliert. Nach der
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Phosphorylierung kann das [*8F]FDG-Derivat nicht weiter verstoffwechselt werden und
reichert sich in der Tumorzelle an.[: %2 Jeder Radiotracer hat ein spezifisches Einsatzgebiet.
So kann zum Beispiel [*®F]FDG aufgrund des zu hohen Glucosestoffwechsel im Gehirn nicht
verwendet werden. Auch radiofluorierte Aminosauren wie 6-[*®F]Fluor-3,4-dihydroxy-L-
phenylalanin ([\F]FDOPA) bieten sich als PET-Tracer an. Neuroendokrine Tumorzellen
besitzen neben einem erhohten Glucosestoffwechsel, einem gesteigerten Aminosaurebedarf
auch eine erhohte Proteinsyntheserate. Zusatzlich bieten sie den Vorteil, eine Abgrenzung
zwischen entzlindeten und tumordsen Geweben machen zu kénnen, da in entzindetem Gewebe
meistens die Proteinsyntheserate nicht erhoht ist.®®l Fir die gezielte Markierung von
Biomolekilen, wie Peptide, Proteine oder Antikdrper, welche zur Diagnostik oder zur Therapie
eingesetzt werden sollen, kdnnen prosthetische Liganden wie etwa N-Succinimidyl-4-
[*®F]fluorbenzoat ([*8F]SFB) verwendet werden.*4 Auch Nukleoside wie 3-[*®F]Fluor-3-
desoxythymidin ([*F]FLT) werden als Radiopharmazeutika verwendet. Es fungiert dabei als
Thymidin-Derivat, welches anstelle von Thymidin mit Hilfe von Thymidinkinase TK1 in die
DNS eingebaut wird. Durch das Fehlen der Hydroxygruppe an C3-Position wird die
Transkription nach Aufnahme von [*®F]JFLT verhindert. Dies fiihrt zum Abbruch des

Stoffwechsels und schlussendlich zum Zelltod.[3?!

2.2 Positronen-Emissions-Tomographie

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) beschreibt ein molekulares
Bildgebungsverfahren, welches in der Diagnostik, der Therapieplanung sowie in praklinischer
Forschung der Humanmedizin verstarkt Anwendung findet.*®! Der vorab verabreichte Tracer
emittiert radioaktive Strahlung, welche aufgrund unterschiedlicher lokaler Anreicherung im
Korper raumlich, quantitativ und temporal sichtbar gemacht werden kann. Das PET-Verfahren
bietet insgesamt herausragende Vorteile: i) PET ist nichtinvasiv: Von der Injektion abgesehen,
ist kein weiteres Einbringen von Fremdkdrpern bei der Bildgebung erforderlich; ii) PET ist
sensitiv: Die hohe Detektionsempfindlichkeit ermdglicht die Verwendung von pico- bis femto-
molaren Konzentrationen des Radiotracers; iii) PET ist dynamisch: die schnelle Aufnahme
(Sekundenbereich) ermdglicht rapide physiologische und pharmakologische Prozesse zu
detektieren.; iv) PET ist quantitativ: Theoretisch kann jeder einzelne Zerfall des Isotops an Ort
und Zeit aufgenommen und untersucht werden, welches das Messen in absoluten Einheiten und
den Vergleich verschiedener Messungen ermdglicht.*® 371 Diese Eigenschaften machen sich
neben der Humanmedizin auch andere Wissenschaften zum Vorteil. So wird zum Beispiel auch

in der Biologie fiir die Untersuchung von Stoffwechselabldufe in Pflanzen oder in der Geologie
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fur die Bestimmung der Zusammensetzungen von Gesteinsproben das PET-Verfahren

verwendet.[38-40]

Q Region der Akkumulation

O Detektorring

[\ Detektionsbereich der Photonen

Abbildung 5: Schematische Darstellung des PET-Aufnahmeprinzips.[“

Emittierte Photonen werden mittels mehrerer ringférmig angeordneten Szintillatordetektoren,
welche  meist aus  Szintillationskristallen ~ wie  Bismutgermanat (BisGesO12),
Lutetiumoxyorthosilikat (LuYSiOs) oder Lutetiumoxyorthosilicat (Lu2SiOs) bestehen,
detektiert.*> 431 Der gleichzeitige Nachweis von zwei y- Photonen wird als Koinzidenz
bezeichnet. Diese werden aufgezeichnet und spater zur Rekonstruktion des endgltigen Bildes
verwendet. Jedes Zusammentreffen liefert eine Antwortlinie (line of response, LOR), die jedes
Annihilationsereignis auf einer Linie zwischen zwei Detektoren lokalisiert. Ein Problem der
PET ist ihre begrenzte Auflésung.l*y Aufgrund der Positronenreichweite und der technischen
Grenzen der Detektoren wird das Signal in kleinen Objekten oft unterschatzt. Dieses Phdnomen
wird als partieller Volumeneffekt bezeichnet.[*Y) Um PET-Rohdaten zu brauchbaren Bildern zu
verarbeiten, werden LORs zu einem Histogramm von Ereignissen zusammengestellt. Diese
werden einer Bildrekonstruktion unterzogen, welche eine Visualisierung der dreidimensionalen
Verteilung des Tracers erleichtert, und eine Quantifizierung des Radiotracers ermdglicht. Zwei
der gebréuchlichen Rekonstruktionsmethoden sind die gefilterte Riickprojektion (filtered back
projection, FBP) und der "ordered subset expectation maximization" - (OSEM)

Algorithmus.%!
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2.3 Magnetresonanztomographie

Das MRT (magnetic resonance imaging) nutzt den Kernmagnetismus und das Prinzip der
kernmagnetischen Resonanz (nuclear magnetic resonance, NMR), welches von Bloch und
Purcell (1946) entdeckt und entwickelt wurde.[*® 471 Es gehort zu einem der am haufigsten
verwendeten klinischen und praklinischen Bildgebungsverfahren der Neuzeit. Dabei kommt es
ohne ionisierende Strahlung aus, besitzt eine hohe rdumliche Auflésung, weilit einen
hervorragenden Weichteilkontrast auf und kann durch den Einsatz geeigneter Kontrastmittel
markiertes Gewebe  spezifisch identifizieren.®® 41 von allen  molekularen
Bildgebungsverfahren ist das MRT-Verfahren jedoch eine der unempfindlichsten Methode und

liegt um viele GréRenordnungen hinter der PET-Methode. !

2.4 PET/MRT - Imaging

Die Kombination beider Bildgebungsverfahren ermdglicht, die rdumliche sowie zeitliche
Korrelation (MRT) mit molekularen Ablaufen (PET) in Verbindung zu bringen. Die simultane
Aufnahme hochauflésender MRT-Bildern, welche einen hohen Weichteilkontrast bietet und die
Aufnahme von hochempfindlichen PET-Bilder, ermdglicht es prazise Bilder fiir die Diagnostik
zu generieren. Des Weiteren profitieren die PET-Daten immens durch die MRT-basierte

Bewegungskorrektur.[5°!
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3 Radionuklide fiir die nuklearmedizinische Bildgebung

PET erfordert die Verwendung von Positronen emittierenden (neutronenarmen) Radionukliden,
bei denen ein Proton durch die Emission eines Positrons und eines Neutrinos in ein Neutron
zerfallt. Die Anzahl an Positronen emittierenden Isotopen kann grob in zwei Gruppen eingeteilt
werden, die jeweils durch ihre chemischen Eigenschaften charakterisiert werden: i) die
"Hauptgruppenelemente”, zu denen lIsotope wie 'C, O und F gehoren, und ii) die
"Radiometalle”, Metallisotope wie ®4Cu, ®Ga und 8°Zr. Die Auswahl des richtigen Isotops fiir
einen Tracer wird dabei von den chemischen als auch den physikalischen Eigenschaften

bestimmt.[51-53]

Tabelle 1: Ubersicht Radionuklide fiir die nuklearmedizinische Bildgebung.[>

Gruppe Isotop Zerfall Halbwertszeit B* Emax
1c B*(99.8%) EC (0.2%) 20.4 min 0.39 MeV
Hauptgruppen- =\ B* (100.0%) 9.97 min 0.49 MeV
elemente 150 B*(99.9%); EC (0.1%) 2.04 min 0.74 MeV
18F B*(97.0%); EC (3.0%) 109.7 min 0.25 MeV
(18.0%);
8Ga b ) 67.7 min 1.90 MeV
) B (18.0%); EC (3.0%)
Radiometalle
®4Cu B*(90.0%); EC (10.0%) 12.7h 0.65 MeV
8zr B*(22.8%); EC (77.2%) 78.4 h 0.90 MeV

Die Eigenschaften des Radioisotops bestimmt nicht nur, wie und wo es an ein Molekdl
gebunden werden kann (entweder kovalent oder durch Chelatbildung), sondern auch das
gesamte AVME-Verhalten (Absorption, Verteilung, Metabolismus, Ausscheidung) des
Tracers. Fir stark kovalente Bindungen werden Radioisotope der Hauptgruppenelemente zur
Markierung kleiner Molekiile und prosthetischer Gruppen verwendet.®® Dies erfordert oft
aggressive Reagenzien und Reaktionsbedingungen, welche fir grofle Biomolekile (wie
Peptide, Hormone und Antikdrper) nicht geeignet sind. Grolie Molekiile werden in der Regel
vorzugsweise mit einem Chelatbildner konjugiert und mit Radiometallen markiert; ein Prozess,
der aufgrund seiner thermodynamischen Vorzige unter relativ milden Reaktionsbedingungen
durchgefuhrt werden kann. Das pharmakologische Verhalten groRer Biomolekiile wird durch
die Zugabe eines Radiometall-Chelatkomplexes nicht wesentlich verédndert. Wiirde man kleine
lipophile Molekiile auf die gleiche Art markieren, ware der Einfluss wesentlich groRer und nicht
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vernachlassigbar. Auch die physikalischen Eigenschaften des verwendeten Isotops,
einschlieBlich seiner Zerfallsart, der Zerfallsenergie, der Positronenreichweite im Gewebe und

der Halbwertszeit, miissen bei der Wahl des passenden Tracerisotops beriicksichtigt werden. ]

Die PET-Bildgebung beruht zwar auf dem Zerfall und der Detektion von Positronenemission
unter Abgabe von B*-Strahlung, jedoch zerfallen viele Radioisotope (wie %Cu, 18F, 8Zr, %8Ga)
auch auf anderen Wegen. So zerfallt zum Beispiel %8Ga zusatzlich durch Elektroneneinfang
(electron capture, EC), was zu einem Rauschen in der Bildgebung flhrt, sowie durch f~ und
Auger-Elektronenemission, was sich negativ auf die Radiotoxizitat auswirkt. Auch die
Zerfallsenergie und die Positronenreichweite eines Radioisotops konnen sich stark auf die
Bildauflésung auswirken. Isotope mit grofRer Positronenreichweite fllhren zu einer geringeren
raumlichen Auflésung, da das Positron weiter vom Zerfallsereignis im Zielgewebe entfernt
ist. 1%l

Die Halbwertszeit des Isotops ist nicht nur von praktischer Bedeutung, wenn es um Synthese,
Handhabung und Verwendung des PET-Tracers geht, sondern sollte auch mit der biologischen
Halbwertszeit des vorgesehenen Tracers Ubereinstimmen. Kleine Molekile erreichen relativ
schnell ihr Ziel und werden anschlieBend zligig metabolisiert (Minuten bis Stunden). GrofRe
Biomolekiile brauchen viele Stunden bis Tage bis sie ausreichend angereichert sind und einen
geeigneten Ziel-Hintergrund-Kontrast aufweisen. Langlebige Isotope, welche an ein schnell
metabolisiertes Molekul konjugiert sind, fuhren zu unerwiinschter Akkumulation von
Metaboliten im Gewebe auBerhalb des Ziels (z.B. im Darm, in der Leber oder in den
Harnwegen). Dies wirkt sich negativ auf die Strahlenbelastung des Patienten aus. Kurzlebige
Isotope, welche an groRe Molekile konjugiert sind, kénnen dagegen am Zeitpunkt der

Anreicherung am Zielort bereits vollstandig zerfallen sein.!

3.1 Produktion von Radionukliden

PET-Isotope werden mit Hilfe eines Zyklotrons durch Protonen- oder Deuteronenbeschuss des
Ausgangsmaterials erzeugt. Daflr werden Strahlenergien zwischen 10-20 MeV verwendet.
Das Zyklotron, erfunden und entwickelt von Nobelpreistréger Ernest Lawrence (1939), ist ein
Teilchenbeschleuniger, der ein statisches homogenes Magnetfeld sowie ein elektrostatisches
Wechselfeld nutzt, um einen kontinuierlichen Strahl geladener lonen (Protonen: H*, oder
Deuteriumion: D*) auf ausreichend hohe Energien zu beschleunigen und eine Kernreaktion zu

erzwingen.®’]
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Tabelle 2: Radionuklide, Halbwertszeit und Ausgangsmaterial .54

Gruppe Isotop Synthesereaktion
1lc 14N(p, (l)
13N lGO(p’ (X)
Hauptgruppenelemente

150 15N(p, n)
18F 180(p, n)
8Ga %8Ga-Generator

Radiometalle ®4Cu ®4Ni(p, n)
8zr 8Y(p, n)

[*®F]Fluorid wird beispielsweise durch die Kernreaktion O(p,n)®F erzeugt. Dabei dient
[*®0O]H.0 als Ausgangsmaterial, welches mit einem Protonenstrahl beschossen und dabei
[*®F]HF in hoher spezifischer Aktivitit erzeugt wird (Targetausbeute: ~ 60 mCi/puAh, molare
Aktivitat: ~ 10° Ci/mmol).F®l

3.2 Beta® — Zerfall

Besitzen Atomkerne einen relativ zu ihrem Neutronengehalt gesehenen Protoneniiberschuss,
streben sie einen stabileren Energiezustand an. Dies erreichen sie im Falle von [*®F]Fluorid
durch den B*-Zerfall. Dabei zerfallt ein Proton (p) in ein Neutron (n), wobei ein Positron (e*)
und ein Elektronneutrino (v') emittiert wird. Die Reaktion kann mit folgender Gleichung

beschrieben werden.!

p —» n+et +v-

Die Nukleonenzahl bleibt dabei im Kern gleich. Die Ordnungszahl wird um den Wert eins
erniedrigt. Im Falle des radioaktivem B*-Zerfalls von ®F entstent dabei das stabile
Sauerstoffisotop 80. Positronen unterscheiden sich nur aufgrund ihres Vorzeichens von
Elektronen und werden auch als Antiteilchen des Elektrons bezeichnet. Sie werden durch das
Gewebe im Korper abgebremst und rekombinieren sich mit einem in der Umgebung
vorkommenden Elektron, wobei ein Positronium entsteht. In anschlieBender Paarvernichtung,
auch Annihilation genannt, wandelt sich die Masse der beiden Teilchen in messbare
elektromagnetische Strahlung (y-Quanten, Energie jedes Photon 511 keV) gegensatzlicher

Richtung um.[6%
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Abbildung 6: Zerfallsmechanismus eines p*- emittierenden Isotops.[®°]

3.3 [®¥F]Fluor: Markierung organischer Molekiile

Das wohl wichtigste PET-Isotop, welches sich aufgrund seiner niedrigen Kinetischen
Positronenenergie (Emax = 635 keV, Emean = 250 keV), die daraus kurzen Positronenreichweite
von 2.4 mm in Wasser, der hohen Stabilitat der C-F-Bindung (444 kJ/mol) und einer effizienten
Produktion am Zyklotron (Strahlenergie 10-16 MeV) ist [*F]Fluor. Die dabei relativ hohe
Halbwertszeit von 109.7 Minuten ermdglicht es zusétzlich komplexe, mehrstufige Synthesen

durchfiihren zu kdnnen. > ¢l

Die Art der Fluorierungsmethode wird von der chemischen Form des *®Fluor-1sotops bestimmit.
Abhangig vom Produktionsprozess steht die elektrophile, die nukleophile oder die Fluorierung
iiber prosthetische Gruppen zur Verfiigung. Fiir die elektrophile Fluorierung wird [®F]F.,
welches aus den Kernreaktionen 2°Ne(d, o)!®F oder #0(p, n)!®F als Gas generiert wird,
verwendet. Als Target firr die nukleophile Fluorierung wird vorzugsweise [*0]H.0 verwendet,
wobei wassriges [*F]HF generiert wird.> Radiofluorierungen Uber prosthetische Gruppen

finden insbesondere bei der Markierung von Proteinen und Peptiden Anwendung.*!

3.3.1 Elektrophile Fluorierung

Wie bereits erwahnt, wird [*®F]F. aus den Kernreaktionen °Ne(d, «)'®F oder #0(p, n)8F als
Gas generiert. Unter Verwendung von °F, als Tragergas bildet sich ®F—°F als neue
Fluorquelle. Diese ,Doppelspezies“ besitzt jedoch durch das Vorhandensein des

nichtradioaktiven °F-Isotopes, eine relativ niedrige spezifische Aktivitit (As).[6

_Radioaktivitit [GBq]
~ ges. Stof fmenge [mol]

S
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Nukleophile kénnen sowohl am !8F— als auch am °F— Isotop angreifen. Unter optimalen
Bedingungen ist somit eine Ausbeute von maximal 50% maglich.

N

BF-YF + Nu —> "F-Nu+"F-Nu

Abbildung 7: Schematische Darstellung der elektrophilen Fluorierung mittels [*8F]F,.[6%

Leider bietet dieses Verfahren in der Regel nur eine geringe molare Radioaktivitit von etwa
0.5 GBg/umol. Ein weiterer Nachteil dieser Fluorierungsmethode ist die schwierige
Handhabung des Reaktanten in Gasphase. Alle elektrophilen Fluorierungsmittel zeichnen sich
durch eine hohe Reaktivitat aus. Darunter hat jedoch oft die Selektivitit der Reaktionen zu
leiden.®? Nebenreaktionen oder Reaktionen mit dem Losemittel konnen zur Bildung mehrerer
Produktisomere oder unerwinschter Nebenprodukte fuhren. Dies verringert die
radiochemische Ausbeute zusatzlich. Um die Selektivitaten der Reaktionen zu verbessern, kann
BE ¥F  in  mildere, elektrophile  Fluorierungsmittel ~ wie  zum  Beispiel
[*®F]Acetylhypofluorid (AA),  1-[*®F]Fluor-2-pyridon  (AB),  N-[*®F]Fluorpyridinium-
triflat (AC), [*8F]Perchlorylfluorid (AD) oder [*®F]N-Fluorbenzolsulfonimid ([*®F]NFSI, AE)

umgewandelt werden. 62

["FIFOAc

@ N @ow
ONS ['SF]FCIO;

N0 |
18F Pz AD
AB AC

Abbildung 8: Auswahl verschiedener [*8F]F*-Spezien, die aus [*®F]F2 synthetisiert werden.[®?

Als Beispiel flr eine elektrophile Fluorierung dient exemplarisch der Goldstandard der
Radiotracer, 2-['®F]Fluor-2-desoxy-p-glucose ([*®F]FDG). Dieser wurde erstmals 1978
erfolgreich Giber eine elektrophile Substitution von Triacetylglucal (B) mit [®F]F:
synthetisiert.[®® Dabei konnte eine RCY (radiochemical yield) von etwa 10% erzielt werden.

Als unerwiinschtes Nebenprodukt entstand dabei 2-[*®F]Fluor-2-desoxy-D-mannose
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([*8F]FDM) im Verhéltnis 3 zu 1. Verwendet man anstatt [®F]F, das wesentlich mildere
Fluorierungsmittel [*8F]Acetylhypofluorid, kurz [*®F]JFOAc, filhrt dies zu einer erheblichen

Verbesserung der Selektivitét (7:1) sowie einer RCY von 30%.62

OAcC a) 1. ['8F]Fy; 2. HClyq OH OH
> 18
0 Q F
Aco/é/A HO = OH HOS OH
B b) 1. ['®F]FOAC; 2. HCl,q, [8F]FDG ['8F]FDM

a) RCY: 10%, ['®F]FDG: ['®F]FDM, 3 : 1
b) RCY: 30%, ['®F]FDG : ["®F]FDM, 7: 1

Abbildung 9: Elektrophile Fluorierung von Triacetylglucal mit [*3F]F2 und [*F]JFOAc.[6? &

3.3.2 Nukleophile Fluorierung

Im Gegensatz zur elektrophilen Fluorierung steht [*®F]Fluorid einfacher und in hoher molaren
Aktivitat (< 400 GBg/umol) zur Verfiigung.[®4l Tracer, welche in der medizinischen Routine
Anwendung finden, werden bevorzugter Weise (ber diese Methode fluoriert. Aufgrund
physikalisch-chemischer Eigenschaften ist die Markierung mit [*F]Fluorid nicht ganz
trivial.[®®l Das [*®F]-Isotop wird nach der Kernreaktion normalerweise aus einer wassrigen
Losung in Form von [*®F]HF entnommen. Aufgrund seiner hohen Ladungsdichte ist dies jedoch
stark hydratisiert und bildet eine Solvathille, welche die Nukleophilie erheblich mindert. In
diesem Zustand eignet es sich nicht fur die nukleophile Substitutionsreaktion und muss
aufbereitet werden. Um es zu aktivieren werden Kationen (z.B. Kalium®), Komplexbildner
(z.B. Kryptofix 222) sowie lonentauscher (positively charged quaternary methylammonium,
QMA) verwendet.[66]

©

O 00— 8
(o )
N K N,
Co g0
oO\_/0
\_/
Abbildung 10: Kryptofix 222/ [*®F]KF— Komplex. [¢¢]

Als Beispiel soll die wohl géngigste Methode der Aufarbeitung besprochen werden, die
azeotrope Trocknung. Als nicht isotope Tréager dienen schwache Anionen wie Carbonate.

Tragergebundene Ammoniumsalze werden dabei als lonenaustauschmaterial verwendet. Der
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Trocknungsprozess beginnt damit, wassriges ['8F]HF iiber eine QMA zu leiten und auf der
Kartusche zu binden. Im Anschluss wird es mit einer geeigneten Base (z.B. K2CO3) und einem
organischen Losemittel (z.B. abs. Acetonitril) von der Kartusche in ein V-Vial eluiert.

Restliches Wasser wird im Anschluss Gber mehrfache azeotrope Destillation mit abs. MeCN

im Argongegenstrom entfernt.[67]

Kryptofix 222,
MeCN/H,0

l

g

R,NHCO;

[**O]JH,0

. J L |
Abbildung 11: Schematischer Ablauf der azeotropen Trocknung: Beladen des

lonentauschers (a), Elution des Fluorids (b), azeotrope Trocknung (c).[6”

Eine der bekanntesten nukleophilen Substitutionsreaktionen ist die Sn2-Reaktion. Als
Abgangsgruppen (leaving group, LG) bieten sich dabei besonders Halogenide, wie CI-, Br-, I-
sowie Sulfonsdureester an. Die Reaktion wird in der Regel bei hohen Temperaturen in polar
aprotischen Lésungsmitteln, wie DMSO oder Acetonitril durchgefuhrt. Das Nukleophil greift
dabei am sp3-hybridisierten Kohlenstoff an. Bindungsbildung sowie Bindungsbruch erfolgen
dabei simultan, wobei es bei Abspaltung der Abgangsgruppe zur Inversion am Stereozentrum

kommt.[6®]

[18F]F?__.> ¢ LG I 18F_\?{__LG L 18F :<

Abbildung 12: Reaktionsmechanismus Sn2-Reaktion. ¢!
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Fur die Markierung aromatischer Grundstrukturen dient der Additions-Eliminierungs-
Mechanismus der nukleophilen aromatischen Substitution SnAr. Vor allem elektronenziehende
Gruppen (electron withdrawing groups, EWG) in ortho- oder para- Stellung tragen dabei zum
Erfolg der Reaktion bei. Ihr elektronenziehender Charakter stabilisiert dabei die entstandene
negative Ladung im aromatischen Ring. Man spricht hierbei auch vom Meisenheimer-
Komplex. Im Vergleich zur aliphatischen Fluorierung wird bei der aromatischen Substitution

jedoch mehr Reaktionsenergie benétigt.[°!

LG 18F
S NS
\YF]FO _LG@/

18F 18F o 18F
gl gFo e
Q

Meisenheimer-Komplex

Abbildung 13: Schematische Darstellung zur Bildung des Meisenheimer-Komplexes.[®!

Als Beispiel fur die nukleophile Fluorierung soll die Synthese von [*F]DOPA betrachtet
werden, welches neben [*8F]FDG einer der wichtigsten fluorbasierten Radiotracer ist. Obwohl
es sich bei [®)F]JDOPA um eine simple Struktur handelt, kommt es aufgrund des
elektronenreichen Catecholrings bei der Fluorierung mit [*®F]F~ zu Problemen. Die Synthese
muss mehrstufig erfolgen. Zundchst wird eine nukleophile Radiofluorierung eines
Benzaldehyd-Derivates (CA) mit geeigneter Abgangsgruppe durchgefiihrt. Nach Reduktion
mit Natriumborhydrid und Bromierung des entstandenen Alkohols (CC) mit HBr, wird mit
chiralen Reagenzien (wie tert-Butyl-N-(diphenylmethylen)glycinat) (CE) die Aminoséaurekette
aufgebaut. Nach Entschiitzung mit HI, kann nach etwa 100 min [*F]DOPA (RCY: 5 + 1%)

erhalten werden.[""]
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["8FIKF
Kryptofix 222
_—

H3CO:©:CHO
HsCO N(CH3)3TfO

CA

HO COOH
ISR
HO 18 Nz

['®FIFDOPA

Abbildung 14: Syntheseroute von

cB
o
CE
OtBu
HsCO :
3 . OfBu Ph
P
N CgH
H3CO L
Ph
CF
[**FIDOPA.["0]

3.3.3 [*®F]Fluorierung mit Hilfe prosthetischer Gruppen

H3CO 18F
cc
HBr
H3CO
3 :©/\Br
H,CO 8¢

CD

Eine Alternative zur Markierung von Tracern mit radioaktiven [*8F]-Isotop stellen prosthetische

Gruppen dar. Diese Molekiile fungieren als kleine, hoch reaktive, bifunktionale Liganden,

welche unter anderem in der Lage sind Phenole, Thiophenole, Amine oder auch Carboxylate

zu alkylieren. Darunter zahlen zum Beispiel: Brom-[*®F]fluormethan (DA), 1-Brom-

2-[*®F]fluorethan

([*®F]FEB, DB),

2-[*8F]Fluorethyltosylat ([**F]FEtOTf, DD).['* 72

P

187 >pgr 18|:/\/Br

DA DB

Abbildung 15: Auswahl verschiedener [*®F]Fluoralkylierungsliganden.

2-[*®F]Fluorethyltriflat  ([**F]JFEtOTs, DC) oder
O 182 - ~O~ P
18O F P
g CFs )
DC DD

Da sich diese Arbeit vor allem auf die Synthese und der Prozessentwicklung von
2-[*8F]Fluorethyltriflat ([*®F]FEtOTf, DC) sowie 2-[*®F]Fluorethyltosylat ([*}F]FEtOTs, DD)

beschaftigt hat, soll auf diese im Folgenden etwas genauer eingegangen werden.
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Bereits 1987 stellte Stocklin et al. die Radiosynthese von [*®F]FEtOTs und den entsprechenden
Methyl- und Propylanaloga ([*®F]Fluormethyltosylat bzw. 3-[*3F]Fluorpropyltosylat) vor.[”®]

["8FIKF, K,CO3

TsOg 1,.0Ts Kryptofix 222 _ TsO 1°F
\H/n =123 MeCN \H/n =123
82 °C, 10 min

Abbildung 16: Stécklins et al. vorgestellte Syntheseroute fiir [**F]FEtOTs.[™®]

Auffallig dabei sind die groflen Unterscheide der radiochemischen Ausbeute. Fir
[®F]Fluormethyltosylat betrug die RCY nur etwa 1%. Fiir 2-[*®F]FEtOTs (RCY: 82%) und
3-[*®F]Fluorpropyltosylat (RCY: 89%) konnten wesentlich hohere RCY erzielt werden. Es wird

vermutet das dies vor allem sterische Griinde hat.[3]

Ein Beispiel fiir die [*®F]Fluorethylierung von primaren Aminen ist die leicht modifizierte
Reaktion mit p-Anisidin (EA), welche 2003 von Rosch et al. vorgestellt wurde.[”¥ Dabei wurde
eine deutliche Erhohung der radiochemischen Ausbeute durch den Zusatz von
Alkalimetalliodiden beobachtet. Die hthere RCY wird von den Autoren durch die intermediére
Bildung von 1-lod-2-[*8F]fluorethan erklart, welches ein stirkeres Alkylierungsmittel als das

entsprechende Tosylat darstellt.

18
F
NH Ts0~ H
/@/ 2 Nal, KI oder Csl /@/ V\mF
~0 DMSO ~o
85 °C, 20 min
EA EB

Abbildung 17: [*8F]Fluoralkylierung von p-Anisidin.[’¥

Auch fiir viele Phenole und Thiophenole eigenen sich die [‘®F]Fluorethylierung mit
[*®F]FEtOTs. So wurde 2015 von Schieferstein et al. die [*®F]Fluorethylierung von Harmol
(FA) und 2010 von Robins et al. die [**F]Fluorethylierung von 3-(2-Chlor-5-
mercaptophenyl)-1-methyl-1-(3-(methylthio)phenyl)guanidine (GA) durchgefiihrt.[®]
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N OH
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DMSO

—— 18F
- N / o/\/
N
H
FB

Cl H
‘ @NENQS\

18F/\/S
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Abbildung 18: [**F]Fluoralkylierung von Harmol und 3-(2-Chloro-5-mercaptophenyl)-1-
methyl-1-(3-(methylthio)phenyl)guanidine.t” 7!

Fir die Darstellung radioaktiv markierter Estern werden Carbonséauren mit [*®F]FEtOTs zur

Reaktion gebracht!’”l. Beispielhaft soll hier die Veresterung der Rhodamin B-Base (HA) von

Heinrich et al. genannt werden.["®]

) -
MGG
(0]

O

HA

18F
TsO

N'Pr,Et

MeCN
135 °C, 30 min

Abbildung 19: Veresterung von Rhodamin B-Base.l"!

Eine Alternative zu [*®F]JFEtOTs (DC) bietet [*®F]FEtOTf (DD), welches sich besonders fiir

schwach nukleophile, thermisch oder im Basischen instabile Molekile eignet. Es wird

bevorzugt mit der von Peters et al. 2014 vorgestellten Methode synthetisiert.[]

o) ["8FIKF
1l
O/S\O Kryptofix 222 /\ﬁF OTf, 18F
_—
\/ MeCN HO MeCN 10"
80 °C, 20 min RT, 1 min
1A IB DC

Abbildung 20: Peters et al. vorgestellte Syntheseroute fiir [*®F]FEtOTF.[®!
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Ausgehend von Ethylensulfit (1A) wird zunéchst durch Reaktion mit nukleophilen [*F]Fluorid
2-[*8F]Fluorethanol ~ (IB)  gebildet, welches anschlieRend mit  Trifluormethan-
sulfonsaureanhydrid zu [*®F]FEtOTf (DC) umgesetzt wird. Vor allem die gesteigerte
Reaktivitdat unter milderen Reaktionsbedingungen ist dabei positiv zu beachten. So konnte
Zhang et al. 2003 am Beispiel eines Phenols (EA) zeigen, dass die Fluoralkylierung mit
[*8F]FEtOTf bereits bei Raumtemperatur eine RCY von 68% (EB) erreicht, wahrend die gleiche
RCY (EC) mit [*®F]FEB erst bei einer Temperatur von 110 °C erzielt werden konnte. ]

(0] 0 (0]
[ ] 18F/\/Br [ ] 18F A~_OTf [ j
NaH NaH
18F/\/O N T 18F/\/O N
110 °C, 10 min © RT, 10 min
RCY: 68% Cl Cl RCY: 68% Cl
EC EA EB

Abbildung 21: Radioaktive Fluoralkylierung von N-[2-[4-(4-Chlorphenyl)piperazin-1-
yl]ethyl]-3-hydroxybenzamid mit[**F]FEB und [*®F]FEtOTf.[
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4 Kohlenhydrate: Die glykosidische Kniipfung

Kohlenhydratverbindungen bilden die grofite Klasse an natirlich vorkommenden
Verbindungen und spielen bei grundlegenden biochemischen Prozessen eine wichtige Rolle.
Sie dienen zum Beispiel in der DNS sowie in der RNS als Grundbausteine und liefern bei
biologischen Prozessen leichtzugangliche Energie.®Y Die haufigste Form bilden die Glycoside,
wobei der Kohlenhydratbaustein, das Glycon, tber eine glycosidische Bindung am anomeren
Zentrum mit dem Aglycon verknupft ist. Abhingig vom ,,Linker- Atom (X) werden Glycoside
in O-, C-, N- oder S-Glycoside unterschieden. Als Reste dienen meist organische Alkyl-, Aryl-
oder Phosphat-Reste. Besteht der Rest aus einem weiteren Kohlenhydrat, spricht man hierbei

auch von einem Disaccharid.%?!

-0 *= Anomres Zentrum
HO- X~ ¢'= Glycosidische Bindung
* X=0,N,C, S
Glycon = Organischer Rest

Abbildung 22: Allgemeine Struktur eines Glycosids.[®?

Auch die Humanmedizin nutzt die biologisch, relevante Bedeutung von Kohlenhydraten im

Korper und entwickelt dementsprechend PET-Tracer die diesem Prinzip folgen. [l

OH

HO OH 18F NH2
HO™ CO,H Stt;& ,Hw \\Q“N
AcHN HO OH HO
18F
3-['®F]Neu5Ax C3(ax.) 1'-["®FJFEL ['®F]FAC

Abbildung 23: Auswahl verschiedener PET-Tracer basierend auf Kohlenhydraten.

Salicylsduren an Zelloberflachen tragen beim Prozess der Zellerkennung bei. Inspiriert durch
das Vorhandensein von Salicylséuren auf regulatorischen Gangliosiden, entwickelte Ishiwata
et al. bereits 1990 den Tracer 3-[**F]Neu5Ac-C3(ax.) und untersuchte damit den
Glycokonjugat-Stoffwechsel von Tumoren.®4 Laktose entsteht aus der Verbindung von Dp-
Glucose und D-Galactose durch eine charakteristische f-(1,4)-glykosidische Bindung. Das

Hepatocarcinoma-Intestine-Pancreas/Pancreatitis-Associated Protein (HIP/PAP) wird im
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peritumoralen Pankreas Uberexprimiert und hat eine hohe Affinitat fir D-Lactose. Um die
Bildgebung von Pankreaskarzinomen zu verbessern gelang es Turkman et al. im Jahr 2011,
1'-[*F]FEL fir diesen Zweck zu entwickeln.®® Auch Cytosin basierte PET-Tracer wie 2-
Desoxy-2-[*8F]fluor-p-arabinofuranosylcytosin, kurz [*F]JFAC gewinnen zunehmend an
Bedeutung. So konnte bisher gezeigt werden, dass mit [®F]FAC die Biodistribution bei
Mausen eine hohere Akkumulation im Thymus und in der Milz zeigt, als vergleichsweise mit
[*®F]FDG beobachtet wurde. 28]

Fur die O-Glycosylierung gibt es diverse Synthesestrategien, welche je nach Struktur der
Verbindung, Eigenschaften der Edukte, Nebengruppeneffekte und der Wahl des Ldsemittels
variiert.®”- 81 Die zwei haufigsten Methoden, die Kénigs & Knorr- sowie die Schmidt-

Glycosilierung sollen im Folgenden beschrieben werden.

4.1 Konigs & Knorr-Methode

Bis heute ist die Herstellung von O-Glycosiden nach der Koénigs & Knorr-Methode weit
verbreitet und wird stetig weiterentwickelt.[® Es entstehen Alkyl- oder Aryl-O-Glycoside aus
den entsprechenden Alkyl- oder Arylalkoholen und einem Glycosylhalogenid unter
Verwendung eines Schwermetallsalzes oder einer Lewissdure. Bereits im Jahr 1901 erkannten
die Wissenschaftler Wilhelm Koénigs und Eduard Knorr die Verwendungsmdglichkeit von
Glycosylbromiden und -chloriden als Glycosyldonoren. Sie verwendeten Silber(l)-Salze wie
Ag>CO3 als sogenannte Promotoren, um das Halogenid als Abgangsgruppe aus dem
Kohlenhydrat zu verdrangen.[*® Besonders vorteilhaft ist, dass die entstehenden Silber-
Halogenid-Salze wie AgBr aus der Reaktionsmischung ausfallen und das Gleichgewicht der
Reaktion somit auf die Seite der Produkte verschoben wird. Das entstehende Oxocarbeniumion
kann dabei durch Nachbargruppeneffekte stabilisiert werden. Da der Angriff am anomeren
Zentrum stattfindet ist diese Methode zusatzlich regiospezifisch. Die Stabilitat und Reaktivitat
des Glycosylsubstrats variieren je nach Halogenid, Temperatur, Schutzgruppen und Aktivator.
Chloride und Fluoride sind im Allgemeinen stabiler als Bromide, wahrend lodide tendenziell
instabiler sind.® Da Halogenide aufgrund ihrer thermodynamischen Instabilitit leicht
eliminiert oder hydrolysiert werden kénnen, finden die Reaktionen unter Inertbedingungen und
unterhalb von 25 °C statt. Als Aktivator dienen Silbersalze wie Ag.COs, AgOTf, Ag.0, AgNO3
und AgClO4.[®2 Eine Adaption der Kénig & Knorr-Methode stellt die Helferich-Variante dar.
Bei dieser Methode werden Quecksilbersalze wie Hglz, HgCl> oder Hg(CN), verwendet.[*®]
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Nachbargruppeneffekte an der C2-Position sind charakteristisch und wirken sich
regiospezifisch auf die Reaktion aus.* So kann unter Verwendung von Ester- und
Phenylthiogruppen an Position C2 sowohl aus dem a- als auch aus dem S-Glycosylhalogeniden
nur das p-O-Glycosid entstehen. Fehlt der Nachbargruppeneffekt zum Beispiel unter
Verwendung von Alkyl- und Benzylgruppen, dominiert der anomere Effekt und es wird primér
das a-O-Glycosid gebildet.[ ]

) 0 —
o) —O  HO-R
>—0  agorTf 2 (AcO), =T\
(AcO)n/\/ﬁ (AcO), K-H - n
N 0.0
Br ° o “(@ ®
- AgBr >¢ -H
HOR = Glycosylakzeptor
R =Alkyl oder Aryl
Abbildung 24: Reaktionsmechanismus mit Nachbargruppeneffekt der Konigs & Knorr-

Reaktion.[®®

4.2 Schmidt-Methode

Im Verlauf des vergangenen Jahrhunderts wurden die Konzepte von Konig, Knorr und
Helferich fortlaufend aufgegriffen und weiterentwickelt. Es zeigte sich, dass fir eine
erfolgreiche Glycosilierung eine effektive Abgangsgruppe sowie ein geeigneter Promotor
entscheidend sind.[: %71 Ein Nachteil bisheriger Methoden lag in der mangelnden Kontrolle der
Stereoselektivitat zwischen den a- und S-Anomeren der Glycoside. Richard R. Schmidt ging
dieses Problem an und erkannte 1984 die Moglichkeit, eine Trichloracetimidat als
Abgangsgruppe an C-1 einzusetzen, wobei verschiedene Lewis-Sduren als Promotoren
dienten.[®®! Dabei wird der Trichloracetimidat-substituierte Kohlenhydrat mittels einfacher
Reaktion zwischen einem C-1-entschutzten Kohlenhydrat und Trichloracetonitril unter
basischen Bedingungen synthetisiert.[®®! Schmidt postulierte, dass laut Erkenntnissen von
Raymond U. Lemieux und J. T. Edwards das Verhdltnis der a- und p-Anomeren der
Glycosilierung von der Temperatur und durch die Wahl der Base abhéngt. %1% Aufgrund des
anomeren Effekts (Edwards-Lemieux-Effekt) entsteht ein stereoelektronischer Unterschied bei
der Bildung der a- und g-Anomere. Das -Anomer bildet sich schneller (kinetisch kontrolliertes
Produkt), das thermodynamisch stabilere o-Anomer langsamer (thermodynamisch

kontrolliertes Produkt).[*%
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O 0
K,CO5 CCI,CN
(SGO)n/"q‘ 2v>3, ¥~ (SGO)n/\’?‘:"\
OH O. _NH

CCly

Abbildung 25: Reaktionsmechanismus der Schmidtglycosilierung.[%!

Das a-Anomer entsteht mit starken Basen wie zum Beispiel Natriumhydrid oder 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) oder mit schwachen Basen bei ldngeren Reaktionszeiten
(z.B. KoCOgs, 48 Stunden). Das p-Anomer dagegen mit schwachen Basen und kurzen
Reaktionszeiten (z.B. K2COs, 3 h).[1%% 1921 Ein groBer Vorteil ist die hohe Stabilitit der
Trichloracetimide, die im Gegensatz zu den Glycosyl-Halogeniden mehrere Monate bei —25 °C
lagerfahig sind. Fur die eigentliche Glycosilierung werden die Trichloracetimide mit einer
katalytischen Menge Lewissaure aktiviert (z.B. TMSOTf, BFs-Et,0). Ahnlich der Konigs &
Knorr-Reaktion verlauft dieser Schritt der Reaktion Uber einen Sn2-Mechanismus mit
Nachbargruppeneffekt ab. Bei Glucose und Galactose bildet das a-Trichloracetimide das
entsprechende -O-Glycosid, bei Mannose entsteht das a-O-Glycosid. [ %I
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5 Flowchemie

In den vergangenen 30 Jahren hat die Flow-Chemie stetig an Bedeutung gewonnen.
Insbesondere die Industrie macht sich dieses Syntheseverfahren zu Nutze und findet dort
sowohl in der Analytik als auch in der Synthese Verwendung.*%® %4 vor allem die
Entwicklung von milli- und mikrofluidischen Reaktoren hat dazu beigetragen, Flow-Chemie
auch in akademischen Einrichtungen zu etablieren. Dabei profitiert dieses Syntheseverfahren
hauptsachlich von folgenden Eigenschaften: i) gute Wéarmeubertragung aufgrund Diffusions-
oder Mischelemente im Reaktor, ii) hoher Stoffaustausch, iii) einer guten Skalierbarkeit,
iv) einfache Optimierungsmaoglichkeiten, v) hohe Reaktionseffizienz, vi) sichere Handhabung,
vii) hohe Reproduzierbarkeit und viii) hohe Selektivitt.l*%! Durch Reaktionen mit héheren
Konzentrationen kdnnen zusatzlich Kosten fir Losemittel eingespart und gleichzeitig der
Umgang mit toxischen oder explosiven Stoffen sicherer gestaltet werden. Mikrofluidische
Systeme haben Kanaldurchmesser von 100 nm — 1 mm, wahrend millifluidische Systeme
Durchmesser von 1-10 mm aufweisen.[%! Kleinere Kanéle bedeuten ein groReres Oberflachen-
zu-Volumen-Verhéltnis (A/V).[21 Im Vergleich zu herkdmmlichen ReagenzgeféfRen ist dieses
Verhaltnis erheblich gréRer. Ein hoheres A/V-Verhaltnis ermdglicht eine effizientere Mischung
der Reagenzien und eine prazisere Kontrolle des Wéarmeaustauschs. Reaktionen in mikro- und
millifluidischen Systemen fiihren in der Regel zu besseren Ausbeuten des gewdiinschten

Produktes in kiirzerer Zeit.[1%8]

Tabelle 3: A/V-Verhaltnisse unterschiedlicher ReaktionsgefaRe."!

Reaktionsgefal AV [Z_z
5 mL Rundkolben ~141
50 mL Rundkolben ~ 66
250 mL Rundkolben ~ 38
Millifluidale Systeme ~ 50— 2000
Mikrofluidales System ~ 3400 - 18 000

Obwohl Zeit und Ressourcen fur die Entwicklung und Optimierung einer Syntheseroute unter
Durchflussbedingungen erforderlich sind, lohnt sich diese Investition. Ein Flow-System besteht
standardméalig aus vier Komponenten: i) einem Reaktor, ii) einer Pumpe, ii) einem
Druckmesser und einem iv) Druckregulator. Geeignete Reaktoren missen gegentber hohen

Temperaturen, verschiedenen Ldsemitteln, Reaktanden und hohem Druck bestdndig sein.
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Reaktionssysteme kodnnen in 3 verschiedene Typen eingeteilt werden: i) Flussig-Flissig-
Systeme, ii) Fest-Fliissig-Systeme und iii) Fliissig-Gas-Systeme. X% Da in dieser Arbeit starker

Fokus auf dem Flissig-Flussig-Reaktorsystem liegt, soll darauf ndher eingegangen werden.

Fur Flussig-Flussig-Reaktionen werden neben einfachen Schlduchen hauptséchlich Chip-
Reaktoren eingesetzt. Ihr geringer Kanaldurchmesser und die grof3e Oberflache ermdglichen
eine schnelle und préazise Temperaturregelung. Sie bestehen groRtenteils aus Glas, Keramik,
Metall oder verschiedenen Kunststoffen. Zwei fliissige Reaktanten werden tber separate inlets
mit Pumpen in den Reaktor transportiert, reagieren und verlassen (ber ein outlet den Reaktor.
Die Durchmischung erfolgt durch laminare und turbulente Strdmungen. Laminare Strdmungen
verlaufen entlang der Kanalwand in Richtung der Flussrichtung. Ein Stoffaustausch erfolgt
hierbei hauptsachlich Uber Diffusion. Im Gegensatz dazu mischen turbulente Stromungen aktiv
das Reaktionsgemisch. Der Stoff- und Warmeaustausch verlduft dabei wesentlich

effizienter.[108]
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Abbildung 26: Flissig-fliissig Flow-Reaktor.

Welches Verhéltnis die beiden Stromungsarten zueinander haben, lasst sich durch die
Reynolds-Zahl (Re) berechnen. Sie beschreibt das Verhdltnis von Trégheits- und

Zahigkeitskraften im System. Die Gleichung wird durch den Innendurchmesser des Systems
(d) in [m], die dynamische Viskositit (1) in [, die FlieBgeschwindigkeit (9) in [’”TZ] und die
Dichte (p) in [%] beschrieben. Die kritische Reynolds-Zahl liegt bei 2040 + 10. Oberhalb dieser

Zahl (iberwiegt turbulente Stromung, wahrend darunter die laminare Strémung dominiert.[1%
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Mikrofluidische Systeme weisen in der Regel niedrige Reynolds-Zahlen (~100) auf. Durch das
hohe  Oberflachen-zu-Volumen-Verhdltnis kommt es zu intensiven  statischen
Wechselwirkungen zwischen Kanélen und Reaktionsphasen. VVor allem bei laminarer Strdmung
bewirken dabei Kohasions- und Adhésionskrafte. Um dem entgegenzuwirken, werden gezielt
Unebenheiten, spezielle Kanalverlaufe oder Mischelemente in den Kanal eingebracht. Ein
potenzielles Problem dieser Chipreaktoren ist dabei der Durchsatz. Selbst kleinste
Ablagerungen konnen die oftmals sehr dinnen Kanile (mit oder ohne Mischelemente)

verstopfen und die Synthese zum Scheitern bringen.[*%°]

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Kontrolle des Druckes im System wahrend der Synthese.
Dazu wird ein Gegendruckventil (back pressure regulator, BPR) sowie ein Drucksensor
(pressure sensor, PS) verwendet. Dieses erlaubt die Verwendung einer Reaktionstemperatur
uber dem Siedepunkt des Losungsmittels, was sich wiederum positiv auf die Reaktionskinetik
auswirken kann. Eine weitere Schliisselkomponente befasst sich mit der Forderung des
Laufmittels oder der Reagenzien. Im Labormalistab werden Ublicherweise Spritzen- oder
HPLC-Pumpen eingesetzt. Uber Schlauche gelangen die Reaktionslosungen zu den
Reaktoranschliissen (inlets). Im Reaktor werden die Komponenten vereint, gemischt und zur
Reaktion gebracht. Eine externe Warmequelle wie ein Olbad oder ein Aluminiumblock kann
fur die Temperaturregulierung verwendet werden. Das Reaktionsgemisch verlasst den Reaktor
am outlet und wird in einem Gefall aufgefangen. Je nach Reaktionsbedingungen kann es
erforderlich sein, das Setup mit zusatzlichen Reaktoren, einer Extraktionseinheit oder anderen

technischen Bauteilen zu erweitern.[08]
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Additive Fertigungstechniken eréffnen neue Mdglichkeiten fiir die Flow-Chemie.[**0]
Durchflussreaktoren konnen individuell angepasst und aus einer Vielzahl von Materialien wie
Kunststoffen, Metallen, Keramiken oder Glas gedruckt werden. Insbesondere Kunststoffe wie
PLA (Polymilchséaure), ABS (Acrylnitril-Butadien-Styrol-Copolymer), PP (Polypropylen) und
PET-G (Polyethylenterephthalat-Glycol modifiziert) haben sich als kosteneffizient und
praktikabel erwiesen.''] Die Bestandigkeit gegeniiber organischen Lésungsmitteln und
Chemikalien ist bei diesen Kunststoffen jedoch sehr begrenzt. Ein fiir die Chemie interessanter
Kunststoff ist PEEK (Polyetheretherketon). Er zeichnet sich durch eine hohe

Temperaturbesténdigkeit (bis 250 °C) und einer hohen chemische Resistenz aus.[**2 113
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Abbildung 27: Auswahl an Polymeren fiir den 3D-Druck.

Fur den 3D-Druck von Reaktoren werden diese zunéchst mittels CAD-Zeichenprogrammen
wie Autodesk Inventor am PC entworfen und im passenden Format (z.B. standard template
library, STL) gespeichert. Dieses Format kann mit Hilfe eines Slicer-Programmes wie
Simplify3D oder Ultimaker Cura in einen G-Code umgewandelt werden. Bei einem G-Code
handelt es sich um einen numerischen Code, welcher die Steuerung des 3D-Druckers

ermoglicht. Dieser VVorgang ist bei jeder 3D-Druckmethode identisch.



Teil A: Theorie

Abbildung 28: Entwicklungsprozess vom Design bis zum 3D-Druck.[*'4]

Die &lteste Methode, die Stereolithographie (SLA), verwendet Kunststoffe wie Epoxid-, Vinyl-
oder Acrylharze in monomerer Form, welche schichtweise mit einem HeCd-Laser auf einer
Bauplattform ausgehartet werden.[**?! Die wohl bekannteste Methode ist die in den 1980er
Jahren entwickelte Schmelzschichtmethode (fused deposition modeling; FDM). Dabei wird ein
Polymer, in Form eines Filaments mit Hilfe eines Motors durch eine beheizte Dise (nozzle)
geschoben und verflissigt. Die Gesamtheit dieses Bauteils wird als Extruder bezeichnet. Die
Drucktemperatur wird hierbei der Schmelztemperatur des Kunststoffs angepasst. Das
geschmolzene Filament hartet auf einer beweglichen Bauplattform, wobei die Dlse meist in X-

und Y-Achse und die Bauplattform in der Z-Achse beweglich ist, schichtweise aus.['*"]

Filament 7 ™

XY-Achse ; Extruder mit beheizbarer Diise
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Abbildung 29: Schematischer Aufbau eines FDM-Druckers (Adaptiert mit Erlaubnis von

Rossi et al.).[!%
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Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines flexiblen und preisginstigen Flow-Systems,
welches die hohen Anforderungen radiochemischer Forschungseinrichtungen erfillt und
einfach bedient werden kann. Hauptfokus liegt dabei auf den Kernkomponenten eines
Flowsystems. Darunter zahlen Durchflussreaktor, Spritzenpumpe, Drucksensor sowie ein
Druckregulator. Bei der Entwicklung der Durchflussreaktoren soll dabei besonders auf die
Mischeffizienz eingegangen werden. Die Spritzenpumpe soll zuverlassig Flisse von 1 pL/min
bis 2500 pL/min fordern. Daruber hinaus soll ein Druckmesssystem implementiert werden,
welches bei Uberschreiten des eingestellten Maximaldrucks die Pumpe ausschaltet. Dies ist ein
wichtiger Sicherheitsfaktor, da ein Bersten des Reaktors durch etwaige Blockade zur
Kontamination und somit zu einer Gefahrdung fuhrt. Das System soll unter kontinuierlichen
Durchfluss Driicke bis 10 bar zuverlassig halten. Der Druck im System soll dabei live ablesbar
sein. Mit diesem Setup sollen Flowprozesse fiir bekannte PET-Tracer neu entwickelt und mit

den Ergebnissen der herkémmlichen Batch-Verfahren verglichen werden.

Des Weiteren soll ein neu entwickelter Tracer basierend auf f-Galactose synthetisiert werden.
Dieser soll zur Detektion von seneszenter Zellen, welche ein Indiz fir Krebs sein koénnen,
dienen.
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Um die bendtigte Menge des radioaktiven Tracers zu produzieren, ist es notwendig, einen
vollautomatisierten Prozess auf einem Routinegerdt (FN X Pro, TRACERIab) zu entwickelt
und zu optimieren. Im Anschluss soll der Tracer im in-vitro sowie im in-vivo Mausmodell an

AMp19-Tumorzellen getestet und evaluiert werden.
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Im Folgenden werden die Hauptergebnisse der einzelnen Projekte zusammengefasst. Dabei
wird vor der detaillierten Diskussion ein inhaltlicher Uberblick der Publikation angefiihrt. Die
Veroffentlichungen werden geordnet nach dem Datum der Verdffentlichung diskutiert. Im
Anschluss werden relevante Ergebnisse, die nicht publiziert wurden, separat betrachtet. Zu
beachten ist, dass Teilarbeiten, wie die Synthese der Ausgangsverbindungen, das Designen der
Reaktoren, der Druck der verschiedenen Komponenten, die Elektronik und die
Programmierung in diesem Abschnitt nicht diskutiert wird. Diese kdnnen in den jeweiligen
Papern sowie den dazugehorigen ESIs (electronic supplementary informations) im Anhang

nachgeschlagen werden.

Paper 1

3D-printed PEEK reactors and development of a complete

continuous flow system for chemical synthesis

Inhalt: Die Nutzung von Hochtemperatur-bestandigen und chemisch-resistenten Polymeren im
3D-Druck eroffnet neue Mdoglichkeiten fur die Flowchemie. In diesem Zusammenhang
prasentieren wir die Entwicklung von milli- und mikrofluidischen Reaktoren aus
Polyetheretherketon (PEEK). Fokus liegt dabei vor allem auf der Mischeffizienz der Reaktoren
sowie deren Temperatur- und Chemikalienbestdndigkeit. Fir die Untersuchung der
Mischeffizienz wurden verschiedene Mischgeometrien 3D-gedruckt und anhand von

Strémungsuntersuchungen analysiert.

Ergebnisse und Diskussion:

Auch in der Pharmaindustrie nimmt die Bedeutung von Flowchemie bei der Herstellung von
pharmazeutischen Wirkstoffen (active pharmaceutical ingredient, AP1) immer mehr zu.[**] Ein
Beispiel flr einen solchen Wirkstoff ist Gemcitabin, das bei der Behandlung von
Bauchspeicheldriisenkrebs eingesetzt wird. Es handelt sich dabei um ein Derivat von
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Desoxycytidin, das von der Desoxycytidin-Kinase (dCK) phosphoryliert wird und die dCTP-
Synthese hemmt.[**"] Ein weiteres Derivat von Gemcitabin ist 1-(2'-Desoxy-2'-fluorarabino-
furanosyl)cytosin (FAC). Es stellt ebenfalls ein Substrat fir die dCK dar und kénnte durch
Markierung mit [®F]F fir den Nachweis der dCK-Aktivitat mittels Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) verwendet werden.['8 Insbesondere bei der Synthese radioaktiver PET-
Tracer konnten Mikroreaktoren die Ausbeute, Reinheit und Reaktionszeit verbessern, was zu
einer hdheren spezifischen Aktivitat fiinren wiirde.'%1 Eine mégliche Vorstufe fiir diesen PET-
Tracer ist 2-Desoxy-2-fluor-3,5-di-O-benzoyl-a-D-arabinofuranosylbromid (1), welches mit

den neu entwickelten Reaktoren in einem Mehrstufenprozess synthetisiert werden soll.[*20: 121]

NH; NH,
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Abbildung 30: Ubersicht mdglicher Radiotracer ausgehend von 2-Desoxy-2-fluor-3,5-di-O-

benzoyl-a-D-arabinofuranosylbromid (1).

Fur die Reaktorentwicklung wird Polypropylen (PP) sowie Polyetheretherketon (PEEK) als
Reaktormaterial verwendet. Obwohl PP hohen Temperaturen, chlorierten Losungsmitteln oder
Kohlenwasserstoffen nicht (ber einen langeren Zeitraum standhalten kann, bietet dieses
Material Vorteile in Bezug auf Transparenz, guter Druckbarkeit und Preis. Im Gegensatz dazu
zeichnet sich PEEK durch eine ausgezeichnete chemische Bestandigkeit gegentber einer
Vielzahl von Chemikalien aus und kann Temperaturen von bis zu 250 °C standhalten.[*2 1]
Fur die Untersuchung der Mischeffizienz wurden zunéchst diverse Mischgeometrien mithilfe
von PP gedruckt und in Villermaux-Dushman (VD)-Experimenten analysiert.['??l Die VD-
Reaktion basiert auf der Konkurenzreaktion zwischen der sofortigen Neutralisierung von
Dihydrogenborat-Anionen (1) und der langsameren Redoxreaktion von lodat und lodid zur
Bildung von lod (2):

H2BOz + H™ = H3BOs (1)

103~ + 51" + 6H" = 3I2 + 3H20 (2)

L+ =13 3
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Fur die Durchfihrung des Villermaux-Dushman (VD)-Experimenten braucht man: i) zwei
Spritzenpumpen, ii) einen Reaktor, iii) Kapillaren und Anschlusse, sowie iv) einen

UV-Detektor. Spritze A enthalt Protonen in Form von einer verdunnten H>SOs-Ldsung

(O.OlOmTOl), Spritze B enthdlt eine Pufferlésung bestehend aus H,BOs- (O.OSOmTOl),

mol

NaOH (0.030 mTOl) Kl (0.011 T) und K103 (0.002 mTOI) Bei idealer Mischung werden alle

Protonen der H2SO4-haltigen Lésung durch den Uberschuss des Dihydrogenborats verbraucht.
Unter schlechten Mischungsbedingungen kommt es nach Verbrauch von H.BO3~ zur lokalen
Uberkonzentration der Saure. Dadurch kann die langsamere Redoxreaktion (2) zur Bildung von
I> und die sehr schnelle Komproportionierungsreaktion (3) zu I3~ erfolgen. Triiodid, kann dank
UV/VIS-Spektroskopie leicht nachgewiesen werden. Die Absorptionswerte (A: 353 nm) der
jeweiligen Mischer werden in Abh&ngigkeit zur Durchflussrate in den Segregationsindex (Xs)
umgerechnet. Ein Xs-Wert von 0 deutet dabei auf eine perfekte Durchmischung hin, wéhrend

ein Xs-Wert von 1 keine Durchmischung aufweist.[*%]

Zu Beginn wurde ein Mixer mit geradem Kanal (M1) sowie ein einfacher Zickzackmixer (M2)
untersucht. AnschlieBend wurden komplexere Mischgeometrien, wie einem "Split-and-
Recombine"-Mixer (M3), einem Mixer mit gekreuzten Barrieren (M4), einem Mixer mit

spiralformiger Geometrie (M5) sowie einem Mixer mit parallel angeordneten Kreuzen (M6)

untersucht.
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Abbildung 31: Segregationsindex Xs der unterschiedlichen Mixer in Abhéngigkeit der
Flussrate (a), CAD-Zeichnung der Mischgeometrien der Mixer (b).
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Die VD-Experimente zeigen, dass M1 und M2 bei niedrigen Durchflussraten nahezu gleich gut
mischen und bei steigender Durchflussrate eine verbesserte Mischleistung fir die Zickzack-
Geometrie auftritt. Uberraschenderweise zeigt M3 im Vergleich zu M4, M5 und M6 relativ
schlechte Ergebnisse. In einem Experiment mit einer Farbstofflosung wurde festgestellt, dass
nicht alle Kanalbereiche von M3 gleichermalien gefiillt wurden. Ein moglicher Grund hierfur
kdnnten Ungenauigkeiten im Produktionsprozess sowie eine ungunstige Druckgeometrie sein.
Insbesondere bei niedrigen Durchflussraten wird die Reaktionsldsung durch die Mischelemente
nicht geteilt und folgt dem Weg des kleinsten Widerstandes. Die Mixer M4 bis M6 zeigen eine
deutlich verbesserte Mischleistung im Vergleich zu M1 bis M3, insbesondere bei
Durchflussraten von 1.5 bis 3 mL/min. Bei einer Durchflussrate von 0.5 mL/min zeigen die
VD-Experimente eine wesentlich hohere Mischeffizienz fur M6 verglichen zu M4 und M5.
Anhand dieser Ergebnisse wird M6 als optimale druckbare Mischgeometrie angesehen. Neben
der Geometrie der Mischkammern hat auch die Kanalbreite Einfluss auf die Mischeffizienz.
Versuche haben gezeigt, dass eine Kanalbreite von 1.6 mm optimal fur die gewéhlte
Reaktorgeometrie ist. Durch die Fehlertoleranz des 3D-Druckers konnten Kleinere
Kanaldurchmesser mit Mischelementen nicht reproduzierbar gedruckt werden. Es kam
wiederholt zur Blockade des Reaktors. Bei grolierer Kanalbreite nahm die Mischeffizienz ab.
Die Reaktoren aller folgenden Versuche wurden deshalb mit Reaktordesign M6 und einer

Kanalbreite von 1.6 mm durchgefihrt.

Wie bereits erwadhnt, sollte nun fir 2-Desoxy-2-fluor-3,5-di-O-benzoyl-a-D-
arabinofuranosylbromid (1) ein Mehrstufenprozess entwickelt werden. Bei der ersten Reaktion
handelt es sich um die Fluorierungsreaktion von 1,3,5-Tri-O-benzoyl-a-D-ribofuranose (2) mit
Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST). Die Fluorierung wurde bei vier Temperaturen
(zwischen 60 und 90 °C) und vier verschiedenen Reaktionszeiten (3 bis 15 Minuten)

durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 dargestellt.

o BzO BzO
BZOAQ“\OBZ DAST \\CZ“\OBZ HBr/AcOH K(iz‘\\ Br
\\~ ”/ abS CHC|3 O N
BzO  OH BzO F BzO F
2 3 1

Abbildung 32: Syntheseroute fiir 1-Brom-2-fluor-1,3,5-tri-O-benzoyl-a-D-arabinofuranose (1)

Allgemein verlduft die Fluorierung bei hoheren Temperaturen wesentlich schneller ab. Bei

90 °C und einer Reaktionszeit von 15 Minuten konnte ein Umsatz von 99% beobachtet werden.
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Der Umsatz wurde Uber HPLC-Messungen ermittelt, wobei zuvor stoffspezifische

Kalibrierungsfunktionen erstellt wurden.
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Abbildung 33: Umsatz zu 2-Desoxy-2-fluor-1,3,5-tri-O-benzoyl-a-D-arabinofuranose (3).

Die anschliefende Bromierung wurde zunéchst bei 55 °C mit unterschiedlichen HBr-
Verhéltnissen (10 eq. und 25 eq.) sowie drei verschiedenen Reaktionszeiten (5, 10 und 20
Minuten) durchgefuhrt. Die besten Ergebnisse fiir die Bromierung wurden zwischen 10 und 20
Minuten mit 25 Aquivalenten HBr (>99% Umsatz) erzielt. Basierend auf diesen Ergebnissen
wurde ein  mehrstufiger  Prozess  fir  2-Desoxy-2-fluor-3,5-di-O-benzoyl-a-D-
arabinofuranosylbromid (1) entwickelt. Da die Temperatur den Siedepunkt von Chloroform

uberschritt, wurde der BPR auf einen Druck von 3 bar eingestellt.

Das System fur die Mehrstufensynthese besteht aus drei Reaktoren. Im ersten findet die
Fluorierung statt, im zweiten die darauffolgende Bromierung. Anschliefend wurde das
Reaktionsgemisch in einem dritten Reaktor mit Wasser gewaschen und somit die Reaktion
beendet. Die organische und die wassrige Phase wurden durch einen Membranseparator
voneinander getrennt. Trotz der vorangegangenen Optimierungen konnte in den HPLC-

Messungen Reste von 2-Deoxy-2-fluor-1,3,5-tri-O-benzoyl-a-D-arabinofuranose  (3)



Paper 1

nachgewiesen werden. Die Bromierung im Gesamtprozess schien nicht wie erwartet quantitativ
abzulaufen. Aufgrund dieser Erkenntnis wurde die Reaktionstemperatur der Bromierung auf 75
°C erhoht. Mit dieser Optimierung konnte ein Umsatz von >99% und einer Ausbeute von 79%
(isoliert) des gewunschten Produktes 1-Brom-2-fluor-1,3,5-tri-O-benzoyl-D-arabinofuranose

(1) erzielt werden.

_____________________
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Abbildung 34: Schematische Darstellung des Flowprozesses fir 1-Brom-2-fluor-1,3,5-tri-O-

benzoyl-a-D-arabinofuranose (1).
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Paper 2

FOMSy: 3D-printed flexible open-source microfluidic system and

flow synthesis of PET-tracer

Inhalt: Dieses Projekt préasentiert ein kostengiinstiges Open-Source-Flow-System, welches eine
Doppelspritzenpumpe mit separatem Drucksensor sowie eine verbesserte Version unseres
zuvor vorgestellten Gegendruckreglers beinhaltet. Das gesamte System kann fir etwa 500 €
nachgebaut werden. Im Vergleich dazu kosten kommerziell erhaltliche Flow-Systeme oft tber
10.000 €. Diese hohen Einstiegskosten machen diese Technologie fiir viele Forschungsgruppen
finanziell unzugénglich. Ein kostengunstiges und zuverlassiges Setup konnte die Etablierung
dieser effizienten Synthesemetode erheblich vorantreiben. Ein potenzielles, vielversprechendes
Anwendungsgebiet flir Flow-Chemie bietet die Radiochemie. Aufgrund der bendétigten
Bleiabschirmung ist hierbei der Platz fur ein System stark begrenzt. Handelsiibliche Flow-
Systeme sind in der Regel recht grof3 und unhandlich. Ein kompaktes und anpassbares System
ist fir diese Art der Anwendung von immensem Vorteil. Unser kompaktes 3D-gedrucktes
System erfillt all diese Anforderungen. Als Proof of Concept haben wir mit dem von uns
vorgestellten Flow-System die Synthese von 2-[*8F]Fluor-2-deoxy-D-glucose ([*8F]FDG), dem

am haufigsten verwendeten PET-Tracer, automatisiert und optimiert.

Ergebnisse und Diskussion:

Das vorgestellte System besteht aus einer Doppelspritzenpumpe, einem Gegendruckregler
(BPR) und einem Drucksensor (PS). Durch die Integration unserer zuvor veroffentlichten 3D-
gedruckten Mikroreaktoren kann das System so konfiguriert werden, dass es entscheidende
radiosynthetische Schritte wie Fluorierung, Verdinnung, SPE-Trapping (solid phase
extraction, SPE), Entschltzung und SPE-Elution automatisiert durchfuhrt. Dies ermdglicht eine
platzsparende Herstellung einer breiten Palette von Tracern und prosthetischen Radioliganden
mit hoher molarer Aktivitat in kurzer Zeit.

Die vorgestellte Spritzenpumpe besteht aus zwei separat steuerbaren Spritzenkanalen. Durch

die Verwendung von Spritzen als Losungsmittelreservoir l&sst sich ein breites Spektrum von
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FlieRgeschwindigkeiten (abhéngig von der Wahl der Spritze) zuverl&ssig einstellen. Fast alle
Komponenten, abgesehen von der Elektronik und den mechanischen Teilen, wie Schrauben und

Stangen, wurden im 3D-Druckverfahren hergestellt.

Abbildung 35: CAD-Explosions-Zeichnung der Spritzenpumpe (a) und Fotografie der

montierten Spritzenpumpe (b).

Die Ubliche Ausstattung fir mehrstufige Durchflussreaktionen umfasst, neben Pumpe und
Reaktor, einen Drucksensor sowie einen Druckregulator. Die Kontrolle des Systemdrucks spielt
eine entscheidende Rolle in der Durchflusschemie. Durch einen erhéhten Innendruck kénnen
Losungsmittel Gber ihren Siedepunkt hinaus erhitzt werden, was zu einer Erhéhung der
Reaktionsgeschwindigkeit fiinren kann.!24 Zudem kann die Bildung von Gasen fliichtiger
Stoffe wéhrend der Reaktion verhindert werden, was zu einer Unregelmagigkeit in der Flussrate

fihren wiirde. Auch diese Komponenten wurden entwickelt und sollen kurz vorgestellt werden.

Das Funktionsprinzip des Drucksensors basiert auf der Widerstandsdnderung eines
kraftsensitiven Widerstandes (force sensing resistor, FSR). Unterschiedliche Driicke ergeben
unterschiedliche Signalpunkte. Mit Hilfe eines Manometers konnte somit eine Kalibriergerade
mit entsprechender Gleichung erstellt werden. Wahrend des Betriebs der Pumpe erfolgt die
Berechnung des Drucks Uber einen Arduino Mega. Der Kanal im 3D-gedruckten Teil ist
gedffnet, um einen Hohlraum zu schaffen, der den Druck des Systems auf den FSR Ubertréagt.
Dieser Hohlraum wird mit einer PTFE-Scheibe abgedichtet. Um den Kontakt mit Losemittel

zu vermeiden und den Druck auf den FSR ddmpfen wurden verschieden Kombinationen von
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Silikon- und PTFE-Scheiben getestet. Fir Driicke zwischen 1-10 bar, bewahrte sich die
Kombination aus einer 1mm dicken Silikon und einer 0.1 mm dicken PTFE-Scheibe.

Flhrungsschiene

PTFE-
Scheibe ..~

/ FSR-Sensor

Silikon-Scheibe

Geschliffene Oberflache

Abbildung 36: CAD-Explosions-Zeichnung des Drucksensors.

In der vorangegangenen Publikation haben wir ein federbasierten BPR vorgestellt. Es gelang
uns eine neue Version mit integriertem 12 V-Getriebemotor zu entwickeln. Die Steuerung des
Gegendrucks Uber den Motor ermdglicht eine automatisierte Druckeinstellung, insbesondere
wenn der BPR wéhrend des Experiments unzugénglich ist. Dies ist beispielsweise der Fall, bei

Verwendung in Blei abgeschirmten hotcells.
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Abbildung 37: CAD-Explosions-Zeichnung des BPR (a) und Fotografie des BPR (b).
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Der eingestellte Druck wird dabei live ber ein Display visualisiert und kann flexibel
kontrolliert werden. Fur unsere Anwendungen wurden alle 16sungsmittelbertihrenden Teile aus
PEEK hergestellt. Mit dem vorgestellten Equipment war es mdglich, zuverlassig Driicke bis zu

10 bar zu generieren, zu visualisieren und zu kontrollieren.

Fur die Prozessentwicklung des diagnostischen Radiopharmaka [*®F]JFDG wurde besonderes
auf folgende Punkte Wert gelegt:

1) Reaktionszeit: Aufgrund der kurzen Halbwertszeit des 8F-Isotops (109.7 min) sollte die
Gesamtreaktionszeit, einschlieBlich aller Aufreinigungsschritte, so kurz wie moglich

sein.

2) Strahlenschutz: Die Handhabung von radioaktivem Material sollte hochsten

Sicherheitsstandards gentgen.

3) Effizienz und Reproduzierbarkeit Die Reaktion soll effizient und reproduzierbar sein.

Die Produktion von radioaktiven und chemischen Nebenprodukten sollte auf ein
Minimum reduziert werden, um zeitaufwéndige Reinigungsschritte wie

Festphasenextraktion (SPE) oder praparative HPLC zu vermeiden.

OAc OAc OH
OoTf ["8FIF- o o
-0 NaOH
AcO TBAHCO3;  AcO a HO
AcO > AcO . HO
MeCN 18 RT, 1 min 18
OAc 90 °C, 10 min " oAc " on
4 5 ['®FIFDG

Abbildung 38: Syntheseroute von [*®F]FDG.

Der géngigste radiosynthetischer Weg zur Herstellung von [*®F]JFDG erfolgt durch die
nukleophile Sn2-Substitution von Tetra-O-acetylmannosetriflat (4), gefolgt von einer
Immobilisierung mittels C18-SPE, einer Basenhydrolyse und anschliefender Elution. Oft wird
eine Aluminiumoxid-SPE-Kartusche vorangeschaltet, um chemische Verunreinigungen wie
[*®F]Fluorid, Tetrabutylammoniumhydrogencarbonat (TBAHCO3) und Kryptofix 222 zu
entfernen. Die Synthese von [*F]JFDG fiir den Klinischen Einsatz mit handelsiiblichen
vollautomatischen Synthesemaschinen dauert blicherweise iber 30 Minuten und erreicht eine

radiochemische Reinheit (radiochemical purity, RCP) von etwa 95%.[12%]
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‘@7 Spritzenpumpe m PEEK-Reaktor Ija<] Gegendruckregler ‘ ['*FIFDG OH
@ 6-Wege-Ventil mit Loop Ié] Drucksensor ;; Kartusche

Abbildung 39: Schematische Darstellung des Flowprozesses fiir [\®F]FDG

Fur unseren Prozess wurde [*®F]HF in Form einer wissrigen Lésung in einem Zyklotron
generiert und anschlieRend mittels eines vorab behandelten lonenaustauschers konzentriert. Die
darauffolgende Elution erfolgte mit einer Losung aus Acetonitril (MeCN) und TBA-
Hydrogencarbonat. Die resultierende Reaktionslésung wurde mehrmals azeotrop mit abs.
MeCN bei 100 °C getrocknet. Das trockene [*®F]Fluorid wurde daraufhin in einer Losung aus
abs. MeCN, Kryptofix 222 und KHCOs geldst, und diente als Fluorierungsmittel. Das
Flowsystem fiir [*®F]JFDG besteht aus der vorgestellten Spritzenpumpe, einem 6-Wege-Ventil
mit integrierter PEEK-Loop (160 pL), dem Drucksensor, dem Druckregler, zwei PEEK-
Reaktoren (900 pL und 50 pL) sowie zwei Kartuschen (SEP-Pak Alumina N und Sep-Pak Plus
Light C18). Trockenes Acetonitril diente als Lésungs-/Laufmittel und wurde kontinuierlich aus
einer 10 mL Spritze gefdérdert. Durch die Verwendung eines 6-Wege-Ventils kann der Druck
im System auch unter kontinuierlichem Durchfluss konstant gehalten werden. Der Systemdruck
wurde auf 2.5 bar eingestellt. Zur Vorbereitung des Reaktionsgemisches wurden 100 pL der
[*®F]Fluoridlésung mit 60 pL acetyliertem Mannosetriflat (1 mg/0.1 mL abs. MeCN)
vorgemischt und mit Hilfe des 6-Wege-Ventils in den laufenden Prozess injiziert. Fir die
Prozessentwicklung von [*®F]FDG wurde die Reaktionszeit (5, 10 und 15 min) sowie die
Reaktionstemperatur (80, 90, 100 und 110 °C) variiert, analysiert und mit den Ergebnissen aus
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dem Batch-Verfahren verglichen. Jeder Zustand wurde durch Radio-DC und HPLC-Messungen

quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Radiochemische Ausbeute [*®F]FDG; Batch vs. Flow

Temperatur [°C] | Reaktionszeit [min] RCY Batch RCY Flow
5 27.1% 25.2%
80 10 31.2% 29.2%
15 33.8% 30.1%
5 45.9% 37.2%
90 10 52.3% + 1.9% (n=4) | 47.6% = 1.2% (n=5)
15 55.8% 48.1%
5 38.2% 28.1%
100 10 45.6% 38.4%
15 47.9% 39.1%
5 22.5% 15.2%
110 10 20.2% 13.2%
15 16.5% 9.2%

Bei Temperaturen Uber 100 °C konnte eine Zersetzung des Precursor beobachtet werden. Bei
Temperaturen unter 90 °C ist die radiochemische Ausbeute signifikant niedriger. Obwohl bei
einer Reaktionszeit von 15 min eine etwas bessere RCY (radiochemical yield) erzielt wurde,
ist diese Abweichung dem Fehlerbereich der Analysenmethode zu verschulden. Sowohl unter
Batch- als auch unter Flow-Bedingungen konnte eine optimale Temperatur von 90 °C bei einer
Reaktionszeit von 10 min ermittelt werden. Um statistische Aussagen zu ermdglichen, wurden
diese Reaktionsbedingung wiederholt durchgefihrt. Flr die Batch-Synthese konnte ein RCY
von 52.3% + 1.9% (n=4) ermittelt werden. Fur das Flow-System betragt die RCY
47.6% £ 1.2% (n=5). Beide RCYs liegen in einem ahnlichen Bereich. Auffallig ist, dass unter
Flowbedingungen deutlich weniger radioaktive Nebenprodukte entstehen. Dies stellt einen
bemerkenswerten Vorteil gegeniiber der Batchsynthese dar, da bei ausreichend hoher
radiochemischer Reinheit kein aufwéndiger HPLC-Reinigungsschritt notig ware, was sich

wiederum positiv auf die Synthesezeit auswirkt.
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Batch Flow

Nebenprodukt

Acetyliertes [*8F]FDG

Nebenprodukt

[*8F]Fluorid @

Abbildung 40: Radiochemische Reinheit; Batch vs. Flow.

Ein weiterer Vorteil des Flow-Systems besteht darin, dass die Reinigung und Entschiitzung
automatisch in den Prozess integriert werden konnte. Hierzu wurde die Reaktionsldsung
zehnfach mit Wasser verdunnt und durch eine Sep-Pak-Aluminiumoxid-Kartusche geleitet, was
zur Entfernung unerwiinschter polarer Verunreinigungen wie ['®F]Fluorid fihrte. Das
acetylierte Zwischenprodukt konnte im Anschluss auf einer C18-SPE-Kartusche gebunden
werden. Dabei hat sich gezeigt, dass eine Mischung von 1:9, MeCN : H>O notwendig ist.
Bereits bei einer Mischung von 1.5: 8.5, MeCN : H>0O wurde das acetylierte Zwischenprodukt
nicht mehr zuverliassig auf der C18-Kartusche immobilisiert. Zur Uberpriifung der
Reinigungsqualitat wurde das acetylierte [*3F]JFDG mit Ethanol von der C18-SPE-Kartusche
eluiert und mittels Radio-DC und HPLC untersucht. Die Analysen ergaben dabei eine RCP von
99.1% + 0.7% (n=5). Im Vergleich dazu wurde die Aufreinigung der Batch-Synthese manuell
durchgefuhrt, wobei eine RCP von 93.5% * 1.4% (n=4) erzielt werden konnte. Wie erwartet,
war die Reinigung von [*®F]FDG aus der Flow-Synthese aufgrund der geringeren Bildung von
Nebenprodukten einfacher und effizienter. Die Entschiitzung wurde in beiden Fallen manuell
durchgefiihrt und mittels radioaktiver DC quantifiziert. Die Gesamtzeit fur die
halbautomatische  Radiofluorierung sowie die Immobilisierung des acetylierten
Zwischenprodukts auf der C18-SPE-Kartusche betrug 14 Minuten. Die manuelle Entschiitzung
mit wassriger NaOH bendtigte eine zusatzliche Minute. [*®F]JFDG konnte somit in nur 15
Minuten und einer RCP von (iber 99% hergestellt werden.



Paper 3

Paper 3

Open-source Flow Setup for Rapid and Efficient [*®F]Fluoride Drying

for Automation of PET Tracer

Inhalt: Eine essenzielle Strategie im Umgang mit Radioaktivitat besteht in der Automatisierung
von Syntheseprozessen. Unnétige, manuelle Eingriffe sollen minimiert und die
Strahlenbelastung des Laborpersonals reduziert werden. Gleichzeitig tragt dies auch zur
Reproduzierbarkeit der Synthesen bei. Vor allem die Trocknung des nukleophilen [*8F]Fluorids
und die anschlielende Synthese damit stellt radiochemische Forschungseinrichtungen
alltaglich vor eine Herausforderung. Aus diesem Grund stellen wir ein voll automatisiertes
Modul zur schnellen und effektiven Trocknung von wissrigem [*8F]Fluorid vor, welches direkt
an das Zyklotron angeschlossen werden kann. Das Verfahren basiert dabei auf der Darstellung
von [®BF]Triflylfluorid. und ermdglicht innerhalb 10 Minuten nukleophiles [*®F]Fluorid,
abgeschirmt in einer hotcell zu generieren und wieder zu binden. In Kombination damit haben
wir Flowprozesse der prosthetischen Liganden [*F]Fluorethyltosylat (FEtOTs) und
[F]Fluorethyltriflat (FEtOTf) entwickelt. Diese Liganden genieRen als Fluorierungsmittel
hohe Beliebtheit in radiochemischen Synthesen. Als Proof of Concept und um die
Funktionsweise dieser prosthetischen Liganden zu testen, wurden Modellmolekiile mit

unterschiedlichen funktionellen Gruppen markiert und miteinander verglichen.

Ergebnisse und Diskussion:

Trocknungsmodul

Eine der kritischsten und wichtigsten Schritte der nukleophile Radiofluorierung besteht in der
Trocknung bzw. der Vorbereitung des [*®F]Fluor-lsotops, welches vom Zyklotron in Form von
wassrigem [*®F]HF produziert wird. Wasser bildet eine starke Solvathiille um das radioaktive
Isotop und fungiert selbst als Nukleophil. Aus diesem Grund muss es restlos entfernt werden.
In der Regel geschieht dies manuell Uber eine azeotrope Trocknung mittels trockenen

Acetonitrils und nimmt etwa 15 und 25 Minuten in Anspruch.[’> 1261 Bej diesem Vorgang ist
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eine wiederholte, manuelle Zugabe von Acetonitril erforderlich. Wé&hrend der Trocknung bei
100 °C wird zusatzlich ein Argonstrom in den Glasreaktor gelegt, was den Prozess des
Abdampfens erheblich beschleunigt. Der Anwender ist dadurch einer unnétig hohen
Strahlendosis ausgesetzt. Die kirzlich veroffentlichte Methode von Pees et al. bietet eine
Alternative.l?1 Beruhend auf der Generierung von gasférmigen [*8F] Triflylfluorid (7), welches
durch geeignete Trocknungsmedien geleitet und anschlieRend in Gegenwart einer Base in
nukleophiles [ F]Fluorid zersetzt wird, kommt dieses Verfahren ohne azeotrope Trocknung
aus. Die Synthese von [*®F]Triflylfluorid (7) erfolgt aus Phenyltriflimid (6) mit wéssrigem
[*8F]F in DMF bei 50 °C.[*?8l

["®F1F aq.
Gegenion Radiofluorierung
o O
A _N_# - »  Produkt
F.C \b O,, CF DMF, 50 °C
3 3
6 7

Abbildung 41: Syntheseroute von [*F] Triflylfluorid.[*?"]

Im Vergleich zur herkémmlichen azeotropen Trocknung bietet dieser Ansatz mehrere Vorteile.
Das Verfahren ist duRerst schnell und die Erzeugung von [*®F]Triflylfluorid (7) toleriert einen

Wassergehalt von bis zu 30%.17% 129

Um ein manuelles Eingreifen zu vermeiden, wurde ein vollautomatisiertes Modul entwickelt.
Es kann dabei sicher, vor der Zufuhr des wissrigen [*®F]HF, vorbereitet und von auBerhalb der
hotcell gesteuert werden. Es wurde dabei so konfiguriert, dass es sowohl als eigenstéandiges
Modul fir anschlieBend manuell durchgefiihrte Synthesen verwendet werden kann als auch in
Verbindung mit einem voll automatisierten Synthesemodul. Durch diese flexible
Einsatzmdglichkeit konnen beispielsweise C-Synthesemodule, welche aufgrund der
fehlenden Mdoglichkeit [*®F]JHF zu trocknen, keine ®F-Synthesen durchfithren kénnen so

modifiziert werden, dass dies moglich ist.
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Abbildung 42:

Steuereinheit (b).

Um die Steuerung zu erleichtern, wurde ein vorprogrammiertes Trocknungsprogramm fir
[8F]Triflylfluorid (7) entwickelt, welches mit einem Touchpad kontrolliert wird. Das
Programm umfasst zwei vordefinierte Zyklen zur Steuerung des Gasflusses. Mit dem "Switch

process”"-Feld konnen beide Kreisldaufe, ohne weitere manuelle Interaktion, simultan

CAD-Zeichnung (a) und Fotografie des Trocknungsmoduls mit

gewechselt werden.
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Abbildung 43: Graphische Benutzeroberfliche des Bindungsprozesses (a) und des
Syntheseprozesses (b) fiir [*8F] Triflylfluorid (7).
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Fiur das Trocknungsverfahren wird wiassriges [*®F]Fluorid auf einer QMA-Kartusche
immobilisiert und anschliefend mit KHSO4 in einen mit Phenyltriflimid (6) beftllten, beheizten
Glasreaktor eluiert. Uber eine Transferleitung wird das [*®F]Triflylfluorid/Argon-Gasgemisch
uber eine mit P4010 und MgSOQg4 gefiillte Trocknungskartusche geleitet und in ein V-Vial mit
geeigneter basischer Losung Uberfiihrt. Nach 10 Minuten konnte mit dem vorgestellten Modul
wasserfreies [*8F]Fluorid mit einer Effizienz von 91.7% + 1.6% (n=5, basische L&sung:
KHCOs/Kryptofix  222) zuriickgewonnen werden. Die Experimente wurden mit
Radioaktivitdten von 2—-25 GBq durchgefihrt.

Prosthetische Liganden

Eine verbreitete Strategie bei der Entwicklung von PET-Tracern besteht in der Verwendung
von 8F-fluorierten prosthetischen Liganden, die fir die spate Markierung geeigneter Precursor
dienen. Die Komplexitat dieser Synthesen, die Automatisierung sowie die Integration dieses
zusatzlichen Syntheseschrittes ist, aufgrund der begrenzen Anzahl an Reaktoreinheiten, in
automatisierte  Synthesemodulen  sehr  schwierig. Da die Anzahl erhéltlicher
Radiosynthesemodule sehr begrenzt ist, ist jeder Anwender gezwungen, ein maligeschneidertes
System zu entwickeln, um den gewunschten radiofluorierten prosthetischen Liganden in den
Routineanwendungen zu implementieren.[*3%-132 [*8F]Fluorethyltosylat ([**F]FEtOTs, 9) zahlt
zu den am haufigsten verwendeten prosthetischen Gruppen und wurde bereits erfolgreich fur

die Fluorethylierung vieler bekannter Radiotracer eingesetzt.[’%: 13

["8FIKF, K,CO3,

TsO .~ Kryptofix 222 18F
OTs MoGN " oTs
8 82 °C, 10 min 9

Abbildung 44: Synthese von [*®F]Fluorethyltosylat (9).

Trotz seiner weiten Verbreitung ist die Reaktivitit von [*®F]FEtOTs (9) manchmal nicht
ausreichend.l’"l Insbesondere bei der Markierung von schwachen Nukleophilen wie Thiolen
oder Carbonséuren sowie deaktivierten aromatischen Aminen kodnnen Schwierigkeiten
auftreten. Als Alternative dazu wurde [*®F]Fluorethyltriflat ([*®F]FEtOTf, 12) als effizienter

Ligand fiir schnelle Fluorethylierungen im Spatstadium vorgeschlagen.[”
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0 ['8FIKF
o/g\o Kryptofix 222 /\ﬁF OTf, /\fF
/ MeCN HO MeCN TfO
10 80 °C, 20 min 1 RT, 1 min 12

Abbildung 45: Synthese von [*®F]Fluorethyltrifiat (12).

[*®F]FEtOTf (12) kann leicht aus 2-[*8F]Fluorethanol (11) gebildet werden, das wiederum aus
der direkten Fluorierung von handelsiiblichem Ethylensulfit gewonnen wird.[”® 134 Fiir beide
Fluoralkylierungsliganden konnten Flowprozesse unter VVerwendung des bereits vorgestellten
Flowsystems (FOMSy) entwickelt werden.

[*®F]Fluorethyltosylat

Die Radiosynthese von [*®F]Fluorethyltosylat (FEtOTs, 9) erfolgt aus Ethylenglykol-bis-p-
toluolsulfonat (8) in MeCN. Fur die Optimierung des Flowprozesses wurden
Reaktionstemperaturen zwischen 75-130 °C und Reaktionszeiten von 3 bis 15 Minuten
untersucht. Aliquote des getrockneten Fluorids, vorgemischt mit dem Precursor, wurden als
Reaktionsgemisch mit Hilfe eines 6-Wege-Ventil in den laufenden Prozess injiziert. Das Setup
besteht aus zwei Spritzenpumpen, einem 6-Wege-Ventil mit Loop, einem Drucksensor, einem

Druckregulator, zwei Reaktoren, einem 0.45 um Filter und einer C18 SPE Kartusche.

_______________________
I 1

Gebunden:

""""" 900 L.
0oL | 1 min ‘\Wassriger: 118 :
MY Abfall ~"0Ts
| RT +« v Abf all
75a35°c LR |

—@— Spritzenpumpe Jm.”.’ PEEK Reaktor @ Druckregulator

JAN .
((m) 6-Wege-Ventil mit Loop I%@Q Drucksensor v Kartusche ,\/\ Filter (0.45 ym)

Abbildung 46: Schematische Darstellung des Flowprozesses von [*F]Fluorethyltosylat (9).
Der Druck im System wurde auf 3 bar eingestellt. Bis auf die SPE-Elution wurden alle

Reaktionsschritte unter Flowbedingungen durchgefiihrt. Um restliches nicht umgesetzt



Teil C: Ergebnisse und Diskussion

Ethylenglykol-bis-p-toluolsulfonat (8) zu entfernen, nutzt man die schlechte Wasserldslichkeit
dessen. Aus diesem Grund erfolgte im Anschluss der Reaktion im ersten Reaktor ein
Verdlnnungsschritt in einem zweiten Reaktor mit einer 12 mm Essigsaurelésung. Eine
sechsfache Verdlinnung und eine einmindtige Reaktionszeit waren ausreichend nicht
umgesetztes Ethylenglykol-bis-p-toluolsulfonat ausfallen zu lassen und mit einem 0.45 pm-
Filter zu entfernen. [!8F]FEtOTs konnte daraufhin direkt auf einer C18-SPE-Kartusche
immobilisiert werden. Zur Aufarbeitung wurde [*®F]FEtOTs mit einer Losung von 35%
Methanol in Wasser eluiert, auf einer Strata-X-SPE-Kartusche immobilisiert und mit Druckluft
getrocknet. Dieser Schritt dient zur Entfernung von restlichem Wasser und ist essenziell, bevor
[*®F]FEtOTs mit trockenem Acetonitril fiir nachfolgende Reaktionen von der Strata-X-SPE-

Kartusche eluiert wird.

Die besten Ergebnisse konnten bei einer Reaktionszeit von 5 min und 90 °C erzielt werden. Die
Gesamtsynthesezeit betrug 8 Minuten und erzielte eine radiochemische Ausbeute (RCY) von
53.6% £5.2% (n=9). Im Vergleich zur Batch-Synthese wurden keine signifikanten
Verbesserungen festgestellt (RCY: 53.7% * 4.9%, n=3). Obwohl die Implementierung und
Automatisierung der erforderlichen C18-SPE-Immobilisierung im mikrofluidischen System
zwar technisch moglich ist, wirde dies erheblichen Aufwand und ein manuelles Eingreifen
erfordern. Fur diesen Prozess konnte somit keine signifikante Verbesserung im Vergleich zur

manuellen Batchmethode erzielt werden.

[*F]Fluorethyltriflat

Bei der Zweistufensynthese von [‘®F]Fluorethyltriflat (12) ist vor allem die Bildung von
2-[*®®F]Fluorethanol (11) geschwindigkeits- bzw. erfolgsbestimmend. Der zweite Schritt, die
Umsetzung zum Triflat erfolgt quantitativ binnen weniger Sekunden. Aus diesem Grund wurde
der Hauptfokus auf den Teilschritt, der Bildung von 2-[*®F]Fluorethanol (11) gelegt. Dabei
wurde sowohl die Batch- als auch die mikrofluidische Methode bei Temperaturen von 70—
110 °C und Reaktionszeiten von 1-15 Minuten durchgefuhrt. Teilergebnisse werden in
Abbildung 47 dargestelit:
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Abbildung 47: RCC (radiochemical conversion) von Ethylensulfit zu [*®F]JFEOH (11) bei

verschiedenen Temperaturen und Reaktionszeiten; Batch vs. Flow.

Sowohl im Flowprozess als auch in der Batchsynthese erwies sich eine Temperatur von 90 °C
in Kombination mit einer Reaktionszeit von 5 Minuten als optimal. Es konnte ein
radiochemischer Umsatz (radiochemical conversion, RCC) von 92.4% + 1.7% (n=20) im Flow-
bzw. 75.1 + 2.2% (n=3) im Batchprozess ermittelt werden. Interessanterweise zeigte sich neben
der RCC auch ein deutlicher Unterschied hinsichtlich der RCP. Bei der Batch-Synthese konnten
bei 90 °C und einer Reaktionszeit von 5 Minuten etwa 23.5% Nebenprodukte und 21.5% nicht
umgesetztes [*®F]Fluorid ermittelt werden. Im Vergleich dazu wurde unter gleichen
Reaktionsbedingungen bei der Flowsynthese nur etwa 3.5% Nebenprodukte und 8.3% nicht
umgesetztes [*®F]Fluorid festgestellt. Die Reaktion im mikrofluidischen System erwies sich
somit als effizienter als das Batch-Verfahren. Auch das Setup erwies sich als unkompliziert.

Aliquote des trockenen [*®F]Fluorids vorgemischt mit Ethylensulfit (10) wurden durch einen
Mikroreaktor geleitet und anschlieBend direkt in ein 15 mL Falcon-Tube, gefullt mit einer
Losung aus Trifluormethansulfonsaureanhydrid (Tf20) in abs. MeCN, uberfuhrt. Nach
manueller Aufreinigung mittels Aluminiumoxid-SPE-Kartusche konnte sowohl im Flow- als

auch im Batchverfahren eine radiochemische Reinheit von Uber 97% ermittelt werden.
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Abbildung 48: Radio-DC der RCC Flow vs. Batch (a) und HPLC-Messung der RCC Flow vs.

Batch (b).
Der mikrofluidische Prozess benétigte dabei insgesamt etwa 7 Minuten. Der Batch-Prozess

dagegen etwa 12 Minuten. Auch die RCY ist mit 79.0% * 6.6% (n=20) fur das Flow-Verfahren
deutlich besser als die RCY im Batch-Verfahren (58.0% * 3.5% (n=3)).
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Abbildung 49: Schematische Darstellung des Flowprozesses von [*F]Fluorethyltriflat (12).




Paper 3

[*F]Fluorethyltosylat vs. [*®F]Fluorethyltriflat

Wahrend die Ergebnisse beziglich RCY und RCC bei der einstufigen Synthese von
[8F]Fluorethyltosylat (9) im Batch- und Flowverfahren im ahnlichen Bereich liegen, zeigt sich,
dass die zweistufige Synthese von [*8F]Fluorethyltriflat im Flowprozess einfacher, schneller
und mit hoherer Reinheit durchgefiihrt werden kann. Auch die Aufreinigung ist im Fall des
Tosylates 9 komplizierter und zeitaufwéndiger. Das Edukt, Ethylenglykol-bis-p-toluolsulfonat,
muss sorgfaltig vom [®F]Fluorethyltosylat (9) getrennt werden, um eine konkurrierende
Alkylierung zu vermeiden. [*8F]Fluorethyltriflat (12) kann im Durchflussverfahren wesentlich
effizienter hergestellt werden. Im Batchverfahren betrug die RCY 58.0% + 3.5% (n=3); im
Vergleich dazu konnte unter Flowbedingungen eine RCY von 79.0% + 6.6% (n=20) erzielt

werden. Dies entspricht einer durchschnittlichen Steigerung von 21%.

Um eine Aussage Uber die Reaktivitat und Qualitdt der beiden Fluoralkylierungsliganden
treffen zu koénnen, wurden beide Liganden an Modellverbindungen mit unterschiedlichen
funktionellen Gruppen getestet. Als Testmolekul wurden ein Phenol, eine Carbonsdure, ein
Thiol und ein Amin gewahlt. Fir die O-Alkylierung wurde 4-Methoxyphenol (13) sowie 3,5-
Dimethoxybenzoesaure (14) verwendet. Fur die N-Alkylierung wurde das sekundare Amin 7-
Chlor-4-(piperazin-1-yl)-chinolin (16) gewahlt. Fur die Synthese des
S-[*®F]Fluorethylthioethers dient 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-D-galactopyranosid (15) als
Ausgangsverbindung.
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Abbildung 50: Modellverbindungen fiir die radioaktiven Fluoralkylierung mittels [*®F]FEtOTs
und [*®F]FEtOTHf.
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Leider konnten keine geeigneten Bedingungen fur die radioaktive Fluoralkylierung des Phenols
ermittelt werden. Allgemein kam es unter Verwendung von 0.1 M NaOH als Base mit
[*®F]FEtOTf zur Riickreaktion zu [*8F]FEtOH. DIPEA (Diisopropylethylamin) erwies sich
dagegen als geeignete Base und wurde aus diesem Grund fur nachfolgende Untersuchungen
gewadhlt. Die Veresterung von 3,5-Dimethoxybenzoeséure war bereits vielversprechend. Unter
Verwendung von [*F]FEtOTf konnte ein RCC von 79.2% * 0.3% (RT, 10 min) erzielt werden.
Im Gegensatz dazu zeigte [*®F]FEtOTs selbst nach weiteren 10 Minuten bei 90 °C keine
Reaktion. Bei der Reaktion des Thiols mit [*®F]JFEtOTf wurde eine RCC von 83.2% + 1.1%
(RT, 10 min) gemessen, wihrend mit [*8F]FEtOTs nur eine RCC von 11.1% * 0.2% (RT, 10
min) erzielt wurde. Bei der N-Alkylierungsreaktion von 7-Chlor-4-(piperazin-1-yl)-chinolin
(16) wurde mit [*®F]FEtOTf eine RCC von 77.4% * 0.4% (RT, 10 min) und mit [*®F]FEtOTs
nur 9.8% * 1.3% (RT, 10 min) erreicht.

Tabelle 5: RCC der Fluoralkylierung mit [*®*F]FEtOTf vs. [*®F]FEtOTf, (50 uL der Precursor (12.5
mg/mL; abs. MeCN) wurden mit 30 puL Base und 200 pL [*®F]FEtOTs oder [*®F]FEtOTf gemischt,

(Reaktionszeit: 10 min).

Edukt | Produkt Base RCC mit [\®F]FEtOTf | RCC mit ['*®F]FEtOTs
13 17 DIPEA 0% 2P 0% &P
13 17 K2COs 0% 2P 0% &b
13 17 Cs2CO3 0% 2P 0% P
13 17 NaOH 0% 2P 0% &P
14 18 DIPEA 79.2 + 0.3%? 0% 2P
15 19 DIPEA 83.2+1.1%? 11.1 £ 0.2%?
16 20 DIPEA 774 +0.4% 2 9.8+ 1.3%?2

2 Reaktion bei Raumtemperatur; ® Reaktion bei 90 °C.

[*®F]FEtOTf (12) erwies sich sowohl bei der Synthese als auch in der Fluoralkylierung der
Modellverbindungen als effektiverer Ligand. Es hat sich gezeigt, dass Flowprozesse abhéngig
von der Synthese effektiver und sicherer durchgefiihrt werden kdnnen als im Batch-Verfahren.
Zusétzlich konnte durch die Kombination mit dem vorgestellten Trocknungsmodul die
Strahlenbelastung fir den Anwender verringert und eine Verbesserung im Laboralltag

herbeigefuhrt werden.
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Unveroffentlichte Ergebnisse

Die Ergebnisse dieses Teils wurden in enger Kooperation mit dem Werner Siemens Imaging
Center generiert. Die Synthese der Molekdile, die Analytik und die vorgestellten biochemischen
Auswertungen koénnen fir nachfolgende Publikationen von Dr. Jonathan Cotton verwendet

werden.

Inhalt: Die Detektion von seneszenter Zellen kann fr eine individuell gestaltete Krebstherapie
von hoher Bedeutung sein. Die Erkennung von Seneszenz bei Patienten ist derzeit nur durch
Seneszenz-assoziierten Markern in ex-vivo-Analysen mdglich. Diese Marker umfassen unter
anderem: pl6, p53, p2l sowie die Aktivitdt der Seneszenz-assoziierten p-Galaktosidase
(SABG).['*> 1361 Basierend auf der Annahme, dass die Seneszenz aufgrund der erhéhten
p-Galaktosidase-Aktivitat nicht-invasiv nachgewiesen werden kann, haben wir zwei PET-
Tracer entwickelt: [\8F]FGal-An und [*®F]FGal-Al (Abbildung 51).

AMp19-Tumorzellen dienen dabei als Testzellen. Durch eine vorangegangene Behandlung der
AMp19-Tumorzellen mit CX-5461 soll gezielt Seneszenz induziert werden. Wird dabei die
Aktivitat der SABG einer Zelle erhoht, kann es zur Anreicherung des f-Galactose-basierte

Tracers im Gewebe kommen. Diese Hypothese soll durch MRT/PET-Aufnahmen Uberprift

werden.
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Abbildung  51:  Synthetisierte  Precursor:  4-[(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-5-D-galacto-
pyranosyl)oxy]-(3-difluormethyl)-anilin  (21) und 2-[(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-5-D-galacto-
pyranosyl)oxy]-(4-nitro)-benzaldehyd (22).

Die Synthese der Tracer konnte bis zum Schritt der radioaktiven Fluorierung im Labor
durchgefuhrt werden. Die radioaktive Fluorierung muss aufgrund der hohen Strahlenbelastung
unter Bleiabschirmung in einem Speziallabor durchgefiihrt und mdglichst automatisiert
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werden. Dies beinhaltet sowohl die Vorbereitung des Fluorids, die Fluorierung selbst sowie die
Entschiitzung und Aufreinigung mittels praparativer HPLC der finalen Tracer [*®F]FGal-An
und [*®F]FGal-Al (Abbildung 52). Erste Test-Synthesen wurden im Vorfeld mit geringer
Aktivitat (~200 MBq) in offenen hotcells per Hand durchgefiihrt. Dabei ging es hauptséchlich
um die Ermittlung und Optimierung von Reaktionsbedingungen fir die Automatisierung im
Synthesemodul. Nach Etablierung einer Synthese auf dem Routinegerdt (TRACERIab FX N

Pro) wurden die Tracer im in-vitro sowie in-vivo-Modell getestet.

a) . |b)
NH, ;
E ’OAc
' OAc 22
Tfo\/\18F 5 o
DIPEA, RT !
NH\/\18F E
: ’OAc
23 ! OAc 24
1 M NaOH, 5 1 M NaOH,
RT ; RT
: o)
' /
0.0
H
NH._~, o o £
HO "OH F
: OH
['®F]FGal-An : ['®F]FGal-Al

Abbildung 52: Synthese von: (a) 4-[(2,3,4,6-Tetra-hydroxy-S-D-galacto-pyranosyl)oxy]-(3-
difluormethyl-N-(2-[*®F]fluorehtly)-anilin ([*®F]FGal-An) und (b) 2-[(2,3,4,6-Tetra-hydroxy-
S-D-galactopyranosyl)oxy]-(4-[*8F]fluor)-benzaldehyd ([*8F]FGal-Al).
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Synthese der Precursor:

Precursor fur [*®F]FGal-An

Ausgehend von der erfolgreichen Automatisierung von [®F]FEtOTf wurde ein Tracer mit
einem Anilinbaustein entwickelt. Das primare Amin soll im Anschluss mit [*F]FEtOTf

radioaktiv fluoralkyliert werden. Fur die Synthese wurden zwei unterschiedliche Routen

gewahlt.
a) OAc
Ac,0, Pyridin
0°C—RT, 12h AcO OAc
AcO  OAc
26
b) HBr in AcOH (33%), c) HANH. - DM
2 2, \
AcO, DCM, 0°C—RT,12h
0°C—RT, 8h
OAc OAc
27
F,HC
Ag,0, CH4CN, CCI4CN, K,CO5
RT, 12 h HO NO, DCM, RT, 12 h
28
cl
cl
NO, AcO cl
29 AcO  OAc 3
H,, Pd/C, EtOAc, FoHC
RT, 12 h DCM, TMSOT,
0°C—-RT, 12h HO NO,
d) 28
OAc
F,HC
H,, Pd/C,
NH; EtOAc, NO-
RT, 12 h
21

Abbildung 53: Synthese von Tracern 21 (d) Gber die Konigs & Knorr- (b) und Schmidt-

Route (c) ausgehend von D-Galactose (a).
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Zum einen wurde die O-glycosidische Kniipfung Uber die Kénigs & Knorr- (b), zum anderen
uber die Schmidt-Methode (c) realisiert. Dafur wurde fiir beide Syntheserouten ausgehend von

D-Galactose (25) das D-Galactosepentaacetat 26 synthetisiert ().

Fur die Konigs & Knorr- Methode wurde im Anschluss mit HBr in Essigsdure an C1 bromiert.
Unter Verwendung von Diisopropylethylamin (DIPEA) in trockenem Acetonitril konnte mit
Phenol 28 nukleophil am C1 angegriffen werden. Die CHF.-Gruppe verleiht organischen
Molekiilen hé&ufig spezielle biologische Eigenschaften. Neben einer hohen Lipophilie, die der
CFs-Gruppe  ahnelt, kann die  CHF.-Gruppe als  Wasserstoffdonor  durch
Wasserstoffbriickenbindungen agieren™” und wird aktiv zur Steigerung biologischer

Aktivititen eingesetzt.[18]

In der zweiten Syntheseroute (Schmidt-Glycosylierung) wurde zundchst mit Hydrazin in
Essigsaure die C1-Position des D-Galactosepentaacetat entschitzt. Anschliefend wurde mit
Trichloracetonitril und K>COz das Trichloracetimidat 31 synthetisiert und mit Phenol 28 zum

O-Glycosid 29 umgesetzt.

Ausgehend von O-Glycosid 29 wurde die Nitrogruppe mit Wasserstoff und Palladium auf
Aktivkohle zum primaren Amin reduziert. Zu beachten ist, dass die Ausbeute der Schmidt-
Methode geringer (18.1% uber alle Stufen) gegentber der Kénigs & Knorr-Methode (37.2%
uber alle Stufen) ist. Dies liegt zum einen an dem zusétzlich benétigten Syntheseschritt und
zum anderen an der Bildung des alpha- sowie des beta-Anomers bei der O-glycosidischen
Knupfung. Da der gewinschte Precursor 21 erfolgreich durch die Kénigs & Knorr- Route
hergestellt wurde und diese Methode ausschliellich das gewiinschte beta-Anomer liefert, ist

diese Route klar zu favorisieren.

Precursor fur [ F]FGal-Al

Da die Integration zur Darstellung von ['®F]JFEtOTf unter Flowbedingungen mit dem
Routinegeréat nicht moglich war, wurde ein weitere Tracer entwickelt. Als Abgangsgruppe fur
die nukleophile aromatische Substitution dient dabei eine Nitro-Gruppe, welche in para-
Stellung zu einem Aldehyd steht. Die Aldehyd-Gruppe stabilisiert dabei den Meisenheimer-
Komplex im aromatischen System.[%®1 Ausgehend von D-Galactosepentaacetat 26 erfolgte die

Synthese des Tracer 22 analog wie fur Tracer 21 Uber die Konigs & Knorr- (b) und Schmidt-
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Glycosylierung (c), wobei auch hier die Konigs & Knorr-Methode aus denselben Griinden zu

préaferieren ist.

OAc
Ac,0, Pyridin
OH 0°C—RT, 12h AcO OAc
AcO  OAc
26
b) c)
HBr in AcOH (33%), HoNNH, , DMF,
Ac,0, DCM, 0°C-RT, 12
0°C-RT, 8h h
OAc OAc
AcO
g 27
AcO OAc
CCI3CN, K,COg3.
OHC DCM, RT, 12 h
Ag,0, CH3CN,
RT, 12 h HO 32
NO
2 cl
Cl
AcO Cl
d) AcO  OAc 31
OAc
OHC
DCM, TMSOTf, OHC
ACO o 0°C-RT, 12h
/ HO 32
AcO ©OAc 22 NO
2 NO,

Abbildung 54: Synthese des Tracern 22 (d) tber die Kénigs & Knorr- (b) und Schmidt-Route

(c) ausgehend von D-Galactose (a).

Des Weiteren wurden unterschiedliche Phenole (32, 32-1 32-2) fur die O-glycosidische
Knipfung gewéhlt. Tracer 22 konnte mit einer Ausbeute von 44% synthetisiert werden. Die
Aufreinigung erfolgte dabei Uber eine Kristallisation. Tracer 22-1 konnte nicht ohne
Verunreinigungen erhalten werden. Auch die Ausbeute von 8% féllt wesentlich schlechter aus
als von Tracer 22. Tracer 22-2 konnte nur in Spuren nachgewiesen werden. Fir die radioaktive
Fluorierung und die Entwicklung des vollautomatisierten Prozesses wurde Tracer 22

verwendet.
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Abbildung 55: Verwendete Phenole (a) und die daraus erwarteten Tracer (b).

Um sicher zu stellen, dass es sich bei dem radioaktiven Peak in der HPLC-Messung um den
gewiinschten Tracer handelt, wurde die ,kalte*, nicht radioaktiv markierte, Referenzsubstanz
synthetisiert. Da die Konzentration des radioaktiven Tracers im Allgemeinen sehr gering ist
und der Radiodetektor der HPLC viel empfindlicher ist als der UV-Detektor, sieht man meist
kein UV-Signal bei der HPLC-Messung der radioaktiven Substanz. Aus diesem Grund ist die
Synthese des nichtradioaktiven Derivates fiir eine Charakterisierung unumganglich. Durch
Abgleichen der Retentionszeiten des radioaktiven Tracers 24 mit dem UV-Chromatogramm der
Referenzsubstanz 34, kann Tracer 24 bestatigt werden. Die Effizienz der Synthese ist abhéngig
vom Umsatz, der Reinheit und von der Synthesedauer. Flr erste Testversuche und
Optimierungen wurde die radioaktive Fluorierung manuell durchgefuhrt. Dafur wurde
[*®F]Fluorid durch das in Paper 3 vorgestellte Trocknungsverfahren getrocknet und mit dem
Precursor 22 zur Reaktion gebracht. Als Reaktionsbedingungen hat sich DMF als Ldsemittel,
eine Reaktionstemperatur von 160 °C und eine Reaktionszeit von 5 Minuten bewahrt. Uber
radioaktive DC sowie HPLC-Messungen konnte ein Umsatz von 69.3% zum gewdinschten
Produkt (Retentionszeit: 15.70 min) und 27.3% restliches, nicht umgesetztes [*®F]Fluorid
(Retentionszeit: 3.33 min) ermittelt werden. Der UV-Peak der Referenzsubstanz 34 liegt wie
erwartet 0.05 min vor dem Radiosignal von Tracers 24. Da die Detektoren in Reihe geschalten
sind (UV-Detektor vor Radiodetektor) liegt dies an der Konfiguration der HPLC.
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Abbildung 56: HPLC-Messung von Tracer 24 (rot, radioaktiver Peak) und
Referenzsubstanz 34 (blau, UV-Peak).

Automatisierung:

Die automatisierte Synthese wurde auf einem Routinegerdte (TRACERIab FX N Pro) des
Werner Siemens Imaging Centers entwickelt. Das Interface ist auf Abbildung 59 zu sehen. Der
Prozess besteht aus vier Phasen: i) die Trocknung des radioaktiven Fluorids, ii) die Fluorierung
des Precursor 22, iii) die Aufarbeitung mittels HPLC und iv) die Abspaltung der
Acetlyschutzgruppen. Zur Ubersicht wurden die eingesetzten Chemikalien und Komponenten
in Tabelle 6 aufgefihrt. Die Programmierung sowie die dazugehdorige Zeitabfolge kdnnen im
Anhang nachgeschlagen werden. Wassriges [*®F]Fluorid wird mit Hilfe eines Zyklotrons
generiert und in ein Auffanggefal? Uberfuhrt. Im ersten Schritt muss das radioaktive Fluorid
getrocknet und mit K 222 aktiviert werden. Um den Wassergehalt zu verringern wird die
wassrige radioaktive Losung mittels Unterdrucks Gber eine QMA (verbunden zwischen V10
und V11), welche zuvor konditioniert wurde (10 mL 1 M NaHCO3, 10 mL Luft, 10 mL Wasser,
10 mL Luft) geleitet und darauf gebunden. Im Anschluss wird das gebundene Isotop mit der in
Vial 1 befindlichen K 222-L6sung in Reaktor 1 gespuilt und ein Trocknungsprogramm gestartet.
Nach erfolgreicher Trocknung wir der Precursor aus Vial 3 hinzugegeben und ein
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Temperaturprofil gestartet. Das Reaktionsgemisch wird dabei binnen 5 min auf 150 °C erhitzt.
Ab 150 °C wird die Reaktionstemperatur fur 3 min um weitere 10 °C erhoht und anschlie3end
mit Druckluft binnen 3-5 min auf 35 °C abgekiihlt.

Tabelle 6: Bendtigte Materialien und Chemikalien.

Vial Chemikalie & Komponente
- QMA
- Strata-X
3 Tracer 22 (4.2 mg in 0.7 mL DMF)
1 2 mL, K 222-Lsg. (9.5 mg K 222/1.7 mg K2COs in 1 mL MeCN)
43 1.5 mL NaOH (1 m)
42 0.85 mL HCI (2 m)
Produkt-Vial 0.4 mL NaHCOs (1 m)
H20 Reservoir 50 mL H20
4 3 mL, 33.7% MeCNa,
41 3 mL, 15% EtOHaq.

Fur die Vorbereitung der praparativen HPLC wird die Reaktionslésung mit 3 mL wassrigen
MeCN-Losung (33.7%) aus Vial 4 wverdinnt und Uber ein 6-Wege-Ventil mit
Flussigkeitsdetektor auf eine Luna C18-Saule (100 p) aufgebracht. Das Laufmittel besteht aus
45% MeCNaqq. Aufgrund des sehr hohen DMF-Anteils der Reaktionldsung muss auf den Druck
(<150 bar) im HPLC-Systems besonders geachtet werden. Als Flussprofil hat sich folgendes
bewdhrt: i) Minute 0-1: ImL/min, ii) Minute 1-3: 2mL/min, iii) Minute 3-6: 3 mL/min und iii)
ab Minute 6: 6 mL/min.
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Abbildung 57: Radioaktives Chromatogramm der préaparativen HPLC von Tracer 24.
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Mit einer Retentionszeit von 18.7 min konnte das acetylierte Derivat 24 mittels préparativen
HPLC erfolgreich abgetrennt und in einem H2O-Reservoir mit 50 mL H20 tberfuhrt werden.
Dieser Schritt ist notwendig, da das Laufmittel aus der praparativen HPLC zu unpolar ist. Um
die acetylierte Verbindung 24 erfolgreich auf einer Strata-X Kartusche zu binden, muss das
Losemittel polarer sein. Die Abspaltung der Acetylschutzgruppen auf der Strata-X Kartusche
erfolgt mit 1 M Natronlauge. Um die Effektivitdt der Abspaltung zu erhohen, wird die
Natronlauge aus Vial 43 pulsartig in Zeitabstdnden von 3x1 min ber die Strata-X geleitet. Dies
erhoht die Reaktionszeit der Entschutzung auf der Strata-X Kartusche und steigert die
Effektivitat erheblich. Im Anschluss wird mit 2 m Salzséure aus Vial 43 neutralisiert und
[‘®F]FGal-Al mit 3 mL 15% Ethanolaq in das Produkt-Vial eluiert. Das Produkt-Vial enthalt

0.4 mL Natriumhydrogencarbonatlésung.

Beginnend mit einer Aktivitit von 35 Gbqg [*F]JHF konnte nach 1.5 h Synthesezeit
[®F]FGal-Al mit einer Aktivitat von 1.5 GBq synthetisiert und isoliert werden. Das entspricht
einer radiochemischen Ausbeute (RCY) von 12.9%. Fir die Qualitatskontrolle wurde der
Tracer mit der , kalten* Referenzsubstanz FGal-Al mittels HPLC-Messung abgeglichen. Dabei

konnte eine radiochemische Reinheit (RCP) von >99.9% festgestellt werden.

OHC
OAc HO OH
OHC
0 33 F NaOMe, MeOH
AcO B ———— > HO o
/ Ag,0, CH3CN /
AcO  OAc F HO OH
27 34 FGal-Al

Abbildung 58: Syntheseroute der Referenzsubstanzen 34 und FGal-Al.
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Biologische Auswertung:

Die Funktionsweise des Tracers beruht wie bereits erwahnt auf der héheren Seneszenz-
assoziierten p-Galaktosidase-Aktivitat (SABG). Der finale Tracer [®F]FGal-Al wird einer
Maus mit AMpl9-Tumorzellen Uber die Schwanzvene verabreicht und somit in den
Metabolismus eingebracht. In den Zellen soll mit Hilfe von p-Galaktosidase die
O-glycosidische Bindung an C1 gespalten werden. Es wird angenommen das der Metabolit
ohne den Zuckerbaustein nur noch erschwert die Zelle Uber ein GLUT-Transportprotein

verlassen kann und sich dadurch verstarkt in der Zelle anreichert.[139: 1401
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Abbildung 60: Schematische Darstellung der Metabolisierung. PET-Tracer (a) wird durch
Injektion (b) der Maus verabreicht und Uber ein GLUT-Transportprotein im Lysosom (c)

aufgenommen und angereichert. Im Anschluss folgt die Detektion (d) tber das PET-Verfahren.
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Serumstabilitét:

Um die metabolische Stabilitat von [*®F]FGal-Al zu bewerten, wurde der Tracer in Human-,
Maus- und Rattenserum fiir bis zu 2 Stunden inkubiert und anschlielend untersucht. Die HPLC-
Analyse aller untersuchten Tracer-Serum-Gemische zeigte dabei auch nach zwei Stunden
Inkubationszeit keinen Abbau. Der Tracer kann somit als stabil eingestuft werden. Als Beispiel

wird in Abbildung 61 die HPLC-Messungen des Ratten-Serum-Tracer-Gemisches dargestellt.

['®FIFGal-Al
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Abbildung 61: Radio-HPLC von [*F]FGal-Al nach 0 (braun), 30 (rot), 60 (blau) und 120
Minuten (lila) nach Inkubation (37 °C) von 200 pL Serum (Ratte) + 350 L [*¥F]FGal-Al.
Entnahme von 100 pL Tracer, Hinzugabe von 100 pL eiskaltem MeCN, Mischen, 3 min
Eiskiihlung, 3 min Zentrifugieren bei 10000 rpm, Entnahme von 100 pL Uberstand, zweifacher
Verdunnung mit H20 (+TFA 0.1%) und HPLC-Messung.



BN Unverbffentlichte Ergebnisse

Enzymatische Spaltung:

Um nachzuweisen, dass [*F]FGal-Al ein Substrat der R-Galaktosidase ist, wurde der Tracer

mit dem Enzym f-Galaktosidase (SigmaAldrich) inkubiert.
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Abbildung 62: Inkubation von [*F]FGal-Al mit p-Galaktosidase, Bruch der glycosidischen
Bindung und Bildung des Metaboliten. [\®F]FGal-Al (lila), Referenzsubstanz FGal-Al (blau),
radioaktiver Metabolit (rot), Referenzsubstanz des Metaboliten (braun).

Alle enzymatischen Tests wurden bei einem pH-Wert von 4.5 und gemaR den Empfehlungen
des Herstellers durchgefiihrt. 10 Einheiten p-Galactosidase (~1.25 mg) wurden zu einer
Mischung aus 50 pL [‘®F]FGal-Al und 300 pL Citratpuffer gegeben. Nach dem Mischen via
Vortex-Mischer, wurde die Lésung 1 h lang bei Raumtemperatur geschittelt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 500 pL eiskalter MeCN gestoppt. AnschlieBend wurde die Enzym-
Tracer-Mischung 3 min lang bei 0 °C inkubiert und fiir 3 min lang bei 10000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde mittels Radio-HPLC analysiert und mit dem nicht-radioaktiven
Metaboliten verglichen. Mit Hilfe der Radio-HPLC-Analyse und dem Vergleich des UV-
Chromatogramm der Referenzsubstanze kann man das Verschwinden des Tracer-Peaks bei
9.05 min, und das Erscheinen des Metaboliten bei 13.8 min beobachten. Zur vollstdndigen
Charakterisierung wurden zusétzlich die Referenzsubstanz des Tracers, als auch die des

Metaboliten gemessen und mit dem Signal der radioaktiven Substanzen verglichen. Da die
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Retentionszeiten der Referenzsubstanzen und den radioaktiven Stoffen tibereinstimmen, konnte

die enzymatische Spaltung durch p-Galaktosidase bestatigt werden.

In-Vitro-Modell:

Um gezielt Seneszenz zu induzieren, wurden funf Proben der AMpl19-Zellen mit dem
ribosomalen Checkpoint-Inhibitor CX-5461 behandelt und mit [*®F]FGal-Al inkubiert
(22.12 MBq, 40 min, 37 °C).[**Y Des Weiteren wurden fiinf Proben ohne Vorbehandlung mit
CX-5461 als Kontrolle mit [*®F]FGal-Al inkubiert. Die Tracer-Aufnahme war in den
Seneszenz-initiierten (CX-5461) Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen um
das 4.92 + 0.63-fache erhoht. Diese Ergebnisse beweisen das Funktionsprinzip des Tracers. Im
Allgemeinen werden zuerst in-vitro-Experimente durchgeflihrt. Es geht darum einen ersten
Eindruck zu bekommen, ob der Tracer sich fir den Einsatz im in-vivo-Modell eignet und sich
ein Tierversuch moralisch vertreten lasst. Da dies der Fall ist, und ein bestehender
Tierversuchsantrag vorlag, konnte [*®F]FGal-Al im in-vivo-Modell getestet werden.
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Abbildung 63: Akkumulation von ['®F]FGal-Al im in-vitro-Modell an AMp19-Zellen,
Kontrolle (n=5), Proben behandelt mit CX-5461 (n=5).
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In-Vivo-Modell:

Fur das in-vivo-Mausmodell wurden zehn, 6-8 Wochen alte Mause vom Stamm CB17.Cg-
PrkdcscLyst*9/Cr verwendet und nach dem Zufallsprinzip in zwei Gruppen eingeteilt. Allen
Mausen wurden AMp19-Zellen unter die rechte Flanke injiziert und somit die Bildung des
Tumors initiiert. Das Befinden sowie das Gewicht (Abbildung 64a) wurde dabei tdglich
Uberprift. Etwa drei Wochen nach der Injektion hatten die meisten Tumore eine Gréf3e von
etwa 100 mm? erreicht (Abbildung 64b). Eine Gruppe erhielt zur Seneszenzinduktion taglich
beginnend von Tag 18 bis Tag 22 intraperitoneal 25 mg/kg/d CX-5461, wahrend die
Kontrollgruppe ein Vehikel (50 mM Mononatriumphosphat, pH 4.5) erhielt. Das Gewicht der
Mause nahm nach Behandlungstag zwei zwar leicht ab, befindet sich aber noch im akzeptablen
Bereich. Die Tumore sind in beiden Gruppen konstant gewachsen. Da somit die Parameter fir

die Vergleichbarkeit gegeben sind, lassen sich die Daten beider Gruppen in Korrelation setzen.
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Abbildung 64: Gewicht der Mduse (a) sowie GrofRe des Tumors (b) in Abhédngigkeit vom
Zeitpunkt der Behandlung mit CX-5461.

Ein MRT/PET-Scan ermdglicht die Segmentierung von Tumor und umliegenden Gewebe.
Dabei kdnnen Schichtdicken von 600 pum aufgenommen und analysiert werden. Es ist wichtig,
dass das Tier wéhrend den Aufnahmen und dem Wechsel zwischen MRT- und PET-Scanner
nicht bewegt wird. Dafur wurde die Maus in Narkose gelegt und stetig Temperatur und
Kreislauf Uberpruft. Fur die dynamische PET-Bildgebung erfolgte finf Sekunden nach Beginn
des dynamischen Emissionsscans die Injektion von 12 + 1 MBq [*®F]FGal-Al Uber einen
Schwanzvenenkatheter. Ein 60-minutiger Emissionsscan sowie ein 803-sekilindiger

Transmissionsscan wurden durchgefthrt.
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.a) Kontrolle

L

b) CX-5461

Abbildung 65: In-vivo-MRT/PET-Aufnahmen des [*®F]FGal-Al-Tracers von Mausen mit
AMp19-Tumorzellen ohne Behandlung (a) und mit Behandlung (b) mit CX-5461. Die roten
Pfeile zeigen die Position des Tumors am rechten Schulterblatt der Maus.

Durch die Uberlagerung der MRT- und PET-Scans ldsst sich erkennen, dass bei der mit
CX-5461 behandelten Maus mehr Tracer im Tumor akkumuliert wird als bei der Kontrolle.
Weiterfuhrend wurden die Tumore entnommen und biohistologische Analysen durchgefiihrt.
Fur die Auswertung der Daten wurde die Menge des Tracers die vom Tumor aufgenommen
wurde in das Verhéltnis von injizierter Dosis pro Kubikzentimeter des Tumors gesetzt
(%ID/cc). Bei AMpl9-Tumoren zeigten die dynamischen PET-Scans eine statistisch
signifikant hdhere Tracer-Aufnahme in den durch Seneszenz initiierten (+CX-5461) Tumoren.
Die mittlere Aufnahme nach finf Minuten in Seneszenz-initiierten Tumoren (+CX-5461)
betrug 6.06 £0.85 %ID/cc und 3.55 + 0.49 %ID/cc in den Kontrolltumoren. 55 Minuten nach
der Tracer-Injektion jedoch nur noch 3.86 + 1.24 %ID/cc in Seneszenz-initiierten (+CX-5461)
Tumoren und 3.13 £ 1.10 %ID/cc in nicht Seneszenz-initiierten (+Vehikel) Kontrollen.
Aufféllig dabei ist, die durch Perfusion verursachte kontinuierliche Auswaschung des Tracers
in CX-5461 behandelten Mausen (Abbildung 66a). Der signifikante Unterschied zwischen
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CX-5461 behandelten und unbehandelten Tieren nimmt somit im Laufe der Zeit immer mehr
ab. Die Hypothese des ,,metabolisches Trapping“ konnte fir [*®F]JFGal-Al nicht bestatigt

werden.

Die Farbung mit Hdmatoxylin-Eosin-Losung (H&E) zeigte, dass sowohl bei den Kontrollen als
auch bei der Behandlung mit CX-5461, Gewebe nicht geschadigt wurde. Es kam zu keiner

offensichtlichen Immunfiltration, Nekrosen oder anderen Gewebeschaden.
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Abbildung 66: In-vivo time activity curves (TACs) der PET-Aufnahmen tber einen Zeitraum
von 60 min (a). H&E-Farbung, Autoradiographie sowie X-Gal-Farbung eines AMp19-Tumors
ohne sowie mit Behandlung mitCX-5461 (b).

Die Autoradiographie der Tumorschnitte zeigte wie bereits aus den Ergebnissen des in-vivo-
PET-Scans bekannt, eine hohere Tracerakkumulation in den mit CX-5461 behandelten M&usen.
Die X-Gal-Farbung unterstitzte dies durch die Detektion eines positiven Seneszenz-Phanotyps.
Die Seneszenz-initiierten Tumorschnitte wiesen dabei ein erhéhtes und breit verteiltes positives
X-Gal-Signal auf (blaue Farbung), wahrend die nicht-senezente Tumorabschnitte weitgehend

ungefarbt blieben.
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Des Weiteren wurden Blut-, Darm-, Nieren-, Muskel- und Leber-Proben entnommen und
biohistologisch untersucht. Dies wurde gemacht, um zu untersuchen, ob sich der Tracer in
anderen Gewebezellen unterschiedlich verhalt. Fir die Auswertung wurde der standard uptake
value (SUV) berechnet.[*2]

Lokale radioaktive Konzentration [—I:EZI]

SUV =

Injizierte Dosis[kBq]/Gewicht[kg]

Die Untersuchung der Blut-, Darm- und Muskel-Proben ergab keinen signifikanten Unterschied
zwischen CX-5461 behandelten und unbehandelten Mé&usen. Bei der Untersuchung von Nieren-

sowie Leber-Gewebe konnte eine Signifikanz festgestellt werden.

a) Blut b) Darm C) Niere
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Abbildung 67: (a) Blut-, (b) Darm-, (c) Nieren-, (d) Muskel- und (e) Leber-SUVs
(standardized uptake value) der in-vivo-Untersuchungen von AMp19-Zellen ohne sowie mit
Behandlung (CX-5461).

In der Niere akkumulierte [*®F]FGal-Al, bzw. der Metabolit deutlich weniger in CX-5461
behandelten Ma&usen als in den unbehandelten. Nach 55 min ergab sich ein SUV von
5.98 + 3.35 fiir die unbehandelten und 1.92 + 1.01 fiir die mit CX-5461 behandelten Mause. In
der Leber kann man gegenteiliges beobachten. Hier ergab sich nach 55 min ein SUV von
1.44 £ 0.33 fur die unbehandelten und 1.74 + 0.65 fir die mit CX-5461 behandelten Mduse.

Es konnte gezeigt werden, dass [*F]FGal-Al fir die Detektion von seneszenten Zellen im

Tumor- und Lebergewebe in Verbindung mit CX-5461 durchaus geeignet ist.
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Experimentalteil:

Geréte und Methoden

3D-Drucker

Bauteile, welche aus PEEK gedruckt wurden, wurden auf einem 3D-Drucker der Marke Apium
Additive Technologies GmbH (Modell: Apium P220) gedruckt. Fir andere Polymere (PLA,
PET-G, Nylon, ...) wurde ein Drucker von Qidi Tech (Modell: X-CF Pro) verwendet.

Filamente

Das PEEK-Filament wurden von Apium (Apium PEEK 4000, @ 1.75mm) bezogen. Die besten
Ergebnisse wurden bei einer Druckgeschwindigkeit von 25 mm/s, einer Nozzletemperatur von
470 °C, einer Filament-Fordermenge (extrusion multiplier) von 91%, einer Extrusionsbreite
(extrusion width) von 0.48 mm, einer Schichtdicke von 0.1 mm sowie einer
Druckbetttemperatur von 130 °C erhalten. Um den Halt von PEEK an der Druckoberflache zu
erhohen und ,warping” (Ablosen und Wolbung) moglichst zu vermeiden wurde die
Druckoberflache vor jedem Druck gereinigt und mit DimaFix von DIMA3D behandelt. Um das
PEEK-Filament zu Trocknen wurde es vor dem Druck Gber Nacht im Trockenschrank bei 70 °C

gelagert.

Fur die Bauteile aus PLA, PET-G und diverser anderer Polymere wurden Filamente
unterschiedlicher Marken mit einem Durchmesser von 1.75 mm verwendet.
Druckgeschwindigkeit, = Nozzletemperatur,  Filament-Férdermenge,  Extrusionsbreite,
Drucktemperatur sowie Druckbetttemperatur wurden individuell nach den Vorgaben des
Herstellers eingestellt.

Schlduche und Anschliisse

Die Reaktionsldsungen wurden durch ETFE- Schlduche mit Innendurchmesser von 0.5 mm und
einem AuBendurchmesser von 1/16" gepumpt. Als Anschliisse wurden passende Anschliisse

mit 10-32 UNF-Gewinde sowie flanschlose Anschliisse mit 1/4"-28 Flachboden verwendet.
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Software
Fur das Designen am PC wurde das CAD-Programm Autodesk Inventor Professional 2022
verwendet. Die Datei wurde als STL-Datei exportiert und mit Hilfe der Software Simplyfy 3D

in einen G-Code umgewandelt.

Kernspinresonanzspektroskopie

Alle NMR-Spektren wurden an einem Bruker Avance 111 HD 300 Nano Bay, Bruker Avance
I11 400 oder Bruker Avance Il HDX 600 aufgenommen. Die chemische Verschiebung & wird
in ppm angegeben. Kopplungskonstanten (J) werden in Hz angegeben. Alle 23C-NMR-Spektren
wurden *H-breitbandentkoppelt aufgenommen. Zur Beschreibung der Signale wurden folgende
Abkilrzungen verwendet: d (Dublett), m (Multiplett), s (Singulett), t (Triplett) und deren
Kombinationen. Die NMR-Spektren wurden nach dem jeweiligen
Losemittelrestprotonensignal referenziert und angegeben (*H-NMR CDCl; 7.26, CDClI; 5.32,
DMF-d7 2.75, 2.92, 8.03; *C-NMR CDCl3 77.2, CDCl, 53.84, DMF-d7 29.8, 34.9, 163.2).[14%]
Die Signalzuweisung erfolgte durch 2D-Korrelationsspektren (*H-'H-COESY, *H-*C-HSQC
und *H-¥C-HMBC).

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die HPLC-Messungen wurde mit einem System der Serie Agilent 1260 (Agilent, Santa Clara,
USA) mit einer Umkehrphasen-Analysesaule (Luna C18(2), 100 A, 250 x 4.6 mm, 5 pm;
Phenomenex, Torrance, Kalifornien, USA) durchgefihrt. Fur die Detektion des radioaktiven
Isotops wurde ein Flow-Count-Detektionssystem (Modell 106, Eckert & Ziegler, Berlin,
Deutschland) in Kombination mit einem Diodendetektor (B-FC-3500-A, Eckert & Ziegler,
Berlin, Deutschland) verwendet. Die mobilen Phasen bestand aus CH3CN und H20
(+ 0.1% TFA), die Flussrate betrug 1 mL/min. Das Standard-Gradientenprogramm begann mit
5% CH3CN fir 2 Minuten. Der CH3sCN-Anteil wurde im Anschluss tiber 15 Minuten sukzessiv
auf 100 % erhoht und fir weitere 6 Minuten gehalten.

Radioaktive DC

Radioaktive Verhaltnisse der Reaktionsprodukte wurden mittels Diinnschichtchromatographie

(DC, PolyGram Sil G/UV254, Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) analysiert und mit einem
Cyclone Plus Phosphorimager (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) ausgewertet. Als

Programm flr die Auswertung diente dabei OptiQuant.
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Vorbereitung der Zellen:

Die HCC-Zelllinien AMpl9 wurden aus Lebertumoren abgeleitet, die mittels
hydrodynamischer Schwanzveneninjektion (HDTV) und Transposition erzeugt wurden.[44 1431

Die Zelllinien wurde vom Zender-Labor bereitgestelit.

Fur das Wachstum der Zellen wurden diese in einem feuchten Inkubator bei 37 °C und 5% CO>
kultiviert. Zur Verbesserung der Wachstumsbedingungen wurde fétales Rinderserum (fetal
bovine serum, FBS) fur 30 Minuten zur Zellkultur gegeben und bei 57 °C hitzeinaktiviert. Dies
ist notwendig, um Komplementproteine im Serum zu deaktivieren. Komplementproteine sind
Bestandteile des angeborenen Immunsystems und tragen zur Bekampfung von Entziindungen
und Krankheitserreger bei. Um ungewollte Wechselwirkungen zu vermeiden missen diese
inaktiviert werden.®! Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurden Einzelzellsuspensionen mit
Trypanblau gemischt und in einer Neubauer-Kammer gezéhlt. VVor Erreichen einer Konfluenz
(lickenlose Bedeckung der Oberflache des Kulturgefaes mit Zellen) von 80% wurden die
Zellen passagiert. Nach einer kurzen Spulung der Zellen mit phosphatgepufferter Dulbecco-
Salzlosung (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline, DPBS) wurden sie mit Trypsin-EDTA-
Losung inkubiert und abgeldst. Das Zellpellet wurde abzentrifugiert und resuspendiert. Fur die
Kryokonservierung wurden die Zellen in FBS angereichertem Medium mit 10%

Dimethylsulfoxid und bei —80 °C eingefroren.

Fir die in-vitro-Untersuchungen von [*F]FGal-Al wurden sowohl seneszente als auch nicht-
seneszente Zellen mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) gewaschen, geerntet und
quantifiziert. 1 x 10° Zellen wurden in 1 mL PBS in ein Gammazahlrohr {berfiihrt und 40
Minuten lang bei 37 °C mit 22.12 MBq in 600 pL Tracer inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen, zentrifugiert (1500 rpm), der Uberstand abgetrennt und
wieder in 1 mL PBS resuspendiert. Die in den Zellen verbliebende Radioaktivitat wurde
mithilfe eines Wallac 1480 WIZARD 3 (Perkin-Elmer) in Verbindung mit einem radioaktiven
Standard (2.3 MBq/50 mL) gemessen.[147]

Um Lebertumore fiir die in-vivo-Experimente zu erzeugen, wurden sechs bis sieben Wochen
alte Mause vom Stamm: CB17.Cg-Prkdc*“Lyst’®Y/Cr verwendet. AMp19-Zellen wurden
frisch aufgetaut, dreimal passagiert und als Einzelzellsuspensionen vor der Verwendung auf Eis

gelagert. Die Mé&use wurden unter Verwendung von 1.5% Isofluran, in Sauerstoff, betdubt.
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Nach der Betiubung wurden sie rasiert und es wurden 0.5 x 10® AMp19-Zellen subkutan in die
rasierte rechte Flanke der Mé&use injiziert. Etwa drei Wochen nach der Injektion, hatten die
meisten Tumore eine GréBe von etwa 100 mm? erreicht. Die Tiere wurden nach dem
Zufallsprinzip in zwei Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe erhielt zur Seneszenzinduktion
intraperitoneal an funf aufeinanderfolgenden Tagen 25 mg/kg/d CX-5461, wéhrend die
Kontrollgruppe ein Vehikel (50 mM Mononatriumphosphat, pH 4.5) erhielt.

Farbungen und Aufnahmemethode:

Fur die X-Gal-Farbung wurden die Zellen in einer Losung von 0.25% Glutaraldehyd und 2%
Formaldehyd in DPBS bei Raumtemperatur fur 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend erfolgte
zweimaliges Waschen mit 1 mM Magnesiumchlorid in DPBS (pH 6.0). Die fixierten Zellen
wurden bei 37 °C in einer frisch hergestellten, vorgewarmten und gefilterten Farbeldsung Licht-
und vor Verdunstung geschiitzt inkubiert. Diese Farbelosung enthielt 1 mg/mL 5-Brom-4-
chlor-3-indolyl-$-D-galactopyranosid (X-Gal), 5 mM Kaliumhexacyanoferrat(l11) [KsFe(CN)s]
und 5 mM Kaliumhexacyanoferrat(1l) [KsFe(CN)s] in 1 mM MgClo/DPBS-Lésung.** Die
Farbung wurde durch zweimaliges Waschen mit 1 mM MgCl./DPBS-L6sung gestoppt und mit
einem Lichtmikroskop (Axiovert 200, ausgestattet mit AxioCam und AxioVision, Carl Zeiss)
untersucht. Es wurden zufallig Bilder generiert, manuell ausgezéhlt, und der prozentuale Anteil
an SA-R-Gal-positiven Zellen (Seneszenz-assoziierte Aktivitat, SA) im Verhaltnis zu den

Gesamtzellen berechnet.

Die Hamatoxylin-Eosinfarbung (H&E) der Autoradiographieschnitte wurde von Fachleuten der

Hautklinik am Universitatsklinikum Tibingen durchgefiihrt.

Fur die Autoradiographiemessungen wurden frisch isolierte Tumore in TissueTek Optimal
Cutting Temperature Compound eingebettet und bei — 20 °C mit Hilfe eines Kryotom (Leica)
geschnitten. Die 20 um dicken Kryoschnitte wurden auf Objekttrager aufgetragen. Fur die
Autoradiographie wurden die Objekttrager Gber Nacht mit dem Phosphorschirm in einer
Belichtungskassette (Molecular Dynamics von GE Healthcare) belichtet. AnschlieRend wurde
der Schirm mit einem Phosphorimager (Storm 840, GE Healthcare) mit einer Auflésung von
50 x 50 pm? gescannt.
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Die Magnetresonanztomographie erfolgte mittels eines 7-Tesla-Kleintier-MRT-Scanners mit
Ganzkarperspule (Bruker Biospin). Die PET-Messungen erfolgte auf drei identischen, speziell

fur Kleintiere entwickelten PET-Scannern von Inveon.

Arbeitstechniken:

Aufgefliihrte Reagenzien und Lodsemittel wurden von der Chemikalienversorgung der
Universitat Tbingen oder von folgenden Firmen bezogen: ABCR Chemicals, Acros Organics,
Alfa Aesar, Applichem, Carbolution Chemicals, Fluka, Fluorochem und Merck. Ldsemittel
wurden in technischer Qualitdt bezogen und nach literaturbekannter Methode gereinigt und
getrocknet.9 Luftempfindliche Reaktionen wurden, falls nicht anders beschrieben, mittels

Schlenk-Technik unter Stickstoff-Schutzatmosphare durchgefuhrt.

Synthese der Verbindungen:

AAV 1: Kbnigs & Knorr Glycosylierung™
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galactopyranosylbromid 27 (3.0 eq.) wird zusammen mit

2-(Difluoromethyl)-5-nitrophenol 28, 4-Fluor-2-hydroxybenzaldehyd 33 oder mit einem der
Hydroxynitrobenzaldehyd 32, 32-1, 32-2 (1.0 eq.) sowie Ag.O (2 eq.) in einem Rundkolben
vorgelegt und inertisiert. Trockenes MeCN wird hinzugegeben. Die entstandene
Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur tber Nacht geruhrt. AnschlieBend wird die
Suspension ber Celite gefiltert und mit EtOAc nachgewaschen. Das Ldsemittel wird am
Vakuum entfernt. Das getrocknete Rohprodukt wird wieder in EtOAc aufgenommen. Die
organische Phase wird mit H20, geséttigter NaHCOs-L6sung und gesattigter NaCl-Losung
gewaschen und tiber Na2SO4 getrocknet. Die organische Phase wird anschlieRend am Vakuum
entfernt. Das gewaschene Rohprodukt wird s&ulenchromatographisch gereinigt oder
kristallisiert.

AAV 2: Trichloracetimidat-Methode!®®!
Das Trichloracetimidat 31 (3.00 eq.) sowie 2-(Difluormethyl)-5-nitrophenol 28, 4-Fluor-2-

hydroxybenzaldehyd 33 oder eines der Hydroxynitrobenzaldehyd 32, 32-1, 32-2 (1.0 eq.)
werden mit wasserfreiem NaSO4 unter Stickstoff-Atmosphére in trockenem. DCM gel6st und
40 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt. Das Reaktionsgemisch wird auf 0 °C abgekhlt und
es wird TMSOTT (3.0 eq.) hinzugegeben. Nach 30 Minuten wird das Reaktionsgemisch auf

Raumtemperatur erwérmt und fir weitere 3 Stunden geriihrt. Die Reaktion wird mit Hilfe von
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EtsN neutralisiert und NaSO4 durch Filtration abgetrennt. Die organische Phase wird im
Anschluss am Vakuum entfernt. Sdulenchromatographische Aufreinigung oder Kristallisation

liefert schlussendlich das Produkt.

4-[(2,3,4,6 -Tetra-O-acetyl-S-D-galactopyranosyl)oxyl-(3-difluormethyl)-anilin (21):

OAc

AcO NH,

AcO  OAc
21

Glycosid 29 (0.2 g, 0.39 mmol) wurde in EtOAc geltst. Unter Riihren wurde Pd/C (5% Pd,)
zur Reaktionsldsung hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde (iber Nacht unter Ho-
Atmosphére bei Raumtemperatur geruihrt und anschlieBend tber Celite gefiltert. Alle fliichtigen
Stoffe wurden am Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch gereinigt
(SiO2, DCM/MeOH 19:1, Rf = 0.39). Ausbeute: 49.3%.

Die Analytik entspricht der Literatur.[*]
2-[(2,3.,4,6 -Tetra-O-acetyl-5-D-galactopyranosyl)oxy]-(4-nitro)-benzaldehyd (22):

O\ (l) N02

6' 1 O O

2' . "

b ‘Y 3 ‘7 /
AcO™™NE “OAc i AcO OAe e be 01
NO, OAc  NO, c o

OAc

22 221 22-2

Produkt 22 wurde im Mafstab von 0.2 — 0.8 g nach AVV1 sowie AVV2 hergestellt und
anschlieBend aus PE/EA 1:1 kristallisiert. Derivat 22 konnte nach AVV1 mit einer Ausbeute
von 38.4% und nach AVV2 mit 17.3% erhalten werden. (SiO2 mit PE/EA 1:1; Rf = 0.47).
Produkt 22-1 wird durch S&ulenchromatographie (SiO2 mit PE/EA 1:1; Rf = 0.46) aufgereinigt,
konnte jedoch weder nach AVV1 noch nach AVV?2 vollstéandig isoliert werden. Derivat 22-2

wurde nur in Spuren erhalten.

IH-NMR (400 MHz, CDCls): § [ppm] = 10.39 (s; 1H, CHO), 8.03 (m; 3H, 3-H u. 5-H u. 6-H),
5.62 (dd, J = 10.5 Hz, J 2.4 11 = 7.8 Hz, 1H, 2"-H), 5.53 (d; J4-n.3-1 = 3.3 Hz, 1H, 4'-H),
529 (d, J 11,21 = 7.8 Hz, 1H, 1'-H), 5.20 (dd, J = 10.5 Hz, J 5:1 41 = 3.3 Hz, 1H, 3 -H),
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4.23 (m, 3H, 5-H u. 6'-H), 2.21 (s, 3H, CH3), 2.12 (s, 3H, CHz3), 2.08 (s, 3H; CHs3), 2.03 (s,
3H; CHy).

13C-NMR (101 MHz, CDClIs): & [ppm] = 187.7 (CHO), 170.6 (Carbonyl-C), 170.0 (Carbonyl-
C), 169.9 (Carbonyl-C), 169.3 (Carbonyl-C), 158.4, 151.8, 129.5, 129.5, 117.9, 111.2 (1-
C bis6-C), 99.2 (1 -C), 72.2 (5-C), 70.3 (3-C), 68.1 (2-C), 66.9 (4-C), 62.0 (6 -C), 20.6
(CHa), 20.6 (CH3), 20.5 (CHs3), 20.5 (CHy).

MS: m/z [M + Na]* =520,11; m/z [M + K + MeOH]" = 552.14.

Retentionszeit HPLC: 15.91 min.

1,2.3.,4,6-Penta-O-acetyl-D-galactopyranose (26)

OAc

AcO OAc

AcO —,/OAC
26

D-Galactose (2.51 g, 13.9 mmol, 1 eq.) wird in einem Rundkolben vorgelegt, inertisiert und
anschlieBend in Pyridin (13 mL) geldst. Nachdem die Lésung auf O °C heruntergekihlt wurde,
wird Essigsaureanhydrid (13.0 mL, 138 mmol, 14 eq.) zugegeben. Das entstandene
Reaktionsgemisch wird langsam auf RT erwérmt und uber Nacht geruhrt. Die Reaktion wird
durch die Zugabe von Eiswasser (20 mL) gestoppt und die wéssrige Phase mit EtOAc
(2 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 10% HCI (1 x 15 mL),
gesattigter NaHCOs3-Losung (3 x 15 mL), geséttigter NaCl-Losung (2 x 15 mL) gewaschen
und anschlieBend tber Na,SO4 getrocknet. Die organische Phase wird am Vakuum eingeengt
und uberschussiges Pyridin mit Toluol (3 x 15 mL) co-evaporiert. Das erhaltene Rohprodukt
wird durch S&ulenchromatographie (SiO2, PE/EtOAc 3:2) aufgereinigt. Ausbeute: 89%.

Die Analytik entspricht der Literatur.[*!]
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2.3,4 6-Tetra-O-acetyl-D-galactopyranosylbromid (27)

OAc

AcO “Br

o

AcO Ac

27
1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-galactopyranose (26) (2.00 g, 5.12 mmol, 1 eqg.) wird in einem
Rundkolben vorgelegt, inertisiert und in trockenem DCM (10 mL) geldst. Das
Reaktionsgemisch wird auf 0 °C gekuhlt und anschlielend nacheinander Essigsaureanhydrid
(1 mL) und 33% HBr in Eisessig (4.0 mL, 23.1 mmol, 6 eq.) hinzugegeben. Unter langsamer
Erwarmung auf RT wird das Reaktionsgemisch tber Nacht geriihrt. AnschlieBend wird das
Gemisch auf Eiswasser gekippt und die wéssrige Phase mit EtOAc (2 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit H2O (3 x 15 mL), geséattigter NaHCOs-L6sung
(3 x 15 mL) und gesattigter NaCl-Lésung (3 x 15 mL) gewaschen und uber Na;SO4 getrocknet.
Die Losemittel werden am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt (orangefarbener

Sirup) wird ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.

Die Analytik entspricht der Literatur.[*5]

4-[(2,3.,4,6 -Tetra-O-acetyl-5-D-galactopyranosyloxyl-(3-difluormethyl)-nitrobenzol (29):

OAc

AcO NO,

AcO  OAc

Produkt 29 (0.5g, 0.97 mmol) wurde nach AVV1 und AVV?2 hergestellt und anschlieRend aus
PE/EA 1:1 kristallisiert. Derivat 29 konnte nach AVV1 mit einer Ausbeute von 45.1% und nach
AVV2 mit 28.9% erhalten werden. Das Produkt 29 wird durch Saulenchromatographie (SiO2,
DCM/MeOH 19:1, Rf = 0.53) aufgereinigt.

Die Analytik entspricht der Literatur.[*>0
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2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galactopyranose (30)

OAc

AcO

AcO —,/OAc
30
1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-galactopyranose (26) (2.00 g, 5.12 mmol, 1 eqg.) wird in einem
Rundkolben vorgelegt, inertisiert und in trockenem DMF (30 mL) gelost. Das
Reaktionsgemisch wird auf 0 °C gekihlt und Hydrazinacetat (0.72 g, 7.81 mmol, 1.5eq.)
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird unter langsamer Erwarmung auf RT (ber Nacht
gertihrt. Anschlielend wird die Suspension mit 30 mL DCM verdiunnt. Die organische Phase
wird mit gesattigter NaHCOs3-L6osung (2 x 15 mL) und gesattigter NaCl-Losung (1 x 20 mL)
gewaschen und uber NaxSO4 getrocknet. Die Losemittel werden am Vakuum entfernt und das
erhaltene Rohrprodukt wird durch SiO2-Gel Sé&ulenchromatographie (PE/EtOAc 1:1)

aufgereinigt. Produkt 30 konnte mit einer Ausbeute von 76 % erhalten werden.
Die Analytik entspricht der Literatur.[*>?]

2.3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galactopyranosyl-trichloracetimidat (31)

OAc

Cl
Cl

AcO Cl

AcO —,/OAC
31
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galactopyranose (30) (1.00 g, 2.88 mmol, 1 eqg.) wird in einem
Rundkolben vorgelegt und inertisiert. Nacheinander werden abs. DCM (20 mL), K.COs (3.2 g,
23.2 mmol, 8 eq.) und Trichloracetonitril (3,6 mL, 35.9 mmol, 12.5 eq.) bei Raumtemperatur
hinzugegeben. Die entstandene Reaktionsmischung wird fur 50 h gertihrt. AnschlieBend wird
die Suspension Uber Celite gefiltert und das Ldsemittel am Vakuum entfernt. Das erhaltene
Rohrprodukt wird durch SiO.-Gel Saulenchromatographie (PE/EtOAc 1:1 v/v) aufgereinigt.
Produkt 31 konnte mit einer Ausbeute von 73% isoliert werden.

Die Analytik entspricht der Literatur(>?]
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2-[(2,3,4,6 -Tetra-O-acetyl-5-D-galactopyranosyl)oxy]-(4-fluor)-benzaldehyd (34):

OAc

Produkt 34 (0.3g, 0.64 mmol) wurde nach AAV 1 hergestellt und konnte aus PE/EA 1:1
kristallisiert werden. Glycosid 34 wurde mit einer Ausbeute von 43.7% erhalten (SiO2 mit
PE/EA 1:1; Rf = 0.52).

LH-NMR (600 MHz, CD:Cly): § [ppm] = 10.20 (s; 1H, CHO), 7.86 (dd; J = 8.8 Hz, J = 6.8 Hz,
1H, 6-H), 6.93 (dd; J = 10.5 Hz, J = 2.2 Hz, 1H, 5-H), 6.89 (m; 1H, 3-H), 5.54 (dd, J = 10.5
Hz, J =7.9 Hz, 1H, 2 -H), 5.53 (d; J = 3,5 Hz, 1H, 4 -H), 5.17 (m, 2H, 7 "-H u. 3 -H), 4.18 (m,
3H, 5-H u. 6-H), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.07 (s, 3H, CHs), 2.05 (s, 3H; CHs), 2.00 (s, 3H; CHa).

13C-NMR (151 MHz, CD,Cl,): & [ppm] = 188.0 (CHO), 170.8 (Carbonyl-C), 170.7 (Carbonyl-
C), 170.5 (Carbonyl-C), 169.9 (Carbonyl-C), 168.5 (d; J = 255.7 Hz, 4-C), 160.7(d; J = 11.3
Hz, 2-C), 131.0 (d; J = 11.3 Hz, 6-C), 123.3(d; J = 2.8 Hz, 1-C), 111.2 (d; J = 22.1 Hz, 3-C),
104.3 (d; J=22.5 Hz, 5-C),99.2 (1 -C), 72.2 (5 -C), 70.3 (3 -C), 68.1 (2 -C), 66.9 (4 -C), 62.0
(6'-C), 20.6 (CH3), 20.6 (CH3), 20.5 (CH3), 20.5 (CHs).

YE_NMR (565 MHz, CD2Cly): & [ppm]: —100.6.

MS: m/z [M + Na]* = 493.07.

Retentionszeit HPLC: 15.79 min.
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2-[(5-D-Galactopyranosyl)oxy]-(4-fluor)-benzaldehyd (FGal-Al):

FGal-Al

Produkt 34 (0.1g, 0.21 mmol, 1leq.) wurde in trockenem Methanol und unter
Stickstoffatmosphére geriihrt. Eine 0.5 M Loésung NaOMe in Methanol (0.25 mL,
6.75 mmol, 32 eq.) wurde der Reaktionslosung hinzugetropft und eine Stunde beli
Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Amberlight IR 120 (HY)
neutralisiert (pH 8.0). Das Gemisch wurde tGber Watte gefiltert und alle fliichtigen Stoffe am
Vakuum entfernt.'>% Ausbeute: 78.2%.

IH-NMR (300 MHz, DMSO-d6): § [ppm] = & [ppm] = 10.38 (s; 1H, CHO), 7.78 (dd; J = 8.5
Hz, J = 7.2 Hz, 1H, 6-H), 7.18 (dd; J = 11.2 Hz, J = 1.9 Hz, 1H, 5-H), 7.00 (m; 1H, 3-H), 5.39
(s; 1H, OH), 4.99 (d, J = 7.6 Hz, 1H, I -H), 4.68 (s; 2H, OH), 3.71 (m; 3H, 2"-H, 4-H u. 5
H), 3.55 (m, 1H, 6 -H), 3.45 (m, 2H, 3-H u. OH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): § [ppm] = 188.7 (CHO), 168.5 (d; J = 252.7 Hz, 4-C),
161.2(d; J = 12.2 Hz, 2-C), 129.6 (d; J = 11.6 Hz, 6-C), 121.9 (d; J = 2.8 Hz, 1-C), 109.5 (d; J
= 22.7 Hz, 3-C), 103.8 (d; J = 25.9 Hz, 5-C), 101.5 (1 -C), 75.9 (5 -C), 72.8 (3'-C), 70.1 (2 -
C), 68.1 (4 -C), 60.4 (6 -C).

19F-NMR (282 MHz, DMSO-d6): & [ppm]: —100.5.

MS: m/z [M + Na]* = 325.11.

Retentionszeit HPLC: 9.05 min.
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The possibility of 3D printing high temperature and chemically resistant polymers creates opportunities for
applications in flow chemistry. Herein we describe the development of milli- and microfluidic reactors
made of polyether ether ketone (PEEK) with a high temperature 3D printer and examine their mixing
performance and suitability for flow reactions at elevated temperatures. Additionally, we present a 3D-
printed separator, back pressure regulator and continuous syringe pump, which provide a complete flow
system for a fraction of the cost of commercially available flow equipment. Different 3D printed mixing
geometries were tested and the influence of mixing on fluorination of a ribose derivative was evaluated. To
demonstrate the usability of our self-made flow equipment we performed a multistep reaction of a ribose
derivative in excellent yield which could be used as a precursor for the synthesis of nucleoside anti-cancer
drugs.
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drug for the treatment of acute lymphoblastic leukemia. One
possible precursor for the synthesis of clofarabine is 2-deoxy-
2-fluoro-3,5-di-O-benzoyl-o-p-arabinofuranosyl ~ bromide (5)

Introduction

Over the last two decades flow chemistry attracted
considerable attention in academic research.’™ The chemical

Open Access Article. Published on 05 June 2020. Downloaded on 4/8/2024 4:56:01 PM.

This article is licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported Licence.

industry takes full advantage of reactions in flow like an
easier scale up of a production process due to better mixing
and heat transfer.” Another benefit of performing reactions in
flow lies in better control over reaction parameters, which is
especially important when working with hazardous chemicals
and unstable intermediates.’ In the pharmaceutical industry
flow chemistry also has become an important technology for
the manufacture of active pharmaceutical ingredients (APIs).”
One example of an API is gemcitabine (1), which is used for
treatment of pancreatic cancer. It is a deoxycytidine (2)
derivative and can be phosphorylated by deoxycytidine kinase
(dCK) and inhibits the dCTP synthesis.® A derivative of
gemcitabine, 1-(2"-deoxy-2"-fluoroarabinofuranosyl)cytosine
(FAC, 3), is also a substrate for dCK and could be used for
detection of dCK activity by using positron emission
tomography (PET), if it is labeled with '®F.° Particularly for
the synthesis of radioactive PET tracers, the use of
microreactors could increase yields, purity and reaction time,
leading to higher specific activity.'” Another nucleoside
analogue is clofarabine (4),"' which is used as an anticancer

Institute of Organic Chemistry, University of Tiibingen, Auf der Morgenstelle 18,
72076 Tiibingen, Germany. E-mail: jochen.neumaier@uni-tuebingen.de

+ Electronic supplementary information (ESI) available. See DOI: 10.1039/
dore00206b

1300 | React. Chem. Eng., 2020, 5, 1300-1310

(Chart 1).">" In this work we performed a multistep
flow reaction for the synthesis of this precursor 5 in excellent
yield using 3D-printed PEEK flow reactors (Scheme 1). The use
of 3D printers for manufacturing microreactors is a great
opportunity for fast and easy prototyping and had a great

impact on flow chemistry in the last few years."*>* There are
NH, NH,
HO O)\N HO OZ\N
ﬁ ~)
& :F o
HO  F HO
Gemcitabine (1) Deoxycytidine (2)
NH, HoN
=N
N\ )
£ N o
N . Br
o BzO
R BzO F

arabinofuranosyl

FAC (3)

Clofarabine (4) bromide 5

Chart 1 Several nucleoside analogues.
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Scheme 1 Multistep reaction of the precursor 5.

several technologies for 3D printing of flow reactors which all
have advantages and disadvantages.>** Although technologies
like selective laser sintering (SLS) or stereolithography (SLA)
achieve very good resolution, our focus lies on the technology
of fused deposition molding (FDM) because of the wide range
of chemically resistant printing materials. We chose
polypropylene (PP) which could be printed on a low-cost
desktop 3D printer and polyether ether ketone (PEEK) which
needs a special high temperature 3D printer.

Although PP can't withstand high temperatures, chlorinated
solvents or hydrocarbons for an extended period of time,* the
benefits are e.g. the transparency and the good printability of
this material. In contrast, PEEK shows an excellent chemical
resistance to a wide range of chemicals and withstands
temperatures up to 250 °C,>**” which makes it an excellent
material for flow reactors for organic synthesis.

Most common equipment for multistep flow reactions
consists of pumps, reactors, pressure regulators and liquid-
liquid extraction systems.”® The regulation of the system
pressure is very important in flow chemistry.>® An increased
system pressure could be obtained using a back pressure
regulator (BPR). Operating under an increased inner
pressure, solvents can be heated above their boiling points
which could lead to faster kinetics.?® Also, if volatiles or gases
are formed during the reaction, it can prevent outgassing
and reduces possible inhomogeneity of the flow rate.

For multistep synthesis, liquid-liquid extraction steps
followed by phase separation are common processes.*®
Membrane-based separation techniques are widely used in
analytical®'? and synthetic chemistry®>>™® and are excellent
tools for true continuous liquid-liquid separation. The basic
idea behind a membrane separator is that the mixture of
organic and aqueous phases 1is separated using a
hydrophobic, porous membrane.

Commercially available continuous flow systems are rather
expensive which is why we decided to develop a completely
3D-printed flow system with all the components mentioned
above.

In our previous publication we focused on constructing
inexpensive flow equipment without the need to buy costly,
commercially available flow reactors or syringe pumps.>°

In this work we first printed various mixing geometries with
PP and performed Villermaux-Dushman (VD) experiments to
evaluate their printability and mixing efficiency. Further, we
printed flow reactors and crucial flow equipment from PEEK
which opens up new possibilities for flow chemistry. The aim of
this paper is to show that 3D printed PEEK flow equipment
meets the same requirements for multistep synthesis as a

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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commercial flow setup with additional advantages of being
cheaper, more customizable and almost instantly available.

Experimental
Fabrication of 3D printed parts

Manufacturing of mixers and reactors. All PP parts and
the mixers M1-M6 (see Fig. 1) were printed with an
inexpensive, slightly modified 3D printer A8 from Anet. One
of the biggest problems was the lack of adhesion on the
printing bed. We could solve this problem by sticking one
layer of adhesive PP tape on the top of the printing bed and
heating it to 80 °C throughout the entire printing process.
Another disadvantage of polypropylene is its softness. If some
parts needed threads for HPLC fittings both the tap and the
parts had to be cooled with liquid nitrogen before cutting the
threads. Afterwards the threads were relatively weak and wore
out very quickly. The advantage of this property is that it is
self-sealing and the cone angle of a standard 10-32 HPLC
fitting does not need to be as precise as that for harder
materials. Therefore, we decided to use stainless steel nuts to
provide the contact pressure, keeping the beneficial
characteristics of PP. First, we imprinted the nuts into the
fitting, as described in our previous publication about PP
reactors.”® A much simpler solution is sliding the nuts in the
fitting from the side, as shown in Fig. 1b and c. As
mentioned above, PEEK is superior to PP concerning its
rigidity and resistance to chemicals. The downside is that in
order to print PEEK a professional printer with a high
temperature print head and closed printing chamber is
required. Thus, to print all the reactors, mixers and
laboratory equipment out of PEEK we used the P220 from
Apium. A very common problem in 3D printing, particularly
with PEEK, is warping. This means the bending of the
printed parts away from the printing bed due to internal
stress caused by uneven cooling of the layers.”” There are
several ways to address this problem. It's necessary to level

o
~

a) N '
«” M1 (69 L)

>_/\/\/\/\/\/\/\~
M2 (83 pL)

BOSOPSSSSSS A

~N
[
(S80S0
M3 (202 uL LN LN NN
(202pL) mnn;

N

M6 (68 L)

Fig. 1 Flow path of mixers M1 to M6 with detailed mixing geometries
(a); CAD drawing (b) and picture (c) of M6.
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the printing bed very well and to use an adhesive on the
printing bed which helps to avoid warping. When printing
PEEK, DimaFix adhesive from DIMA 3D was used, which,
according to the manufacturer, doesn't stick at 60 °C but has
a strong holding power above 95 °C. Another way to address
this issue is to avoid big contiguous sections in the parts.
This strategy is shown in the later versions of the flow
reactors where the connections are divided into separate
blocks (see Fig. 2). Generally, it helps to print at the highest
bed- and chamber temperatures possible to prevent warping,
and with high nozzle temperatures the adhesion between the
layers is improved as well. In our experience, printing with
high temperatures is at the expense of precision. Small holes
and fine channels are blocked and threads have to be post
processed with a die. Among other parameters the right
filament flow and extrusion width are crucial for stable and
precise parts. Therefore, the nozzle has to be perfectly clean
and without burnt PEEK residue inside. It is a balancing act
between over extrusion with plugging as a result and gaps in
the printed parts causing leakages and structural failures at
the fittings. We found that drying the PEEK filament is very
important for the print quality, due to its moisture sensitivity
during extrusion. To ensure reproducible print quality we
dried the PEEK filament every night in an oven at 80 °C.
Lastly, the dimensions of the printed parts should match the
printer's extrusion width. This means that the wall
dimensions should always be an integral multiple of the
extrusion width of the printer or the slicer program to avoid
gaps in the parts. With all these measures (leveling,
adhesion, optimal printing parameters, drying and
appropriate dimensions) it is possible to obtain reliably
usable reactors.

When printing with PEEK, one problem is polymer
spreading during extrusion, resulting in a channel width
which is always smaller than the theoretical channel width in
the CAD drawing.”® Thus, channels containing the crossed
barriers could only be scaled down to a nominal channel
width of 1.6 mm. Additionally, every second layer of the
mixing geometry had to be removed in the CAD model to
reduce the material flow (see Fig. 3a). A picture of M7 and an

a)
l R1

Fig. 2 CAD drawing (a) and photograph (b) with a connected 1/4"-28
fitting of reactor R1.

mixing zones
(4xM7 geometry)

1/4"-28 thread
flat fittings
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Fig. 3 CAD drawing (a) and photograph (b) of PEEK mixer M7.

open cutout is shown in Fig. 3b. The measured volume of M7
shows that it's reduced by 33% in comparison to the CAD
drawing.

One critical component of every flow chemistry device is
the connection to the tubes. In the beginning, we used an
exact replica of a 10-32 female HPLC fitting as a connection
to the PEEK reactors. Because of the printer's inaccuracy, we
just designed a step at the bottom and cut the cone
afterwards with a center drill. This method did not reliably
result in leakproof reactors and it limits the tube size to
1/16". Therefore, we switched to a system with a guide rail
printed from PEEK where the reactor is slit in. Here the
flangeless flat bottom 1/4"-28 fitting is just pressed against
the flat honed surface of the reactor (Fig. 2). Not only is this
system leakproof but it also allows the use of 1/8" tubing.

Manufacturing of the BPR. For the BPR we used PTFE foil
(100 pm) and an overlying silicone sheet (500 pm) which is
pressed using a spring-loaded piston. The spring force could
be adjusted with a screw to control the back pressure (see
Fig. 4a, No. 5). We used different spring wire diameters to
create BPRs for two pressure ranges. For low back pressure
(from 1-4 bar) we used a weaker spring with 0.5 x 6.5 x 25
mm, for back pressure up to 20 bar we used a spring with 0.8
X 7.7 X 25 mm.

The top parts (No. 2-6) are printed with polylactic acid
(PLA), since they have no contact to the solvent. The solvent
conducting part (No. 1) was made from PEEK and the upper,

b) c)

——— l spring
pressure

silicone
sheet
(0.5 mm)

PTFE foil
(100 pm)

flow out

flow in

Fig. 4 Exploded CAD view (a), working principle (b) and photograph
(c) of the BPR.
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a) b)
membrane

Fig. 5 Exploded CAD view (a), working principle (b) and photograph
(c) of the membrane separator.

organic
phase

aqueous
phase

flow in

PTFE touching side was sanded with 1000 grit abrasive paper
to ensure a smooth surface.

Manufacturing of the membrane separator. We designed
our membrane separator as shown in Fig. 5. A channel of 35
x 8 x 1 mm was used for each of the two parts, in which
diagonal support lines prevent bending of the membrane.
For the membrane a hydrophobic PTFE membrane with a
pore size of 1 pm and a thickness of 100 um from Pieper
Filter GmbH was used. For an effective separation of the two
phases, a slightly higher pressure in the aqueous phase is
needed. By placing the aqueous outlet tube 40 cm higher
than the organic outlet tube, the resulting hydrostatic
pressure is sufficient.

Previous versions of the back pressure regulator and the
membrane separator were made out of PP. Although these
devices worked very well in most situations, the softness of
the PP forced us to use custom aluminium plates on top of
the screw fittings to distribute the contact pressure evenly.
The upgrade to PEEK as a printing material makes
reinforcing plates redundant and eliminates the risk of
malfunctions because of swelling, for instance. Even if it's
entirely possible to make the presented laboratory equipment
with a low-cost printer and polypropylene, PEEK devices are
more reliable, especially under harsher reaction conditions.

Manufacturing of the continuous syringe pump. The
pump consists of mainly three sections. The solvent
conveying part comprises two 500 pL glass syringes with
PTFE plungers and a four-way valve with diagonal flow, which
is connected through PTFE tubing (0.5 mm ID). The frame

View Article Online
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section was mostly 3D-printed with PLA, only a bent
aluminium plate was used as a housing and for the assembly
of the 3D-printed parts (see Fig. 6). Although it is not
necessary to 3D-print simple parts of the pump or this flow
system, an alternative would be to machine these parts out of
plastic or aluminium. Some of these parts are not easy to
make and would mean more labor time and higher cost of
materials. The electronics of the pump are based on an
Arduino Mega 2560, which controls the three stepper motors
with three DRV8825 stepper motor drivers. A full and detailed
part list, the CAD files of the printed parts, manufacturing
details and the Arduino program code can be found in the
ESL}

Principally this pump works like a dual piston pump.
While the first syringe pumps the solution into the reactor,
the second syringe draws the solution from a reservoir. To
realize this, we chose a four-way valve with diagonal flow
from UPCHURCH SCIENTIFIC. After manufacturing, the
pump has been tested for its accuracy and calibrated to
ensure a deviation of around 1%. The minimum reasonable
flow rate is 1.0 uL min™* and the maximum is 3000 uL min*,
which should be sufficient for most continuous flow
applications. At lower flow rates, the slow movement of the
stepper motor could result in pulsation of the flow. At higher
flow rates, the motors could reach their maximum power
level and skip steps, which would lead to an inappropriate
flow rate.

Mixing tests

For the Villermaux-Dushman (VD) experiments we used
water (HiPerSolv. CHROMANORM® for HPLC) from VWR.
The acid and buffer solutions were freshly prepared before
use with set concentrations, shown in Table 1. The chemicals
for these solutions were used without further purification
and obtained from AppliChem, Honeywell, Merck and Sigma-
Aldrich. As syringe pumps we used previously described self-
made Arduino driven pumps®® with two 60 mL polyethylene

Fig. 6 CAD drawing (a), exploded view (b) and photograph (c) of the continuous syringe pump.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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Table 1 Concentration of buffer and acid solutions used in VD
experiments

Solution Reagent Concentration [mol L™']
Buffer solution H;3BO; 0.030

NaOH 0.030

KI 0.011

KIO; 0.002
Acid solution H,S0, (97%) 0.010

syringes. For measuring the absorbance, we made a flow cell
from two QS quartz panes sandwiched in a holder (path
length d = 0.53 cm) printed out of PLA. The absorbance of I3
was measured on a Lambda 25 UV-vis spectrometer from
Perkin Elmer at different flow rates from 5 ml min" per
syringe to 0.25 mL min". After each change of the flow rate
we waited until a constant absorption value was reached and
afterwards we performed three one minute runs with 20
single measurements at 353 nm (e353 of triiodide = 26400 L
mol ™' em™).*®

Chemical reactions

As references for HPLC measurements, 2-deoxy-2-fluoro-1,3,5-
tri-O-benzoyl-a-p-arabinofuranose (8) and 2-deoxy-2-fluoro-3,5-
di-O-benzoyl-o-p-arabinofuranosyl bromide (5) were produced
in a conventional batch-synthesis.

Batch synthesis of 2-deoxy-2-fluoro-1,3,5-tri-O-benzoyl-o.-p-
arabinofuranose (8)*°. DAST (0.28 mL, 2.16 mmol, 4 eq.) was
added under a nitrogen atmosphere to a solution of 1,3,5-tri-
O-benzoyl-o-p-ribofuranose (6) (0.25 g, 0.54 mmol, 1 eq.) in
toluene (5.5 mL). The mixture was stirred at room
temperature for 1 h. Afterwards, the temperature was raised
to 90 °C for 2 hours. The mixture was cooled in an ice bath
and sat. NaHCO; solution was added carefully. The organic
phase was separated and the aqueous phase was extracted
with methylene chloride (3 x 5 mL). The combined organic
phases were dried over Na,SO, and concentrated in a
vacuum. After column chromatography (n-hexane/ethylacetate
4:1) a colorless oil (0.22 g, 88%) was obtained.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): § = 8.00-8.16 (m, 6H, aryl-H),
7.52-7.69 (m, 3H, aryl-H), 7.35-7.51 (m, 6H, aryl-H), 6.77 (d, J
=9.0 Hz, 1H, 1-H), 5.65 (ddd, J = 19.5 Hz, 3.1 Hz, 0.8 Hz, 1H,
3-H), 5.29-5.52 (d, J = 50.0 Hz, 1H, 2-H), 4.78-4.85 (m, 1H,
4-H), 4.74 (m, 5-H/5-H') ppm. "’F-NMR (376 MHz, CDCl,): 6 =
=190.77 ppm.

Batch synthesis of 2-deoxy-2-fluoro-3,5-di-O-benzoyl-o-p-
arabinofuranosyl bromide (5)*°. Under a nitrogen atmosphere
2-deoxy-2-fluoro-1,3,5-tri-O-benzoyl-a-p-arabinofuranose (8)
(0.11 g, 0.24 mmol, 1 eq.) was dissolved in dry methylene
chloride (3 mL). HBr (0.6 mL, 3.34 mmol, 14 eq., 33% in
AcOH) was added to the solution and stirred for 16 h at room
temperature. Afterwards, the mixture was washed with sat.
NaHCO; solution. The organic phase was then dried over
Na,S0,

and concentrated in a vacuum. After column

1304 | React. Chem. Eng., 2020, 5, 1300-1310
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chromatography (n-hexane/ethylacetate 4:1) a yellowish oil
(0.09 g, 93%) was obtained.

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 6 = 7.98-8.23 (m, 4H, aryl-H),
7.54-7.68 (m, 2H, aryl-H), 7.39-7.52 (m, 4H, aryl-H), 6.65 (d, J
=12.1 Hz, 1H, 1-H), 5.53-5.69 (d, J = 50.0 Hz, 1H, 2-H), 5.52-
5.59 (ddd, J = 20.0 Hz, 4.0 Hz, 0.8 Hz, 1H, 3-H), 4.78-4.86 (m,
1H, 4-H), 4.65-4.77 (m, 2H, 5-H/5-H') ppm. “F-NMR (376
MHz, CDCl): 6 = —165.92 ppm.

Flow synthesis

For flow reactions the self-built continuous syringe pump
was used with additional syringe pumps LA-30 from Landgraf
Laborsysteme HLL GmbH. HPLC grade CHCIl; was passed
through a column filled with molecular sieves (4 A, 1 g mL™*
CHCl;) prior to use. The chemicals for the flow reactions
were used without further purification and obtained from
Sigma Aldrich, Merck, TCI, and Acros Organics. NMR spectra
were recorded on a Bruker “Avance 400" spectrometer and
calibrated to the solvent signal (CDCl;: 1H 7.27 ppm, 13C
77.0 ppm). HPLC measurements were made on a HPLC
system containing a Sykam S 1121 solvent delivering system,
a Sykam S5200 sample injector and a Linear UVVIS-205
absorbance detector (254 nm). As a column a GROM-SIL 120
ODS-3 CP, 5 um column (250 x 4 mm) was used.
Diethylaminosulfur trifluoride (DAST) must be handled with
caution and must not be heated above 90 °C due to its highly
reactive decomposition products.

Conversion calculation

All used and manufactured substances have different
extinction coefficients. A direct comparison of the peak
integrals in relation to the concentration is therefore not
possible. To determine each concentration, the concentration
series of 1,3,5-tri-O-benzoyl-o-p-ribofuranose (6), 2-deoxy-2-
fluoro-1,3,5-tri-O-benzoyl-a-p-arabinofuranose (8) and 2-deoxy-
2-fluoro-3,5-di-O-benzoyl-a-p-arabinofuranosyl ~ bromide (5)
were examined by HPLC measurements. By determination of
the integrals a calibration line was created, with which the
concentration could be calculated.

Flow synthesis of 2-deoxy-2-fluoro-1,3,5-tri-O-benzoyl-a-p-
arabinofuranose (8). A solution of 1,3,5-tri-O-benzoyl-o-p-
ribofuranose (6) (0.3 M in dry CHCl;, 1 eq.) and a solution of
DAST (7) (0.3 M in dry CHCl;, 3 eq.) were pumped through
flow reactors R1-R4 at 60-90 °C. The BPR was set to a
pressure above the vapor pressure of the solvent (2 bar). The
overall flow rate was set resulting in a residence time of 2 to
15 min for each experiment (see the ESIf). 500 pL of the
reaction mixture was collected in a glass vial containing sat.
NaHCO; solution (1 mL). 50 pL of the organic phase was
diluted with 950 upL acetonitrile (HPLC grade) for HPLC
measurements.

Batch synthesis of 2-deoxy-2-fluoro-3,5-di-O-benzoyl-o-p-
arabinofuranosyl bromide (5). A solution of 2-deoxy-2-fluoro-
1,3,5-tri-O-benzoyl-o-p-arabinofuranose (8) (0.3 M in dry
CHCl3, 1 eq.) and HBr (33% in dry AcOH, 10 and 25 eq.) were
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pumped through flow reactor R1, at 55 °C. The BPR was set
to 2 bar. The overall flow rate was set resulting in a residence
time of 5, 10 and 20 min for each experiment (see the ESIY).
500 pL of the reaction mixture was collected in a glass vial
containing sat. NaHCO; solution (1 mL). 50 uL of the organic
phase was diluted with 950 pL acetonitrile (HPLC grade) for
HPLC measurements.

Multistep flow synthesis of 2-deoxy-2-fluoro-3,5-di-O-
benzoyl-a-p-arabinofuranosyl bromide (5). A solution of 1,3,5-
tri-O-benzoyl-o-p-ribofuranose (6) (0.4 M in dry CHCl;, 1 eq.)
and a solution of diethylaminosulfur trifluoride (7) (0.4 M in
dry CHCl3, 3 eq.) were pumped through flow reactor R5 at 75
°C. The flow rates were set resulting in a residence time of 20
min for the first step. For the directly following second step,
HBr (33% in dry AcOH, 25 eq.) and the reaction mixture of
step one were pumped through an additional flow reactor R5
at 55-75 °C. The residence time was set to 14 min. The
subsequent BPR was set to 2 bar. 500 pL of the reaction
mixture was collected in a glass vial containing sat. NaHCO;
solution (1 mL). 50 pL of the organic phase was diluted with
700 uL acetonitrile (HPLC grade) for HPLC measurements.
Optional further purification is possible. Therefore, the
reaction mixture of step two and H,O were pumped through
a third reactor R1, serving as an extractor followed by the
membrane separator mentioned above. The residence time
was set to 3 min for the extraction and 1 min for the
separation. 500 uL of the freshly washed organic mixture was
collected in a glass vial. 50 uL of the organic phase was
diluted with 700 pL acetonitrile (HPLC grade) for HPLC
measurements.

Further information for manufacturing and CAD files of
the 3D printed parts, reactors, pressure tests of the BPR,
mixing tests, and chemical reactions can be found in the
ESLf

Results and discussion
Mixing efficiency evaluation

For reactions in flow, the efficient mixing of the reagents is
one of the most important factors. Mixing techniques can be
divided into two different types: active and passive mixing.
While active mixing requires an external force like ultrasound
or small impellers, passive mixing is based on restructuring
the laminar flows to intersect each other.** Special geometries
of these channels or microstructured objects in the channels
induce chaotic mixing or force the flow to split and
recombine, thus creating multi-laminar flow patterns.*>**
Because mixing in flow reactions is essential, many tests
for mixing characterization have been developed.*® Some are
based on the mixing of two dyes or the dilution of one
dye.*”*® Measuring the combination color or the time one
dye is fully diluted allows a qualitative estimation of the
mixing efficiency because initially, the dyes can be monitored
very well. However, these tests are restricted to translucent
mixers. Besides that, this sort of test can be misleading
because the dyes seem to be mixed but in reality, the streams

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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just overlay and the observer sees an averaged color through
the mixing channels.*>® This shortcoming can be addressed
with confocal laser microscopy in order to obtain either cross
sectional or three dimensional images of the mixing
4451 Another type of test requires a reaction where a
d.>*”3 Furthermore,
it's possible to quantify the mixing performance of

channels.
dye is formed or a color change is induce

micromixers with competitive reactions.”*>® One of these is
the VD reaction which is by far the most commonly used
7% Because this is the benchmark reaction to
investigate the mixing performance, the mixers in this work
were tested according to the VD protocol. This method is
instantaneous

reaction.

based on the competition between the
neutralization of dihydrogenoborate anions (1) and the fast
redox reaction of iodate and iodide to form iodine (2):

H,BO;™ + H" = H;BO; (1)
10, + 51 + 6H" = 31, + 3H,0 (2)
I, + I = 13_ (3)

Under poor mixing conditions the dihydrogenoborate ions
are consumed by acid and a local over-concentration of acid
enables the comproportionation reaction (2). Then iodine
reacts with iodide to form triiodide (3) which can be detected
by UV-vis spectroscopy. In contrast to that, in the case of
ideal mixing, all protons are consumed by the
dihydrogenoborate due to the stoichiometric deficiency of
acid in relation to the base. The absorbance values for every
mixer at a specific flow rate are converted to the segregation
index (Xs) for better comparability. If Xs = 0, it indicates
perfect mixing, while in the case of total segregation, Xg
shows a maximum of one. As a mixing model we used the
incorporation model because of its simplicity and flexibility.”®
Assuming that the amount of formed triiodide is equal to the
amount of iodine (because (3) is quasi-instantaneous), Xs is
calculated as follows:*°

Y

Xg=—. 4
5= Yar (4)
where
_Cy.-
Y = 27013 L (5)
Qu, Cu,*
and
Yor = 6(Cr0, )o/(Cu,B0, ), ©)

6(01037)0/(CH23037)0 + 1 ,

Y denotes the ratio of the acid mole number consumed by (2)
to the total acid mole number while Ygr is the value of Y in
the case of total segregation meaning that mixing occurs
infinitely slow.

In our previous work we designed and manufactured
several PP reactors and performed some glycosylation
reactions.*® In this work, we tested some mixing geometries
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in order to improve the mixing efficiency. First, we started
with one straight channel (M1) and a zigzag pattern (M2) to
optimize printing quality. Next, we moved on to more
complicated mixing geometries (see Fig. 1) like the “split and
recombine” (SAR) mixer M3, derived from Xia et al,®' or
mixers M4, M5 and M6 containing crossed barriers, inspired
by the work of Yoo et al.°* The authors designed mixers with
alternating crosses which we scaled up to match our channel
size (M4). Additionally, we modified the barrier geometry to a
barely overlapping, helical geometry (M5) and parallel crosses
(M6) in which the bars of a level in the mixer are arranged in
parallel. All the mixers have a mixing zone of about 60 mm.

The VD experiments show that at low flow rates M1 and
M2 are almost equal in mixing efficiency but with increasing
flow rate the zigzag geometry has a better mixing
performance. Surprisingly M3 performs relatively poorly in
comparison to M4, M5 and M6. We noticed in some
experiments with a dye solution that not all parts of M3 are
filled. One possible reason for this behavior could be
inaccuracies in the production process leaving split channels
with an uneven width. Particularly at low flow rates, the fluid
is not split and follows the easiest path which is essentially a
smaller version of zigzag mixer M2. The mixers M4 to M6
exhibit a much better mixing performance than M1 to M3,
particularly at flow rates of 1.5 and 3 mL min™" (see Fig. 7).
At a combined flow rate of 0.5 mL min™ (0.25 mL min™" per
syringe) the VD experiments show a much higher mixing
efficiency for M6 than for M4 and M5.

The best mixer M6 of this set was also printed with the
same mixer geometry in PEEK (M7) to evaluate if there is any
difference in the performance from the one made of PP.
Additionally, the channel width was widened to 1.8 mm (MS8)
in order to see if this causes a difference in the mixing
performance. As expected, M8 shows similar curve
characteristics but slightly higher Xg-values than M7 due to
the lower energy dissipation rate in wider channels (see
Fig. 8).°° Comparing the almost identical mixers M6 and M7
there are no major differences except at a flow rate of 0.5 mL

0,14 —a— M1 (straight)
p —e— M2 (zigzag)
0,124 —A— M3 (SAR)
) —v— M4 (alternated cross)
Q” 0,104 4 M5 (helix)
1 1 e —&— M6 (parallel cross)
S 008
i
= |
£ 0,06
©
o
o
o 0,04 4
[0
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Fig. 7 Segregation index of PP mixers.
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Fig. 8 Segregation index of PEEK mixers (M7, M8) and PP mixer M6.

min~". This variance could again be attributed to uneven or
blocked channel sections, which impinge on the mixing
efficiency at low flow rates. These tests demonstrate that the
mixing efficiency of the mixer with parallel crosses and a
channel width of 1.6 mm is superior to the others and
therefore this geometry was chosen for the chemical
reactions.

Channel width tests

With the standard printing parameters, we also tested how
narrow straight channels could be printed without being
blocked. We designed a test piece with various channel sizes
down to 0.4 mm in width (see Fig. 9). We saw that the
obtained channel width is about 0.2 mm to 0.24 mm smaller
than that in the CAD drawing (see Table 2). Further, the
channel with a width of 0.4 mm shows inaccurately printed
areas, which could lead to blockage in a reactor.

Next, we printed reactors with channel cross sections of 0.8 x
0.8 mm, 0.6 x 0.6 mm and 0.4 x 0.4 mm. The reactor with the
smallest dimensions was blocked which had already been
indicated by the test piece. We determined the volume of the
two working reactors with bigger cross sections and found that
their volume is significantly smaller than that in the CAD
drawing. The volumes of the reactors with lateral dimensions of
0.8 mm and 0.6 mm were just 38% and 42% of the volumes
calculated with the CAD program, respectively. These tests

Fig. 9 Test piece for channel width measurements.
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Table 2 Comparison of channel widths from the test piece and the CAD
drawings

Channel width
(channel width in CAD) Width difference
Printed part [mm] [mm]
Test piece (PEEK) 1.76 (2.0) 0.24 (13.6%)
1.59 (1.8) 0.21 (13.2%)
1.38 (1.6) 0.22 (15.9%)
0.57 (0.8) 0.23 (40.4%)
0.40 (0.6) 0.20 (50.0%)
0.18 (0.4) 0.22 (122.2%)

demonstrate that it is possible to obtain 3D-printed PEEK
reactors with channel dimensions below 0.5 mm, which falls in
the category of microreactors.”*®

Chemical reactions

As a proof of concept for the utility of our 3D-printed
continuous flow equipment, we wanted to synthesize glycosyl
bromide 5 in a continuous multistep reaction (Scheme 1).
The bromide 5 could be used as a precursor for the synthesis
of gemcitabine analogs, like FAC (3), as mentioned in the
Introduction. '®F-fluorination to fluoride [18F]-8 using our
3D-printed PEEK reactors, as well as a complete synthesis of
[18F]-FAC, is currently in progress and will be published as
soon as possible.

First, the fluorination reaction of ribose derivative 6 with
DAST (7) was investigated using four different reactors
(Table 3). We used two reactors consisting of straight lines as
mixing zones (M1) with different cross sections (R3 and R4).
Reactor R1 contains four mixing zones (M7) (see Fig. 2), and
reactor R2 contains only one mixing zone (M7). For all
reactions the temperature was set to 75 °C and four different
residence times were chosen. Fig. 10 shows the conversion to
the desired product for all reactors and residence times. As
expected, the conversion with just straight channels is lower
compared to that of reactor R1 with four mixing zones. We
found that for this particular reaction one mixing zone (R2)
is not sufficient to increase the conversion compared to
reactor R3. Further, the reactor with a smaller cross section
(1.0 x 1.0 mm) shows a lower conversion. A lower flow rate at
this regime of Reynolds number results in a decreased energy
dissipation rate and thus lowers the mixing efficiency.®

The fluorination itself was optimized using four
temperatures between 60 and 90 °C and four different
residence times between 3 and 15 minutes. Fig. 11 shows the

Table 3 Construction details of the different reactors R1-R4

Volume Channel cross Number of mixing
Reactor [pL] section zones M7
R1 360 1.6 x 1.6 mm 4
R2 480 1.6 x 1.6 mm 1
R3 510 1.6 X 1.6 mm 0
R4 290 1.0 x 1.0 mm 0
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Fig. 10 Conversion of ribose derivative 6 to 2-fluoro-arabinose
derivative 8 with reactors R1-R4.

conversion of the reaction, determined by HPLC. At higher
temperature the reaction proceeded much faster and the
conversion reached 99% at 90 °C and a residence time of 15
minutes. In addition, different ratios of 6 and 7 were applied
and different temperatures were used to optimize the
reaction conditions (Table 4). Therefore a residence time of
15 min was set. The highest conversion of 90% could be
measured with 3 equivalents of 7 at 85 °C. In comparison,
several equivalents produce lower yields and are therefore
not necessary. The yield at 75 °C is only slightly less than that
at 85 °C. Due to the low boiling point of chloroform and the

1004 S
90 4 \ A
80| /k" °
70
60

50

Conversion [%]

40

30

20

T T
2 3 4 5 6 7 8 9

T T T T T 1

10 11 12 13 14 15 16
Residence time [min]

Fig. 11 Conversion of ribose derivative 6 to 2-fluoro-arabinose

derivative 8 at different temperatures.

Table 4 Reaction optimization for fluorination

Temperature Residence time Equivalents DAST  Conversion
85 °C 15 min 3 90%
85 °C 15 min 6 74%
75 °C 15 min 3 89%
75 °C 15 min 6 72%
65 °C 15 min 3 44%
65 °C 15 min 6 31%

React. Chem. Eng., 2020, 5,1300-1310 | 1307
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Table 5 Reaction optimization for bromination

Temperature  Residence time  Equivalents HBr  Conversion [%]
55 °C 5 min 10 80%
10 min 10 99%
20 min 10 >99%
5 min 25 98%
10 min 25 >99%
20 min 25 >99%

resulting high pressure, 75 °C is set as the optimal reaction
temperature for the following experiments.

The bromination was first optimized at 55 °C using two
different ratios of HBr (10 eq. and 25 eq.) and three different
residence times of 5, 10 and 20 minutes (Table 5). The best
results for the bromination of 8 to 5 were achieved between

View Article Online

Reaction Chemistry & Engineering

10 and 20 min with 25 eq. HBr (>99% conversion). With
these results a multistep synthesis of 5 was set up.

For the multistep reaction, an individual reactor with a
volume of 820 pL and three mixing channels (R5) was printed
to generate higher flow rates and higher production capacity.

In Fig. 12 the setup of the multistep reaction is shown,
consisting of four pumps, three PEEK reactors, one BPR and
a membrane separator. For the extraction step our self-built
syringe pump was used. In the first reactor R5 the
fluorination reaction took place at 75 °C with an increased
residence time of 20 min to ensure complete conversion to
the fluoride 8. In the additional bromination the reaction
mixture of step one and HBr (33% in AcOH) were pumped
through a second PEEK reactor R5 at 55 °C and a residence
time of 14 min. Since the temperature exceeded the boiling
point of chloroform, the BPR was set to a pressure of 3 bar.

J° R W R SRR MR S 1 oy ool |

= O, o8z |33% in ACOH| cd

E BZO/\Q | ( >| aquect)us

E 6 B0 OH | —_— was e: ............ :
I 04MinCHCl; ! J‘ | O Br !
. H | [} I BzO :
I""""""""'I 1 & 1
. F ! | membrane X BzO' F oo
L7 _\N—é—F L@._I— BPR separator I 5 3
b ! PEEK reactor R1 bemmmmmmmme

| F : PEEK reactor R5 ' EEK reactor R5 bl o

' 0.4 MinCHCl, . (820 pL) (820 pL)

e : 78 o6 55-75 °C

Fig. 12

1308 | React. Chem. Eng., 2020, 5, 13001310

Schematic drawing (a) and photograph (b) of the multistep synthesis.
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Table 6 Reaction optimization for the multistep synthesis

Residence Equivalents Conversion
Temperature time HBr to 5 [%]
55 °C 14 min 25 93%
65 °C 14 min 25 99%
75 °C 14 min 25 >99%

The reaction mixture was quenched and washed with water
in the third reactor R1 (residence time: 3 min) and the
organic and water phases were separated through the
membrane separator. The conversion was not complete at 55
°C so more optimization was necessary. Therefore, the
temperature of the bromination was raised to 65 and 75 °C
resulting in a conversion of >99% at 75 °C (Table 6).

With these conditions the multistep reaction was run
continuously. A one hour sample of 2-deoxy-2-fluoro-3,5-di-O-
benzoyl-o-p-arabinofuranosyl bromide (5) was collected (about
148 mg). Washing with water in the third reactor was
sufficient to obtain very pure compound 5 with an isolated
yield of 79%.

Conclusion

In this work, we present the development and fabrication of
3D-printed reactors and mixers out of PEEK. We tested
several mixers made out of PP and PEEK with the
Villermaux-Dushman reaction to evaluate their mixing
efficiency. The mixer with parallel crossed barriers in the
channel showed the best mixing performance with both
materials. Further, the miniaturization of straight channels
printed with PEEK was tested, which showed that it is
possible to print microreactors with channel dimensions
below 500 upm. The reactors we designed are fully
customizable with CAD software and it takes only a few hours
to obtain a finished flow reactor from an idea. Additionally,
we presented a low-cost continuous syringe pump, back
pressure regulator and membrane separator, which could be
printed with either PEEK or PP. With a continuous multistep
synthesis of a halogenated arabinose derivative we
demonstrated the utility of our 3D-printed flow system. This
facilitates the entry in flow chemistry and could be an
alternative to commercially available flow equipment.
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3D printer setup

Two 3D printers were used for this work. 3D-printed parts out of polypropylene (PP) and
polylactic acid (PLA) are printed on an A8 from Anet. In our previous paper more information
and the modification of this printer can be found.! 3D-printed parts out of PEEK are printed
on an Apium P220 from Apium Additive Technologies GmbH.

Software: The lab equipment and flow reactors used in this work were designed with
Autodesk Inventor Professional 2018. After modelling, the files were exported as stl files and
sliced with the software simplify3D or cura 3.7.

PP parts: The reactors were printed with Verbatim PP filament 1.75 mm - Natural Transparent
on the Anet A8 3D-printer. The best results were obtained using following settings:

Print speed = 30 mm/s

Filament flow = 105%

Nozzle temp. =200 °C

Bed temperature = 80 °C, glass plate with transparent PP packaging tape from Lyreco with a
brim of 10 mm

Layer height: 0.1 mm

Wall thickness: 2.0 mm =5 x nozzle diameter (0.4 mm)

Fan speed: 100% beginning at layer 3

PEEK parts: The reactors were printed with Apium PEEK 450 Natural filament with an Apium
P220 3D-printer. The best results were obtained using following settings:

Print speed = 25 mm/s

Extrusion width: 0.48 mm

Extrusion multiplier = 0.91

Nozzle temp. =470 °C

Bed temperature = 130 °C, glass plate coated with DimaFix pen from DIMA3D with a brim of
11.52 mm (24 perimeters)

Layer height: 0.1 mm

PLA parts: PLA 1.75 mm from Janbex was used on the Anet A8 3D-printer.

The best results for PLA were obtained using following settings:

Print speed = 60 mm/s

Filament flow = 100%

Nozzle temp. =200 °C



Bed temperature = 60 °C, printed on a glass plate, coated with hairspray before each print.

Layer height: 0.2 mm — 0.3 mm

Continuous syringe pump

For all 3D-printed parts PLA was used. The STP and STL files of all printed parts can be found
in the zip-file. Figure S1 shows the exploded-view CAD drawing of the pump. The part numbers
can be found in Table S1. The pump was mounted in 3 parts, the frontside with the motors
and syringes, the backside with the controlling unit and the top cover with the keypad and the
display. The wires were connected as shown in Figure S2a and all parts were put together to
the bent and drilled aluminum plate. The connection of the syringes to the valve is shown in

Figure S2b

Figure S1: Exploded-view CAD drawings of the pump.



Table S1: Part list for continuous syringe pump with integrated Arduino controller, in brackets

the screws and nuts are given, which are needed for mounting of each part

Quant. | Part Source No.
1 Frontside (6 x countersunk screws PH, M3 x 16 ) 1
3D-printed
mm, 6 x M3 nuts)
1 Backside (6 x countersunk screws PH, M3 x 16 ) 2
3D-printed
mm, 6 x M3 nuts)
1 Plunger carrier (2 x cheese head screw, M2 x 3
16 mm for manual justification of the 3D-printed
endstops)
1 Plunger carrier, mirrored (2 x cheese head 4
screw, M2 x16 mm for manual justification of | 3D-printed
the endstops)
Syringe holder 3D-printed 5
Motor coupling 3D-printed 6
Motor coupling for valve (2 x set screw, M3 x6 ) 7
3D-printed
mm)
1 Top cover (4 x countersunk screws PH, M3 x 8 . 8
3D-printed
mm)
1 Keypad frame (4 x countersunk screws PH, ) 9
3D-printed
M2.5 x 4 mm)
2 Display seat 3D-printed 10
2 Syringe, 500 pl SYR H-XL PTFE-seal ILS, Innovative Labor | 11
Systeme GmbH
1 V-100 D, 4-Way valve PEEK diagonal flow Roland Vetter 12
IDEX H&S V-100D Laborbedarf OHG
1 Aluminium plate 586 x 140 mm x 2mm, 13
In-house workshop
bended
Round rod, 8 x 146 mm In-house workshop 14
Trapezium thread spindle, Tr8x1.5 x 120 mm HFB-Gewindetechnik | 15
Hexagon nut, Tr8x1.5, inprinted in part No. 3
& P P HFB-Gewindetechnik
and 4
4 Threaded rod, M3 x 50 mm (Wing nut, M3) In-house workshop 16
2 Round rod, 5 x 40 mm In-house workshop 17
2 Plain bearing, 8 mm Igus 18
2 RJ4JP-01-08 drylin® R - bearing 8mm Igus 19
2 ACT 17HM5417 hybrid stepper motor NEMA . . 20
Reichelt elektronik
17,0.9°, 1.7 A, 3.06 V (8 x cheese head screw
] GmbH & Co. KG
with hexagon socket, M3 x12 mm)




Quant. | Part Source No.
1 ACT 23HS6430 stepper motor, 4 pole, 1.8 °, 2.4 ) ) 21
. Reichelt elektronik
V DC (4 x cheese head screw with hexagon
GmbH & Co. KG
socket, M3 x16 mm, 4 x M3 nuts)
4 Pololu mini snap-action switch with 13.5mm 22
lever (8 x cheese head screw with hexagon Eckstein GmbH
socket, M2 x10 mm)
2 Optical endstop switch (4 x cheese head screw ) 23
] Eckstein GmbH
with hexagon socket, M2.5 x8 mm)
1 Fan, 40x40x10 mm, 12 VDC (2 x cheese head ] ] 24
) Reichelt elektronik
screw with hexagon socket, M3 x 20 mm, 2 x
GmbH & Co. KG
M3 nuts)
1 Character 20x4 LCD display module (4 x ) 25
Eckstein GmbH
countersunk screws PH, M2.5 x 6 mm)
1 4x4 matrix array keypad 8 pin 16 ke 26
v KEYP P ) y Eckstein GmbH
membrane keyboard for Arduino
1 USB panel socket, series B (cheese head screw | Reichelt elektronik 27
with hexagon socket, M3 x8 mm) GmbH & Co. KG
Rocker switch, 3-Pin Eckstein GmbH 28
DC-socket 2.1/5.5mm Reichelt elektronik 29
GmbH & Co. KG
HIMALAYA basic MEGA 2560 Eckstein GmbH 30
Ramps 1.4 controller (3 x countersunk screws i 30
Eckstein GmbH
PH, M3 x 20 mm)
DRV8825 stepper motor driver Eckstein GmbH
Single output power supply 12V, 3 A Reichelt elektronik
GmbH & Co. KG
4-Pin 20 cm jumper wire cable female to .
Eckstein GmbH
female

Wiring of the Arduino and motors: For controlling the motors of the syringes and valve we
use a RAMPS 1.4 controller, which was attached to the Arduino Mega 2560. The DRV8825
Stepper Motor Driver was clipped to the RAPMS controller at X, Y, Z position and the jumper
settings was set to half steps (MS1 jumpered). The current limiting was adjusted to around
1.6 A with the integrated trimmer potentiometer (0.8 V). The assignment of the stepper
motors, end stop switches, display and keypad are shown in Figure S2a. The RAPMS controller
was connected to a standard 12 V DC, 3 A power supply over a rocker switch and a DC socket.

Be careful, not to connect the power supply and the USB of the Arduino at the same time! All



parts were connected using female-to-female or female-to-male jumper wires to minimize

soldering operations.

a) X-: enstop valve, pos. A b)

X+: enstop valve, pos. B

Y-:top enstop, syr. A 12C-display

Y+: bottom enstop, syr. A 21 (scl)
DRVS8825 || Z-: top enstop, syr. B 20 (SDA)
motor Z+: bottom enstop, syr. B ground (black)
driver 5V (red)

-y 4x4 matrix
i keypad

Valve end stops
ground (black) | +to reacto
5V (red)
motor
syringe A N
motor trimmer
motor valve potentiometer
syringe B

Figure S2: a) Wiring diagram of the Arduino. b) Connection of the syringes and valve

Programming with Arduino software: The software was written on the open-source Arduino
software. If the motor and end stop ports are connected with the Arduino as mentioned
above, the written software can be used instantly, otherwise the pins of the Arduino have to
be edited to the corresponding pins. We choose 500 pL syringes with a stroke of 60 mm which
results in a syringefactor of 120 mm/mL. This factor is as defined in the program code as “float
syringefactor”, which could easily be modified, if other syringes are used. After the first
accuracy test (see below) the syringefactor was corrected corresponding to the measured
volumes to give a final syringefactor of 120.69. With this method different syringes can be
inserted in the code and a very accurate dispensing is achieved. The complete program code

can be found in the zip-file.

Accuracy test of the syringe pump: The pump was tested with flow rates from 2.5 to 1000
uL/min. Distilled water was dispensed at room temperature for 1 to 10 min, weight and
compared to the theoretical volume. Table S2 shows the measured weight after correction of

the syringefactor. In all flow rates a deviation between 0 and 1.7% were measured.



Table S2: Accuracy test of the used syringes.

Flow rate Time Weight L

] . Deviation
[1L/min] [min] [g]
1000 1 1.017 +1.7%
500 3 1.503 +0.2%
200 3 0.599 -0.16%
100 4 0.401 +0.25%
50 12 0.597 -0.5%
20 20 0.400 0%
2.5 30 0.076 +1.33%

Brief instruction for using the syringe pump: After starting up the pump, the syringes go to
their starting position. By pressing the key C, a loading program can be started to remove air
from the syringes and load the syringes with the desired solution. By pressing the key D, a
purging program could be started. With the key 1 the flow rates can be set with one decimal
place in uL/min. The key A starts and stops the pump. During change of the flow rate the pump
stops! Due to a delay in the program loop during actualization of the display, the display will
not refresh automatically. The 0-key has to be pressed to refresh the display manually. After
refresh, it shows the actual dispensed volume. With the key 5 the dispensed volume can be

reset to 0.

Back pressure regulator (BPR) and membrane phase separator

The STP and STL files of all printed parts can also be found in the zip-file. Figure S3 shows the
exploded-view CAD drawing of the BPR and the membrane separator. The part numbers can

be found in Table S3.



Figure S3: a) BPR b) membrane phase separator

The parts No. 8 and 9 were printed of PEEK with the connectors facing to the build plate. This
is important, because warping during the print do not provide a flat surface which is necessary

for a tight fit of the two plates. Also, the flat side was sanded with 1000 grit abrasive paper.

Table S3: Part list for BPR and membrane phase separator

Quant. | Part Source No.
1 Bottom part 3D-printed out of PEEK 1
1 Top part 3D-printed out of PLA 2
1 Top spring holder 3D-printed out of PLA 3
1 Stamp 3D-printed out of PLA 4
1 Top screw 3D-printed out of PLA 5
1 Spring 0.5 x 6.5 x 25 mm IVO Industriebedarf 6
1 Spring 0.8 x 7,7 x 25 mm IVO Industriebedarf 6
1 PTFE foil (100 um) + silicone sheet (500 um) In-house workshop 7
1 Separator part 1 3D-printed out of PEEK 8
1 Separator part 2 3D-printed out of PEEK 9
1 PTFE membrane, pore size 1 um, 100 pum . . 10
. Pieper Filter GmbH
thickness




Pressure test

For the pressure test of the two different springs in the BPR a HPLC pump S1100 from Sykam
was used with isopropanol as solvent. The pressure was measured with two types of
manometer. For pressures between 1 and 6 bar a manometer Cl 2.5 from WIKA was used, for

pressures up to 30 bar a manometer from Messer Griesheim was used.

a) 0.5 mm wire diameter b) 0.8 mm wire diameter
24 -
54 22+
0 20_ .
4 —a— 1 mL/min 18] —a— 1 mL/min
— —e— 0.5 mL/min 161 —*0.5mL/min
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Spring compression [mm] Spring compression [mm]

Figure S4: Back pressure regulator with two springs (a: 0.5 mm wire diameter, b: 0.8 mm wire

diameter) at different flow rates.

The pressure test with a weaker spring (0.5 x 6.5 x 25 mm) in the BPR shows, that in the range
of 0 to 14 mm spring compression the pressure rises very constantly. Beyond 14 mm
compression the pressure rises dramatically, probably because it’s beyond the maximum
travel of the spring. It is possible to adjust the pressure with the stronger spring (0.8 x 7.7 x

25 mm) very precisely, due to the almost linear increase.

Mixing tests

Every mixing geometry was tested with equal flow rates for both syringes. The combined flow
rates were 10, 5, 3, 1.5 and 0.5 mL/min. We started with the highest flowrate and took 3 x 20
measurements after reaching a reasonably constant absorption. The mean value of the 60
measurements was used to calculate the segregation index. We used a reactor outlet tube
with a length of 1 m to ensure the completion of the VD reaction. As tubes we used 1/16”
ETFE tubes with 1 mm ID. The chemicals for the mixing tests were obtained from Applichem,

Honeywell, Merck and Sigma-Aldrich.



Printing tests

The volumes of the mixers and the test reactors were measured by pumping a dye solution
(brilliant blue) through the channels with a 250 pL gas tight glass syringe from Hamilton and
observing the volume dispensed when the solution reaches the outlet. The dimensions of
wider channels of the open test piece we measured with a caliper and a digital microscope,

the narrower channels (0.8 mm and smaller) with a microscope that has a built-in scale.

Chemical reactions

For flow reactions the self-built continuous syringe pump was used and additional syringe
pumps LA-30 from Landgraf Laborsysteme HLL GmbH. HPLC grade CHCI; were passed through
a column filled with molecular sieve (4 A, 1 g/mL CHCI3) prior use. NMR spectra were recorded
on a Bruker “Avance 400” spectrometer and calibrated to the solvent signal (CDCls: H 7.27
ppm, 3C 77.0 ppm). HPLC measurements were made on HPLC system containing a Sykam S
1121 solvent delivering system, a Sykam S5200 sample injector and a Linear UVVIS-205
absorbance detector (254 nm). As column a GROM-SIL 120 ODS-3 CP, 5 um column (250 x 4
mm) was used. Diethylaminosulfur trifluoride (DAST) must be handled with caution and must

not be heated above 90 °C due to highly reactive decomposition products.

Procedure of the flow synthesis of 2-fluoro-1,3,5-tri-O-benzoyl-a-b-arabinofuranose (8) in
different reactors

7 N g F
O OBz / I O OBz
BzO  OH BzO F
6 8

A solution of 1,3,5-tri-O-benzoyl-a-p-ribofuranose (6) (0.3 M in dry CHCl3, 1 eq.) and a solution
of diethylaminosulfur trifluoride (7) (0.3 M in dry CHCls, 3 eq.) were pumped through flow
reactor R1-R4, respectively, at 75 °C. The BPR was set to 2 bar. The flow rates was set according
to Table S4. 500 L of the reaction mixture was collected in a glass vial containing sat. NaHCO3
solution (1 mL). 50 pL of the organic phase was diluted with 950 pL acetonitrile (HPLC grade)

for HPLC measurements.



Table S4: Conditions for fluorination

Exp. flow rate of 6 flow rate of DAST Residence time
Reactor (pL) . . .
No. [uL/min] [uL/min] [min]
1 40 120 2
2 16 48 5
R1 (320 puL)
3 8 24 10
4 5 16 15
5 60 180
6 24 72
R2 (480 pL)
7 12 36 10
8 8 24 15
9 64 191
10 26 77
R3 (510 pL)
11 13 38 10
12 9 26 15
13 36 109
14 15 44
R4 (290 pL)
15 7 22 10
16 5 14 15

Optimization procedure for the flow synthesis of 2-fluoro-1,3,5-tri-O-benzoyl-a-bp-

arabinofuranose (8)

)

N
N

BzO
6
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OBz _/

\
N
;3

A solution of 1,3,5-tri-O-benzoyl-a-b-ribofuranose (6) (0.3 M in dry CHCls, 1 eq.) and a solution

of diethylaminosulfur trifluoride (7) (0.3 M in dry CHCls, 3 eq.) were pumped through flow

reactor R1 (320 pL) and a BPR set to 2 bar. The temperature, the overall flow rate and the

resulting residence time are shown in Table S5. For each experiment 500 plL of the reaction

mixture was collected in a glass vial containing sat. NaHCO3 solution (1 mL). 50 uL of the

organic phase was diluted with 950 uL acetonitrile (HPLC grade) for HPLC measurements.




Table S5: Conditions for fluorination

Exp. Overall flow rate Residence
Temperature . . .

No. [uL/min] time [min]

21 15

9 27

1-16 60—90 °C

57 5.6

107 3

Procedure and optimization of the flow synthesis of 2-deoxy-2-fluoro-3,5-di-O-benzoyl-a-

p-arabinofuranosyl bromide (5)

o)

Bzo/\q
> °F

BzO
8

OBz

HBr (33% AcOH)

5

O .\\BI’
Bzo/\Q

BzO F

A solution of 2-fluoro-1,3,5-tri-O-benzoyl-a-pD-arabinofuranose (8) (0.3 M in dry CHCl3, 1 eq.)

and a solution of HBr (33% in AcOH, 10 and 25 eq.) were pumped through flow reactor R5 (820

uL) and a BPR set to 2 bar. The temperature was set to 55 °C, the overall flow rate and the

resulting residence time are shown in Table S6. For each experiment 500 pL of the reaction

mixture was collected in a glass vial containing sat. NaHCO3 solution (1 mL). 50 pL of the

organic phase was diluted with 950 uL acetonitrile (HPLC grade) for HPLC measurements.

Table S6: Conditions for bromination

Exp. Equivalents of flow rate of 8 flow rate of HBr Residence time
No. HBr [uL/min] [uL/min] [min]
107 57 5
1-3 10 54 28 10
27 14 20
71 93 5
4-6 25 35 47 10
18 23 20




Continuous flow procedure for the synthesis of 2-deoxy-2-fluoro-3,5-di-O-benzoyl-a-b-
arabinofuranosyl bromide (5)

OBz / OBz
o HBr/AcOH
OBz @ OBz @
BzO  OH > BzO F
6 5

A solution of 1,3,5-tri-O-benzoyl-a-b-ribofuranose (6) (0.4 M in dry CHCls, 1 eq.) and a solution
of diethylaminosulfur trifluoride (7) (0.4 M in dry CHCls, 3 eq.) were pumped through flow
reactor R5 (820 L), respectively, at 75 °C. For the directly following second step, HBr (33% in
dry AcOH, 25 eq.) and the reaction mixture of step one were pumped through an additional
flow reactor R5 (820 uL) at 55-75 °C. The BPR was set to 2 bar. For further purification the
reaction mixture of step two and H,O were pumped through a third reactor R1 (320 pL),
serving as an extractor followed by the membrane separator (150 pL). The flow rates were set
according to Table S7. 500 pL of the organic phase was collected in a glass vial. 50 uL of the

organic phase was diluted with 700 uL acetonitrile (HPLC grade) for HPLC measurements.

Table S7: Conditions for the multistep synthesis

. flow rate of 6 | flow rate of DAST Residence
Reaction Reactor (uL) . . . .
[uL/min] [uL/min] time [min]
Fluorination R5 (820 plL) 10 31 20
flow rate of 8 flow rate of HBr Residence
[uL/min] [uL/min] time [min]
Bromination R5 (820 ul) 41 17 14
flow rate of 5 flow rate of H,0 Residence
[uL/min] [uL/min] time [min]
Quenching R1 (320 uL) 3
. membrane 58 49
Seperation 1
separator (150 pL)

Notes and references

1. J. M. Neumaier, A. Madani, T. Klein and T. Ziegler, Beilstein J. Org. Chem., 2019, 15, 558-566.
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Abstract

In this work, we introduce a low-cost open-source flow system that includes a dual syringe pump with implemented pressure
sensor and back pressure regulator. The entire system can be built for around 500 €. Commercially available flow systems
can be very expensive with equipment starting at, but often greatly exceeding, 10,000 €. This high price of entry makes such
technology prohibitively expensive for many research groups. Such systems stand to benefit the emerging academic pharma-
ceutical field by providing the experience and availability of reliable and affordable solutions. To implement accessible flow
chemistry at research facilities, the systems must be made affordable. In addition, space in research laboratories is usually
limited and commercially available flow systems can be very bulky. Having a compact and individually adjustable system
is thus beneficial, with 3D printing technology offering the solution. Our compact 3D-printed system meets the needs of
many applications in flow chemistry research as well as educational requirements for universities. As a proof of concept, we
conceptualized, developed, and tested a custom flow system that can be used to synthesize ['*F]2-fluoro-2-desoxy-d-glucose
(['®F]FDG), the most commonly used PET-tracer. This system was designed to perform the typical functions and operations
required in radiotracer production i.e. radiofluorination, dilution, SPE-trapping, deprotection, and SPE-elution. With this
proof-of-concept in hand, the system can be easily customized to produce other radiopharmaceuticals.

Keywords Flow chemistry - Chemical engineering - 3D printing - Radiochemistry - Open hardware

Introduction

Continuous flow chemistry has undergone rapid growth
over the last two decades [1-4]. Flow chemistry offers the
unique benefits of improved mixing and heating efficiency
as well as easy scale-up while reducing reaction time and
solvent consumption [5-8]. Due to its beneficial properties,
many applications for research and industrial organic syn-
thesis have been developed. It can be combined with almost

P4 Jochen M. Neumaier
jochen.neumaier @uni-tuebingen.de

Institute of Organic Chemistry, University of Tuebingen, Auf
der Morgenstelle 18, 72076 Tuebingen, Germany
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Tuebingen, Roentgenweg 15, 72076 Tuebingen, Germany

Cluster of Excellence iFIT “Image-Guided and Functionally
Instructed Tumor Therapies* (EXC 2180), University
of Tuebingen, 72076 Tuebingen, Germany

every technology, like photochemistry [9], catalysis [10], or
electrochemistry [11]. One of the drawbacks is the prereq-
uisite for expensive proprietary equipment that is not always
affordable or obtainable. The combination of 3D printing
and flow chemistry has emerged in recent years and could
solve the hurdle of expensive equipment. Both, microreac-
tors and various pump systems have already been described
using 3D printing [12—19]. It can also be a useful tool for
other sciences, printing various scientific devices such as
microscopes, centrifuges, or 3D models for educational pur-
poses [20].

One application in which the full potential of flow chemistry
is utilized is the synthesis of radiopharmaceuticals and PET-
tracers [21-23]. This is mostly reliant on automation using
expensive and proprietary equipment that is unobtainable to
many researchers. To address this need, we developed an open-
source 3D printed microfluidic system that can be produced
for around 500 €. The system includes a dual syringe pump,
a back pressure regulator (BPR) as well as a pressure sen-
sor (PS). In combination with our 3D-printed microreactors,
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which were published in our previous work [14], the system
can be customized to perform crucial radiosynthetic steps such
as fluorination, dilution, and SPE (solid phase extraction) trap-
ping/eluting. This system can be customized to rapidly pro-
duce a wide range of tracers and prosthetic radioligands with
high molar activity and activity concentration, all within a
small footprint. In this work, we evaluated this new system
by synthesizing [1SF]2—ﬂuoro-2-desoxy-d—glucose (['|FIFDG),
the gold standard of PET radiotracers (Fig. 1).

["®F]FDG is the most common and approved radiopharma-
ceutical for positron emission tomography (PET) and is used
for non-invasive in vivo measurements of glucose metabo-
lism [24]. Tumor cells, because of the Warburg effect, exhibit
characteristically high glucose metabolism and can thus be
differentiated from other normal tissue in PET by their high
tracer uptake [25-27]. Lung cancer, brain cancer, lymphoma,
melanoma as well as breast cancer are examples of cancer cells
with higher glucose metabolism [28, 29]. ["®F]FDG is a struc-
tural analog of glucose and recognized by cells accordingly.
After being transported via GLUT-1 and GLUT-3 into cells,
it is phosphorylated by hexokinase to ['*F]FDG-6-phosphate.
This cannot be further metabolized and is thus trapped in the
cell [30, 31]. Being deficient of neutrons, the radioactive 1Bp.
isotope strives for a more stable energy state, which is achieved
through a p*-decay. In this process a proton (p) decays into
a neutron (n), emitting a positron (¢*) and an electron neu-
trino (V") [32]. The reaction can be described by the following
equation.

pon+e+vo

The nucleon number in the nucleus remains the same, while
the atomic number is decreased by the value of one. In the case
of radioactive p*-decay of '*F, the stable oxygen isotope 30
is formed. Positrons are antiparticles of electrons and differ
only by their sign. They dissipate kinetic energy by inelastic
interactions with the tissue in the body and recombine with
an electron present in the environment, forming a positronium
exotic atom. In subsequent annihilation, the mass of the two
particles converts into a pair of anti-parallel 511 keV gamma
photons. These photons are simultaneously detected within a
ring of scintillator detectors and a tomographical map of tracer
accumulation (PET image) can be generated [33].

The synthesis of ['*F]FDG has already been excessively
well described in the literature [23, 34, 35] and the GMP tracer
is routinely produced in multi-patient doses from commercially
available kits designed for expensive automated radiosynthesis

Fig. 1 Synthesis of ['*F][FDG OAc
OTf

18
AcO F
TBAHc:o3

AcO

devices. The requirements and considerations for our custom
system address several of the factors that play a role in typi-
cal diagnostic radiopharmaceutical production: (1) Due to the
half-life of the '®F-Isotope (109.5 min) [36], the total reaction
time, including all purification, should be as short as possible.
(2) Handling radioactive material should be as safe as pos-
sible. The transition to highly adaptable automated systems
decreases the radiation exposure of the operator. (3) The reac-
tions should be efficient and reproducible. The tracer precur-
sors are expensive, and the amount used for each synthesis
should be minimized. More so, the production of radioac-
tive and chemical by-products should be minimized as their
presence would require time-consuming purification by solid
phase extraction (SPE) or HPLC. (4) Furthermore, the system
should be affordable and easy to handle. The most common
radiosynthetic route to ['8F]FDG is via the Sy2 nucleophilic
substitution of tetraacetyl mannose triflate, followed by C18
SPE immobilization, base hydrolysis, and elution. An alumina
SPE cartridge is often included in series to remove chemical
impurities such as ['®F]fluoride, tetrabutylammonium bicar-
bonate (TBAHCO;), or Kryptofix®. The synthesis of ['8F]
FDG for clinical use by common fully automated synthesizers
requires over 30 min and achieves a radiochemical purity of
over 95%. With the benchmarks established, we set out to test
our open-source system [37].

Results and discussion
Development of the pump system

The flexible open-source microfluidic system we describe
allows for the development of semi-automated flow processes.
Parameters such as reaction conditions and flow rates were
investigated and optimized. To fulfill the respective require-
ments, essential basic elements are needed. The most impor-
tant task is to guarantee a continuous flow during the experi-
ment. For this purpose, we built a syringe pump with two
syringe holders that can be separately controlled. By using
syringes as solvent reservoirs, a wide range of flow rates can
be reliably covered.

Apart from the electronics and the mechanical parts, such
as screws and rods, almost all components were 3D-printed.
Figure 2 shows the CAD drawing and the assembled pump.
We printed two versions of the pump, one in PLA (polylac-
tic acid) and one in PETG (polyethylene terephthalate glycol
copolymer), but also more chemical resistant materials like
Nylon or any other non-flexible material should be possible.

ACO NaOH

AcO rt/1m|n

OAc 90°C/10 min
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Fig.2 Exploded view CAD
drawing (a) and photograph (b)
of the syringe pump

The 3D-printed parts were assembled using threaded inserts
ensuring a firm fixation. The moving parts were guided by two
rods and various ball and plain bearings. To transfer the motor
movement to a linear movement, a trapezoidal thread spindle
was used, which ensures a better power transmission than a
standard V-threaded rod.

For controlling the pump, an Arduino Mega 2560 in com-
bination with a programmable Nextion display was used. A
RAMPS shield and TMC 2208 drivers were used to control
the stepper motors. One drawback of using stepper motors is
that pulsation of the flow can occur at low flow rates. This is
caused when the pauses between steps are too long. For this
reason, we chose geared stepper motors with a ratio of 27:1,
resulting in two advantages. First, by increasing the number
of steps required for one rotation, a constant flow could be
ensured even at low flow rates. Second, the geared motor
pump is much more powerful than the stepper motor and
can easily generate pressures up to 10 bar, depending on the
used syringes. One disadvantage is that the maximum pump
speed is reduced. If needed, the gear motor can be easily
changed to a smaller gear ratio, and the variable “gear-ratio”
could be simply changed in the Arduino software (line 39:
int gear-ratio=27). Of course, a smaller gear ratio leads not
only to a faster pump speed but also a decrease in power and
maximum pressure.

The system can be used with Hamilton glass syringes as
well as commercially available disposable plastic syringes.
To determine flow accuracy and reliability, the syringes were
filled with water at r.t. and atmospheric pressure, the flow
rate was set and the amount of collected water was weighed
after equilibration of the system at the end of the collection
time. Next, flow rates from 0.1 to 10% of the syringe volume
were investigated. A modest deviation of 2.5%, which could
not be decoupled from experimental error, was determined.

From the data of the measurements, deviations for
each examined flow rate can be created. If the deviation is
over 2.5% the syringe/flowrate combination was deemed

unsuitable for the pump. The results for the suggested flow
rates are summarized in Table 1.

The measurements were carried out on both the PLA flow
system and the PETG flow system. No significant differences
were found. It was also investigated on both systems whether
there were differences in the flow rate accuracy at higher
pressure. For this purpose, all measurements of the Hamilton
glass syringes were repeated at a pressure of 5 bar. Again,
no significant differences were found. Detailed experimental
data can be found in the ESI.

Development of the pressure sensor and BPR

Another important point is the continuous measurement of
the pressure. Due to varying flow resistances at different
flow rates, different viscosities of the running fluids, as well
as lengths of the capillaries or other components used in
the system, a unique basic pressure is established for the
process. This pressure must be measured and displayed live
so that real-time flow adjustments can be made. For this pur-
pose, we have developed a pressure sensor (PS), which can
communicate with the pump. The system was designed such
that the designated maximum pressure will not be exceeded
as the pump stops automatically, preventing the reactor from

Table 1 Suggested flow-range

for Hamilton-syringes Syringe: Volume  Suggested

[mL] flow-range
[pL/min]

0.1 1-10
0.25 1.25-25
1 5-100
2.5 2.5-250
5 5-500
10 10-1000
25 25-2500
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bursting or another system component from rupturing. In
addition, by tracking the pressure live, it is possible to know
when the system is in equilibrium and ready to use.

The working principle of the pressure sensor is based on
the resistance change of a force-sensitive resistor (FSR). To
process the resistance change, the FSR is connected to an
Arduino Mega on an analog Pin with enabled internal pull-
up resistor. The channel in the 3D-printed part is opened
to form a cavity, allowing for the pressure of the system to
be transmitted to the FSR. The cavity is sealed by a PTFE
disc and damped by a silicone disc. We have used different
materials and thicknesses for the discs and found that sili-
cone with a thickness of 1 mm and PTFE with a thickness
of 0.1 mm gives the best results for pressures between 0
and 6 bar.

As described in our previous publication [14], we found
that a system with a guide rail gives reliably leakproof con-
nections. The surfaces shown in Fig. 3 were sanded and the
flangeless flat bottom 1/4"-28 fittings were pressed against
the flat-honed surfaces.

Fig.3 Exploded view CAD a)
drawing (a) and photograph (b)

guide rail
of the pressure sensor

Since each sensor is unique and has slight differences in
measured pressure, it must be calibrated before use. The cal-
ibration can be done using a commercial manometer. There-
fore, multiple data points from 0.5 to 6 bar were measured
in 0.2 bar increments and converted to a calibration func-
tion. Detailed instructions for the calibration can be found
in the ESI. The accuracy of our calibration was checked by
multiple measurements of HPLC resistance cartridges. A
maximum deviation of 0.7% at 6 bars could be determined.

The kinetics of a reaction often correlate to temperature
and reactant concentration. By increasing the pressure of
the system, higher reaction temperatures (above the boiling
point of the solvent) can be examined. For this purpose, we
have designed an externally controllable back pressure regu-
lator (BPR). In our previous publication [14] we developed a
spring-based 3D-printed BPR. We have adapted the previous
version to fit our guide rail (Fig. 3), which for us is the best
and most reliable system. Also, we installed a 12 V gear
motor to remotely tension and release the spring (Fig. 4).
The motor is controlled using an L298N motor driver,

b)

force-sensitive

- / resistor

silicone disc

sanded to a smooth surface

Fig.4 Exploded view CAD
drawings and photographs of
the motorized BPR (a, b), the
manual BPR (c¢), and the control
unit (d)
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which is connected to the Arduino Mega from the sensor.
This remote control makes it possible to set the desired
pressure when the setup is not easily accessible during the
experiment. An example of this is when the components are
placed in a shielded lead hotcell during experiments with
high amounts of radioactivity. For our applications (PS
and BPR), the solvent touching parts were 3D-printed with
PEEK (polyether ether ketone), due to its high chemical and
temperature resistance, but we also evaluated PP, PVDF, and
PETG. All parts are working equally well with all tested
materials, so a suitable material for each application can
be selected. With the selected components, pressures up to
10 bar could be reliably reached.

Radiofluorination

Radiochemical syntheses are generally performed behind
shielding as this reduces the radiation dose and contributes
to safer working. Thus, non-direct intervention in the syn-
thesis to control or vary the reaction parameters is a major
benefit to the chemist.

To determine whether the system meets the high require-
ments of an established synthesis, a semi-automated pro-
cess for the preparation of ['®F]2-fluoro-2-desoxy-d-glucose
(["®F]FDG) was developed and compared to the conventional
batch process. Therefore, the synthesis was investigated
under the same reaction conditions for both methods. For
quantification, the radio-TLC measurement and HPLC meas-
urements are used to determine the corrected radiochemical
yield (RCY) and the radiochemical purity (RCP).

['8F]HF was obtained as an aqueous solution from the
cyclotron, concentrated using a preconditioned ion exchange
SPE, and eluted with a solution of MeCN and TBA bicar-
bonate. The reaction solution was azeotropically dried with
anhydrous MeCN at 100 °C under an argon stream. After
several drying cycles, the dry ['®F]fluoride was dissolved in
I mL of anhydrous MeCN. This reaction solution serves as
the fluorinating agent.

For the batch synthesis, aliquots of 100 uL of the azeo-
tropically dried ['®F]fluoride were added to 60 uL of the
acetylated mannose triflate solution into a disposable Pyrex
tube and quickly vortexed. The radiofluorination reactions
were carried out at 80, 90, 110, and 110 °C. The reaction
time was set to 5, 10, and 15 min. The quality of the fluori-
nation of each condition was quantified via radio-TLC and
HPLC. After cooling to around 50 °C, the reaction mix-
tures were diluted with water. The diluted solution was then
pushed through a SEP-Pak Alumina N SPE cartridge, con-
nected in series to a C18 SPE cartridge.

The flow synthesis system of ['*F]FDG consists of our
syringe pump, a 6-way valve with a built-in PEEK loop (160
uL), our pressure sensor, the remotely controllable pressure

regulator, two 3D-printed PEEK reactors (900 uL. and 50
uL) and two cartridges (SEP-Pak Alumina N (Waters) and
Sep-Pak Plus Light C18 cartridge) (Fig. 5). Acetonitrile is
used as a solvent and is continuously delivered to the system
from a 10 mL syringe by the syringe pump. All components
are connected using ETFE capillaries with an inner diameter
of 0.5 mm and flangeless flat bottom 1/4"-28 HPLC fittings.
The use of a 6-way valve allows pressure to be applied to the
system at continuous flow. Reactions can thus be carried out
at temperatures above the boiling point of the solvent under
continuous flow. The pressure sensor is connected between
the 6-way valve and the pump to avoid unnecessary radioac-
tive contamination and unnecessary dead volume.

Aliquots of 100 uL of the ['®F]fluoride in MeCN were
premixed with 60 pL of the acetylated mannose triflate in
dry MeCN. The pressure of the system was set to 2.5 bar.
The reaction mixture was injected onto the loop of the 6-way
valve, and into the running process by switching the 6-way
valve. By changing the flow rate of the solvent, the residence
or reaction time can be directly determined. Reaction times
of 5, 10, and 15 min at 80, 90, 100, and 110 °C were inves-
tigated. Every condition was quantified via radio-TLC and
HPLC. The results are summarized in Table 2.

Temperatures above 100 °C appear to destroy the pre-
cursor, and at temperatures below 90 °C the conversion is
significantly lower. While a clear trend can be seen in the
reaction times, one must also consider the half-life of the
isotope of choice. Although a slightly better conversion is
obtained with a residence time of 15 min, it is negligible.
Under batch as well as under flow conditions, the optimum
temperature was found to be 90 °C with a residence time of
10 min. To be able to make a statistical statement, repetitions
of these conditions were carried out. For the batch synthesis,
an RCY value of 52.3% + 1.9% (n=4) could be determined.
For the flow system, an RCY value of 47.6% + 1.2% (n=5)
could be determined (Table 3). Both radiochemical yields
are in a similar range.

It is noticeable that considerably fewer radioactive by-
products are produced under flow conditions (Fig. 6). This
is a notable advantage of our flow synthesis for tracers with
no included HPLC purification step such as ['*F]FDG.

Another advantage of the flow system is that purification
and deprotection can be automatically integrated into the
process. For this purpose, the reaction solution is diluted
9-fold with water and passed through a Sep-Pak alumina
cartridge, which is used to remove unwanted polar impuri-
ties such as ['®F]fluoride. The acetylated intermediate can
then be trapped on a C18 SPE cartridge that is connected
afterward in series. Tests have shown that a dilution of 10%
MeCN to 90% H,O0 is necessary. Even with 15% MeCN to
85% H,O0, the fully acetylated intermediate is no longer
reliably immobilized on the C18 cartridge. To verify the
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Fig.5 Schematic drawing of the flow process for ['*F]JFDG.
Table2 Results fluorination Table 3 Labelling at 90 °C/10 min
Temperature Residence time RCY Batch [%] RCY Flow [%] Number # RCY Batch [%] RCY Flow [%]
[°C] [min]
1 49.2 47.2
5 27.1 252 2 54.9 45.2
80 10 31.2 29.2 3 53.7 46.1
15 33.8 30.1 4 51.5 482
5 459 37.2 5 51.2
90 10 54.9 472 52.3% + 1.9% (n=4) 47.6% + 1.2% (n=5)
15 55.8 43.1
5 38.2 28.1
100 10 45.6 38.4 due to fewer by-products. Considering only small differ-
15 41.9 39.1 ences in RCY, this is an immense gain for radiochemical
3 22.5 152 applications.
110 10 202 132 Deprotection was, in both cases, manually performed
15 16.5 9.2

quality of the purification, the acetylated ['*F]FDG was
eluted from the C18 SPE cartridge with ethanol and exam-
ined by radio-TLC and HPLC. A radiochemical purity
(RCP) 0of 99.1% + 0.7% (n=15) was observed. In compari-
son, the purification of the batch synthesis was performed
manually. In this case, a purity of 93.5% + 1.4% (n=4) was
determined. As expected, the purification of flow synthesis
is simpler and more efficient than the manual batch process

@ Springer

directly on the cartridge by passing 0.5 mL of 2 M NaOH
through the C18 SPE cartridge. We performed a subsequent
neutralization and formulation with 0.25 mL of 6 M HCI, fol-
lowed by 1 mL of 1 M NaHCO;. The deprotected ["*FIFDG
was quantified via radioactive TLC.

The total time required for the semiautomated radiofluori-
nation and immobilization of the acetylated intermediate on
the C18 SPE cartridge was 14 min. The manual deprotection
with aqueous NaOH required an additional minute. Thus, ['*F]
FDG was produced in under 15 min and had, according to
radio-TLC, a radiochemical purity above 99%.
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Batch Flow Table 4 Calculated flow rates
Reaction time Fluorination  Dilution with Retention Water
[min] flow rate water flow time dilution  content
[pL/min] rate [pL/min] with water
unknown byproduct (min]
5 180 1620 0.03 90%
180 1530 0.03 85%
18
| acetylated [*8F]FDG 10 90 810 0.06 00%
90 765 0.06 85%
15 60 540 0.08 90%
60 510 0.09 85%
unknown byproduct :
. General procedure for fluoride preparation
[18F]fluoride P prep
—_— e Sep-Pak Plus Light QMA Carb (Waters, Waltham, MA,

Fig.6 Radio TLC batch vs. flow after '®F-labelling

Experimental
Chemical reactions

If not mentioned, all reagents and solvents were purchased
from commercial suppliers and used without further puri-
fication. The precursor, mannose triflate ultra-pure was
purchased from ABX, Germany.

General radiochemistry

The ['®F]fluoride was produced on a medical cyclo-
tron (PETtrace 800, GE Healthcare) using the nuclear
reaction of '80(p,n)!'®F. Content of free ['®F]fluoride
as well as reaction products were analyzed by thin
layer chromatography (TLC, PolyGram Sil G/UV254,
Macherey—Nagel, Dueren, Germany) and analyzed on a
Cyclone Plus phosphorimager (Perkin Elmer, Waltham,
Massachusetts, USA). Radio-HPLC was performed
using an Agilent 1260 series system (Agilent, Santa
Clara, USA), with a reverse-phase analytical column
(Luna C18(2), 100 A, 250% 4.6 mm, 5 pm; Phenomenex,
Torrance, California, USA) connected to a Flow Count
detection system (Model 106, Eckert & Ziegler, Berlin,
Germany ) coupled to a diode detector (B-FC-3500-A,
Eckert & Ziegler, Berlin, Germany). The mobile phases
comprised CH;CN and water (+0.1% TFA) and the
flow rate was 1 mL/min. The standard gradient program
started with 5% CH;CN for 2 min. The CH;CN compo-
nent was then increased to 100% over 15 min, where it
was maintained for a further 6 min.

USA) was preconditioned with 10 mL 1 M NaHCO,, 10
mL air, 10 mL H,O, and 10 mL air. Sep-Pak Plus Light
C18 SPE cartridge (Waters) was preconditioned with 10 mL
ethanol and 10 mL H,O. SEP-Pak Alumina N (Waters) was
preconditioned with 5 mL MeCN.

["®F]fluoride was immobilized on the QMA cartridge and
eluted into a glass reactor with 0.6 mL of a premixed solu-
tion containing TBA-HCO; (300 pL, 0.075 M, ABX, Ger-
many) diluted with 0.3 mL dry MeCN. Azeotropical drying
was carried out at 100 °C under a flow of argon and aided
by multiple additions of MeCN (4 x 1 mL).

General procedure for the flow-synthesis of ['®FIFDG
[38, 39]

Aliquots (100 uL) of the azeotropically dried ['®F]fluoride
were dissolved in MeCN. 60 pL of mannose triflate solution
(3 mg, 0.3 mL dry MeCN) was added to the 100 uL ['*F]
fluoride aliquot and quickly vortexed. The pressure of the
setup was set to 2.5 bar. In a continuous flow, the premixed
reaction mixture was injected through a 6-way valve into
the running process. The radiofluorination was carried out
at 80, 90, 110, and 110 °C. The flow rates were adjusted so
that reaction times of 5, 10, and 15 min could be investi-
gated (calculation of flow rates: Table 4). To determine the
quality of the radio-fluorination, the acetylated intermediate
was qualified via radio-TLC (petroleum ether/ ethyl acetate
50:50) and HPLC (t, = 14.34 min) before the deprotection
took place. The process was repeated at reaction tempera-
tures of 80, 90, 100, and 110 °C, and the optimal conditions
were ascertained. To continue the process, a second syringe
delivering water facilitated the dilution in the second 50 uL
PEEK reactor. The diluted mixture passed through a SEP-
Pak Alumina N (Waters) SPE cartridge connected in series
to a Sep-Pak Plus Light C18 SPE cartridge, resulting in the
immobilization of the acetylated intermediate on the latter.
The deprotection was performed manually with 0.5 mL 2 M
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NaOH. The solution was neutralized with 0.25 mL 6 M HC1
and buffered with 1 mL sat. NaHCO; afterward. The depro-
tected ['®FIFDG was qualified via HPLC (t, = 2.88 min) and
radioactive TLC (MeCN/H,0 95:5).

Acetylated ['8F]FDG intermediate RCY: 47.6% + 1.2%

(n = 5). Radiochemical purities of ['*F]FDG (RCPs): 99.1%
+0.7% (n = 5).

General procedure for the batch-synthesis of ['®F]
FDG

The fluoride and aliquot preparation were performed as
described above. The radiofluorination reactions were per-
formed in disposable Pyrex 7 mL tubes and were carried
out at 80, 90, 110, and 110 °C. The reaction time was set
to 5, 10, and 15 min. After cooling to around 50 °C, the
reaction mixtures were diluted with 2 mL H,O. The diluted
solution was then pushed through a SEP-Pak Alumina N
SPE (Waters), connected in series to a C18 SPE cartridge.
Either the acetylated intermediate was eluted with ethanol
(0.5 mL) or deprotection was carried out as described above.
The radiochemical yield of the acetylated intermediate was
measured by radio-TLC (petroleum ether/ ethyl acetate
50:50) before the purification by alumina SPE. Purity was
determined afterward. The deprotection was performed by
passing 0.5 mL 2 M NaOH directly through the Sep-Pak
Plus Light C18 cartridge (Waters) containing the acetylated
derivative. The solution was neutralized with 0.25 mL 6 M
HCI and buffered with 1 mL sat. NaHCO, afterward. The
products were qualitatively assessed as described above.

Acetylated ['8F]FDG intermediate RCY: 52.3% + 1.9%
(n = 4). Radiochemical purities of ['*F]JFDG (RCPs): 93.5%
+1.4% (n=4).

Conclusion

In this work, we have developed a 3D-printed open-source
microfluidic system that includes a dual syringe pump,
a pressure sensor, and a remotely controlled back pres-
sure regulator, all of which can be built for around 500 €.
Owing to its high customizability, this low-cost open-source
microfluidic system shows great potential in all fields of
chemical research. Especially, due to its small footprint,
the ever-expanding world of radiochemistry could benefit
significantly. Using the ['F]FDG radiosynthesis as a bench-
mark, we confirmed that our system can reliably perform
the functions and operations that are carried out by propri-
etary and expensive radiosynthesizers e.g. radiofluorination,
dilution, and SPE purification. The system was thoroughly
evaluated and shown to be suitable for research radiochem-
istry, producing results that are comparable to common
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batch syntheses. It can be used to synthesize radiotracers in
good yield with fewer radioactive side-products compared
to batch syntheses. The system is easily expandable and can
be adapted to include multiple reactors and SPE purification
steps, all while maintaining a footprint small enough to fit in
a hotcell. The potential for this system is immense for both
manual and automated radiochemistry. The automation of
manual steps would reduce the overall radiation exposure to
the laboratory staff while increasing reliability and reproduc-
ibility by eliminating human error. The system could also
be coupled to existing radiosynthesizers, producing radio-
active prosthetic ligands for more complicated, multistep
radiosynthesis.

With the presented plans, descriptions, and schematics of this
open-source flow system we aim to inspire other scientists to
use this technology and ultimately remove some of the barriers
surrounding the fascinating fields of flow- and radiochemistry.

Supplementary information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s41981-023-00267-z.
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3D printer setup

Two 3D printers were used for this work. 3D-printed parts out of PLA (polylactic acid) and
PETG (polyethylene terephthalate glycol-modified) were printed on an X-CF Pro from Qidi. 3D-
printed parts out of PEEK (Polyetheretherketone) were printed on an Apium P220 from Apium
Additive Technologies GmbH.

Software: All parts were designed with Autodesk Inventor Professional 2022. After modeling,
the files were exported as STL files and sliced with the software simplify3D.

PEEK parts: The parts out of PEEK were printed with Apium PEEK 4000 Natural filament with
an Apium P220 3D printer. The filament roll was dried in a vacuum oven at 80 °C and 50 mbar
overnight to ensure proper drying of the PEEK.

Print speed = 25 mm/s

Extrusion width: 0.40 mm

Extrusion multiplier = 0.90

Nozzle temp. = 480 °C

Bed temperature = 130 °C, glass plate coated with DimaFix pen with a brim of 24 perimeters
Layer height: 0.1 mm

PLA parts: PLA 1.75 mm from Janbex was used on the Qidi X-CF Pro 3D printer.

The following settings were used:

Print speed = 60 mm/s

Extrusion multiplier = 1.00

Nozzle temp. =200 °C

Bed temperature = 60 °C, printed on a flexible metal PEl sheet, coated with DimaFix Spray or
pen.

Layer height: 0.2 mm — 0.3 mm

PETG parts: PETG 1.75 mm from Fiberlogy was used on the Qidi X-CF Pro 3D printer. The
filament roll was stored in a sealed box with silica gel bags inside to ensure proper drying of
the PETG.

The following settings were used:

Print speed = 60 mm/s

Extrusion multiplier = 1.00

Nozzle temp. =230 °C



Bed temperature = 80 °C, printed on a flexible metal PEI sheet, coated with DimaFix Spray or

pen.
Layer height: 0.2 mm (if a part was printed with 0.3 mm layer height, it is indicated in the parts
list)

The STP and STL files of all printed parts can be found in the zip file “Data Files” in the

supplementary information. For more information also see our previous publications. 1 [2]

Dual syringe pump

All 3D-printed parts were printed in PLA (black) and PETG (bordeaux red). The exploded-view

CAD drawing of the syringe pump can be found in Figure S1, the single parts in Figure S2, and

the full parts list in Table S1.

Figure S1: Exploded-view CAD drawings of the syringe pump.



Figure S2: All 3D-printed, mechanical, and electronic parts with numbers.

Table S1: Parts list for the syringe pump. The screws and nuts that are needed for mounting

each part are given in brackets.

Quant. | Part Source No.
1 Main pump body (printed with 0.3 mm layer i 1
i 3D-printed
height)
1 Bottom part (printed with 0.3 mm layer . 2
. 3D-printed
height)
1 Syringe holding block 3D-printed 3
1 Front plate 3D-printed 4
1 End plate 3D-printed 5
1 Carrier block A 3D-printed 6
1 Carrier block B 3D-printed 7
1 Syringe clamp 3D-printed 8
1 Display frame 3D-printed 9




Quant. | Part Source No.
2 Syringe retainer back 3D-printed 10
1 Syringe retainer front 3D-printed 11
4 RJ4JP-01-08 drylin® R - bearing 8mm Amazon 12
4 PTFE washer (22 mm x 0,1 mm) In-house workshop 13
4 PTFE washer (8 mm x 2 mm) In-house workshop 14
2 M4 Threaded rod In-house workshop 15.1
2 compression spring 45 x 7 mm x 0.6 mm In-house workshop 15.2
2 M4 locknut and washer, 12 mm In-house workshop 15.3
2 Trapezoidal thread spindle, Tr8 x 1.5 x 185 mm | HFB-Gewindetechnik | 16
4 Round rod, stainless steel, 8 x 145 mm In-house workshop 17
2 Hexagon nut, Tr8 x 1.5 HFB-Gewindetechnik | 18
2 Thrust bearing, F8-16M 8 x 16 x 5mm Amazon 19
4 Washer 8x16x15mm In-house workshop 20
6 Ball bearing 608RS Amazon 21
4 GT2 timing pulley, 8 mm bore, 20 teeth, for 6 22
mm belt Amazon
F4 GT2 closed loop timing belt, 6 mm, 158 mm Amazon 23
2 Nema 17 Stepper Motor Bipolar L=40mm w/ . 24
) stepperonline
Gear Ratio 27:1 Planetary Gearbox
1 HIMALAYA basic MEGA 2560 Eckstein GmbH 25.1
1 Ramps 1.4 controller Eckstein GmbH 25.2
3 TMC2208 V1.2 stepper motor driver Eckstein GmbH 25.3
1 Nextion NX4827T043 Display Antratek Electronics 26
1 Rocker switch, 3-Pin Eckstein GmbH 27
2 Pololu mini snap-action switch with 13.5mm . 28
lever Eckstein GmbH
Cooling fan (30 x30 x 10 mm), 5V Amazon 29
DC-socket 2.1/5.5mm Reichelt elektronik 30
GmbH & Co. KG
1 GX12 aviation socket, Pins 5 or 6 (+ aviation 31
plug on the cable) Amazon
4 Rubber feet, 20 x 9 mm Amazon 32
Threaded inserts M4 x 8 or M4 x 6 Amazon 33
Threaded inserts M3 x 6 Amazon 34
Grub screw, M4 x10 mm (I1SO 4027) In-house workshop 35
Pololu 5V Step-Up/Step-Down Voltage ) 36
Regulator SOV11F5 Eckstein GmbH
Hex Socket Head Cap Screws (ISO 4762), 37

various sizes

In-house workshop




Quant. | Part Source No.

Hexagon socket countersunk screws (ISO 38
. ) In-house workshop
10642), various sizes

1 Single output power supply 12V, 3 A Reichelt elektronik 39
GmbH & Co. KG
jumper wire cables, female to female Eckstein GmbH

Detailed step-by-step assembly instruction

In the following, a detailed assembly instruction with example photos is given. Together with
the exploded CAD view, it should be possible to assemble the pump without using special

tools. A bench drill with a vise is recommended in step 11 to drill an accurate hole.

Step 1: All Threaded inserts (33 and 34) were
inserted using a soldering iron

Step 2: The two core wires for the end switch were
pulled through the main pump body (1) and the
syringe holding block (3).

Step 3: The syringe holding block (3) was screwed
(M4 head cap screws) on the main pump body (1).

Step 4: The linear bearing (12) and the nut (18) were
inserted into the carrier blocks A and B (6 and 7).

Care should be taken that the round rod (17) runs
without friction through the linear bearing! If not,
increase the hole size of the carrier block.




Step 5: The end switches (28) were soldered to the
wires and attached to the syringe holding block.
Step 6: The round rod (17) and two ball bearings
(21) were inserted into the syringe holding block (3).
Step 7: The two carrier blocks A and B (6 and 7) were
slid in the round rods.

Step 8: The two 22 mm PTFE washers (13) and the
two ball bearings (21) were inserted in the end plate
(5).

Step 9: The two 8 mm PTFE washers (14) were
inserted into the two ball bearings (21).

Step 10: The end plate (5) was screwed (M4 head
cap screws) to the main pump body (1).

Care should be taken that the carrier blocks move
without friction!
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Step 11: A hole (4mm) was drilled halfway through
the trapezium thread spindle (16) with a distance of
23 mm from center to end

(bench drill with a vise is recommended).

Step 12: The timing pulley (22) was screwed to the
threaded spindle with a grub screw (35).

Step 13: Two washers (20) and the thrust bearing
(19) were attached (total thickness of 8mm).




Step 14: The spindles from step 13 were inserted.
Make sure that the spindle can be rotated without
much resistance!

Step 15: The gear stepper motors (24) were loosely
attached (M3 head cap screws with washers) to the
main pump body (1).

Step 16: The timing pulleys (22) and the timing belts
(23) were attached. The timing belts were put under
tension and the motors and pulleys were tightened
firmly.

Step 17: The front plate (4) was screwed (M4 head
cap screws) to the pump.

Step 18: The M4 threaded rods (15.1) were screwed
into the syringe clamps (8) and inserted through the
holes.

Step 19: The compression spring (15.2) was inserted
and fixed with the washer and lock nut.

Step 20 (optional): A second 5 V output was
soldered to the Voltage Regulator (36).

This could be used to supply power to the sensor
module if no motorized BPR is used! If a separate
power supply on the sensor module is used, do not
connect power from pump to sensor!

Step 21: The cables of the motors were shortened
and connected to a 4-pin plug (black — green — blue
—red).

Step 22: Cables were soldered (see figure S3) to the
components (27, 30, 31, 36). The 12 V (+ and -)
input cable was soldered directly to the RAMPS
controller (25.2)

The voltage regulator (36) should be encased in heat
shrink tubing to prevent accidental electrical contact
with other parts.




Step 23: The Arduino Mega (25.1) was screwed (M3
head cap screws) to the Main pump body (1).

Step 24: The electronic part from step 22 was
attached to the main pump body. The RAMPS
controller (25.2) was plugged on the Arduino.

Step 25: The Nextion display (26) was screwed (M3
countersunk screws with M3 nuts) with the display
frame (9) to the main pump body.

Step 26: The TMC2208 stepper motor drivers
(25.3) were plugged on the RAMPS (Jumper to
MS2, middle position).

Step 27: The wires were connected as described in
Figure S3.

Step 28: The cooling fan was screwed (M3
countersunk screws with M3 nuts) to the bottom
part (2)

Step 29: The bottom part (2) with the rubber feet
(32) was screwed (M3 countersunk and head cap
screws) to the main pump body (1).

PLA version of the pump:
Z—

¥

25.05 100.




Optional: Syringe retainers (10 and 11) can be used
to hold the syringes in place when drawing up a
solution into the syringe using the motors.

The syringe retainers must be adjusted for each
syringe itself so that it fits optimally (change hole
diameter and thickness).

The uploaded retainers are optimized for a
Hamilton 5 mL Gastight Syringe Model 1005

Electronic setup of the pump

For controlling the motors of the pump an Arduino Mega 2560 was used with a RAMPS 1.4
controller shield attached. TMC2208 stepper motor driver was connected to the RAPMS
controller at X and Y positions and the jumper settings were set to 1/4 microsteps (jumper on
MS2, middle position). The current limiting was adjusted on the TMC2208 stepper motor
driver to around 2.4 A with the integrated trimmer potentiometer (1.2 V). For a constant
voltage of 5 V for the Nextion Display, a Pololu S9V11F5 5 V Step-Up/Step-Down Voltage
Regulator was used. The RAMPS controller was connected to a standard 12 V DC, 3 A power
supply over a rocker switch, and a DC socket. The detailed assignment of the electronics is
shown in Figure S3. All electronic parts were connected using standard female-to-female or

female-to-male jumper wires.

PIN Arduino PIN RAMPS

trimmer
potentiometer
on TMC2208 Motor Syringe A AoTn 2B, 2A, 1A, 1B on
TMC2208 K (step, dir, enable) o Motor X
motor X-: end X+:end Motor Syringe B - 2B, 2A, 1A, 18 on
driver stop A stop B S (step, dir, enable) Pt Motor Y
/ g \l
g From 12V End stop switch A 2, GND = 0dsion
2t power supply GND
d V,,(12V, ) GND(-) 5
X- top. GND
End stop switch B 3, GND end stop
?’ Connection to pressure A11, A12, GND Al11, Al12, GND
sensor module
voltage (5V)
, e . regulator o
// / /. S Nextion Display (TX, RX) 50,51 50, 51
motor f/ / " Nextion
syringe A | //// / Display ];
mo.tor ‘ to pressure sensor modul Connect GND from sensor
syringe B = to GND from pump

Figure S3: Wiring diagram of the Arduino with PIN assignment.



Programming with Arduino and Nextion software: The software was written on the open-
source Arduino software (Ver. 1.8.15) and the Nextion Editor (Ver. 1.63.3.). The codes can be
downloaded from the supplementary files. In the software, five Hamilton gastight syringes
and five disposable syringes were implemented. The diameters of these syringes were taken
from the corresponding company’s website. Detailed Information (company, diameter,
accuracy) can be found in Table S2. For changing the syringes to other predefined syringes,
the Nextion code on pages “syA” and “syB” has to be edited. The text in the buttons b0 — b9
could be changed to the corresponding value in the attribute window (change txt). The
diameter of new syringes has to be edited in the event window. An example is given here:

Old syringe New syringe Changes

The diameter was changed from 4.69 mm
nl.val=4 nl.val=6 to 6.12 mm. The name, which appears on
t13.txt="69" t13.txt="12" the main page, was changed from Plastic

main.t5.txt="Plastic 1" | main.t5.txt="Metal 1" | 1 to Metal 1.

Accuracy test of the syringe pump: Each kind of pre-programmed syringes were tested with
typical flow rates for continuous flow reactions. Distilled water was dispensed at room
temperature for 1 to 10 min and the measured weight was compared to the theoretical

weight.

Table S2: Accuracy test of the pre-programmed syringes.

Flow rate Time Weight Deviation
Volume Syringe ) )

[uL/min] [min] | [g] [%]

100 5 0.498 0.08

50 10 0.497 0.29
1mL HSW NORM-JECT® 10 20 0.197 1.52

5 30 0.147 1.78

1 50 0.048 3.47




Flow rate Time Weight Deviation
Volume Syringe
[1L/min] [min] | [g] [%]
200 5 0.995 0.27
100 10 0.995 0.30
2mL BD Discardit Il 20 20 0.397 0.42
10 30 0.295 1.54
2 50 0.098 2.09
500 5 2.474 0.81
250 10 2.481 0.50
5mL BD Discardit Il 50 20 0.993 0.44
25 30 0.737 1.56
5 50 0.243 2.53
1000 5 4.970 0.34
500 10 4.961 0.53
10 mL HSW NORM-JECT® 100 20 1.987 0.40
50 30 1.474 1.48
10 50 0.488 2.18
2000 5 9.897 0.78
1000 10 9.913 0.62
20 mL BD Discardit Il 200 20 3.972 0.46
100 30 2.928 2.21
20 50 0.973 2.49
10 5 0.049 0.04
5 10 0.049 0.45
0.1mL Hamilton Gastight 1710 1 20 0.019 0.85
0.5 30 0.014 5.26
0.1 50 0.005 10.71
25 5 0.125 0.04
12.5 10 0.124 0.20
0.25 mL Hamilton Gastight 1725 2.5 20 0.049 2.73
1.25 30 0.036 2.94
0.25 50 0.012 5.55




Flow rate Time Weight Deviation
Volume Syringe
[1L/min] [min] | [g] [%]
100 5 0.498 0.00
50 10 0.498 0.10
1mL Hamilton Gastight 1001 10 20 0.197 1.26
5 30 0.147 1.54
1 50 0.048 4.01
250 5 1.245 0.06
125 10 1.245 0.08
2.5mL Hamilton Gastight 1002 25 20 0.498 0.12
12.5 30 0.373 0.26
2.5 50 0.123 1.51
500 5 2.475 0.67
250 10 2.480 0.44
5mL Hamilton Gastight 1005 50 20 0.993 0.31
25 30 0.737 1.46
5 50 0.243 2.35
1000 5 4.970 0.24
500 10 4961 0.43
10 mL Hamilton Gastight 1010 100 20 1.970 1.16
50 30 1.475 1.32
10 50 0.488 2.01
2500 5 12.397 0.47
1250 10 12.413 0.34
25 mL Hamilton Gastight 1025 250 20 4971 0.22
125 30 3.728 0.24
25 50 1.221 2.01




Table S3: Accuracy test of the pre-programmed syringes at 5 bar (PETG system).

Flow rate Time Weight Deviation
Volume Syringe ) )
[uL/min] [min] | [g] [%]
50 10 0.493 1.16
1mL Hamilton Gastight 1001
5 30 0.146 2.30
1000 5 4.965 0.35
10 mL Hamilton Gastight 1010
100 20 1.968 1.27
Table S4: Accuracy test of the pre-programmed syringes at 5 bar (PLA system).
Flow rate Time Weight Deviation
Volume Syringe ) )
[1L/min] [min] | [g] [%]
50 10 0.494 0.96
1mL Hamilton Gastight 1001
5 30 0.146 2.16
1000 5 4961 0.42
10 mL Hamilton Gastight 1010
100 20 1.969 1.22

Pressure Sensor

The case for the electronic component was printed in PETG (bordeaux red). For our
applications, the solvent touching part No. 40 was printed out of PEEK, but other materials
such as PP or PVDF are also possible. The exploded-view CAD drawing of the pressure sensor
case and the sensor can be found in Figure S4, and the part numbers can be found in Table

SS.



Figure S4: Exploded-view CAD drawings of pressure sensor and case.

As described in our latest publication,? the flat side of the sensor, on which the flat bottom

1/4"-28 fitting is pressed, was sanded with 220 — 1500 grit abrasive paper to ensure a smooth

surface and a leakproof connection. The ring, upon which the septum is placed, was sanded

the same way.

Table S5: Part list for the sensor case and the sensor. The screws and nuts that are needed for

mounting each part are given in brackets.

Quant. | Parts Sensor and case Source No.
1 Pressure sensor main body (printed with 0.1 . 40
. 3D-printed
mm layer height)
1 Guide rail 3D-printed 41
1 Pressure sensor lid 3D-printed 42
1 Silicone disc, 14 mm diameter, 1 mm thickness | In-house workshop 43
1 PTFE disc, 16 mm diameter, 0.1 mm thickness In-house workshop 44
1 Force sensing resistor, 0 — 10 kg, 9 x 0.25 mm Amazon 45
1 Electronic case 3D-printed 46
1 Electronic case lid 3D-printed 47
1 HIMALAYA basic MEGA 2560 Eckstein GmbH 48
1 Nextion NX4832T035 Display Antratek Electronics 49




Quant. | Parts Sensor and case

Source No.

an O-Ring 10 x 2.5 mm

3 GX12 aviation socket, Pins 5 or 6 (+ aviation 50

Amazon

plug on the cable)

L298N Motor Drive Controller Amazon 51

Push button switch, 6 mm hat diameter Amazon 52

jumper wire cables, female to female Eckstein GmbH 53

Optional: pressure gauge holder 3D-printed 54

Optional: manometer Cl 2.5 from WIKA with 55
WIKA

Detailed step-by-step assembly instruction

In the following, a detailed assembly instruction with example photos is given. Together with

the exploded CAD view, it should be possible to assemble the pressure sensor without using

special tools.

Step 1: The flat sides (marked with an arrow) of the pressure
sensor main body (40) were sanded with 220 — 1500 grit
abrasive paper to ensure a smooth surface.

Step 2: The force sensing resistor (44) was soldered to a
two-core wire and sealed with heat shrink tubing.

Step 3: The force sensing resistor (44) was glued in the
pressure sensor lid (42) on the hose with super glue.

Do not use superglue under the sensor plate!

Step 4: The silicone disc (43) was inserted

Step 5: The M3 head cap screws and the PTFE disc (44) were
inserted.




Step 6: The pressure sensor main body (40) was carefully
applied to the prepared pressure sensor lid (step 5) without
shifting the silicone disc and screwed on it (M3 nuts and
washers).

Back pressure regulator (BPR)

The exploded-view CAD drawing of two variations of the BPR can be found in Figure S5 and
the part numbers can be found in Table S6. The STP and STL files of all printed parts can also
be found in the supplementary download file. As for the pressure sensor, the flat side and the
ring in the middle of the BPR were sanded with 220 — 1500 grit abrasive paper to ensure a
smooth surface and a leakproof connection. For our applications, the solvent touching part

No. 56 was printed out of PEEK, but other materials such as PP or PVDF are also possible.

s -
\\ ) — N\
s (61)
(65) e g
[ 66 )
M7
//" ‘\\.
L 56/‘

Figure S5: Exploded-view CAD drawings of the motor-controlled BPR and the manual-

controlled BPR.



Table S6 Parts list for the BPRs

Quant. | Parts spring pressured BPR Source No.
1 BPR Main body (printed with 0.1 mm layer . 56
. 3D-printed

height)
1 BPR top part 3D-printed 57
1 Motor mount 3D-printed 58
1 Motor shaft coupler 3D-printed 59
1 Motor cover 3D-printed 60
2 Spring cap 3D-printed 61
1 M8 press-fit head 3D-printed 62
1 6 mm hexagonal rod (25 mm) In-house workshop 63
1 Cheese head screw with hexagon socket, M8 x 64

In-house workshop

30 mm)

Spring 1.0 x 8 x 25 mm IVO Industriebedarf 65

Septum 12 mm, PTFE red/Silicone white, 1 mm ] ) 66

. Sigma-Aldrich

thickness

12 V DC gear motor, 25mm, 10 rpm Amazon 67

GX12 aviation socket, Pins 5 or 6 (+ aviation plug 68

Amazon

on the cable)

Detailed step-by-step assembly of the motor-controlled BPR
In the following, a detailed assembly instruction with example photos is given. Together with
the exploded CAD view, it should be possible to assemble the pressure sensor without using

special tools.

Step 1: All threaded inserts (M6, Pos. 34) were
inserted into the BPR top part (57) using a soldering
iron




Step 2: The flat sides (marked with an arrow) of the
BPR main body (56) were sanded with 220 — 1500
grit abrasive paper to ensure a smooth surface.
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Step 3: Spring caps (61) were inserted into the
spring (65).

Step 4: The Septum (66) was inserted. Red side
(PTFE) facing to the bottom part, white side facing
(silicone) to the spring cap

Step 5: The spring with caps from step 3 was
inserted.

Step 6: The BPR main body (56) was carefully
applied to the prepared BPR top part (57) without
shifting the septum and screwed on it (M3 nuts and
washers).

Step 7: The hexagonal rod (63) was glued into the
cheese head screw with hexagon socket, M8 x 30
mm (64) using super glue.

Step 8: The prepared M8 screw from step 7 was
screwed into the BPR top part from step 6. Prior
retapping of the thread with an M8 tap may be
necessary.




Step 9: The aviation socket (68) was soldered to the
gear motor (67).

Step 10: The gear motor (67) was screwed to the
motor mount (58) and the motor shaft coupler was
inserted (with M4 x 6 threaded insert and an M4
grub screw).

Step 11: The prepared motor mount from step 9
was screwed to the BPR top part from step 8.

Step 12: the motor cover was screwed to the motor
mount and the aviation socket was fixed to the
motor cover through the hole.

To assemble the manually controlled BPR, follow
steps 1 - 6. Instead of gluing the hexagonal rod onto
the M8 screw, press the M8 press-fit head (62) into
the screw using a vise.

Electronic setup of the sensor and BPR

For controlling the pressure sensor an Arduino Mega 2560 was used. The motor of the BPR
was controlled with an L298N motor drive controller using 12 V from the power source. For a
constant voltage of 5 V for the Nextion Display, a step-up/step-down voltage regulator was
used. The Arduino was connected directly to a standard 12 V DC, 3 A power supply. The L298N
and the voltage regulator were connected to 12 V using the Vi, pin from the Arduino Mega.
The detailed assignment of the electronics is shown in Figure S6. All electronic parts were
connected using standard female-to-female or female-to-male jumper wires.

For the connector cables between the components, two core wires with aviation plugs were
used. To ensure correct signal transmission from the sensor to the pump, 10 kQ resistors were

placed behind pins 7 and 8 respectively.



t

Connect GND
fromsensorto
GND from pump

|
RX = [TX

e N0V
\ T P

Nextion

—

|Sensor A \ |S;nsor B |

s

Display ;‘;“ ‘ voltage El—' l Nextion Display (TX, RX) 10, 11
/ regulator
lR ' 5 GND (), V,,(12,9)
e

PIN Arduino
" To BPR motor control 4,5,6
L298N motor driver B
(en, in1, in2)
To press button 2,3
(red, green)
Sensor A AO, GND
Sensor B A1, GND
Vin(12Y) 16 pump 7,8 (+ 10kQ
to BPR motor (sensor A, sensor B, GND) resistor each),

GND

JVom From12V
= (5V) power supply

Figure S6: Wiring diagram of the pressure sensor and BPR with PIN assignment.

Calibration of the pressure sensor

For the calibration of the pressure sensor, the sensor was connected to a manometer (Cl 2.5

from WIKA (6 bar). The Arduino Mega has an 8-bit analog-to-digital converter (1024 data

points) that is used with the force-sensing resistor. 20 datapoints, ranging from 0.5 to 6 bar,

were measured and the protocol from Kenji Ohganel! was used to perform a sigmoid plotting

of the data points. The excel table, which can be used for individual calibration, can also be

found as a supplementary file.

Step 1: The assembled sensor was connected to any
external pressure sensor using the guide rail (41) with
1/4-28 flat-bottom fitting (IDEX H&S XP-230) and 1/16"”
ETFE tubing. Here, we use the pressure gauge holder
(54) with a monometer (Cl 2.5 from WIKA) (55) sealed
by an O-ring. The cable from the sensor was connected
to the electronic case (sensor A/B).

Step 2: Pressurize the system from 0 to 6 bar and
collect approx. 20 corresponding data points (from 0 to
1024)

Step 3: Open the solver excel file and follow the steps
in the excel file to bring the data points to the Arduino
(the excel file can be found in the supporting
information)




G H
8-bit messured
datapoints pressure

1023
1023
830
725
(35

O D

0z
04
05
03

(t

copy the value of C11
case 1: bar = J37.6; break;
case 2: bar = ‘1.5?'.03; hreak;
case 3. bar = 120.19; break;

Step 4: Follow the instructions in the excel file:

(1) Paste the 8-bit data points and the measured
pressure into columns G and H.

(2) Start Excel Solver (Tools > Solver)

(3) Set "Target cell" to "B7" (Sum of squared residuals).
(4) Click "Solve" to perform the fitting.

(5) Close the solver window and check the graph to see
if the calculated curve fitted well.

(6) go to sheet "switch case - one line"

(7) copy the value of C1 to the Arduino software (line
364 for sensor A, line 372 for sensor B). Make sure to

mn

have "." as a decimal separator
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One of the key strategies for radiochemical research facilities is the automation
of synthesis processes. Unnecessary manual operations increase the radiation
exposure of personnel, while simultaneously threatening the reliability of syn-
theses. We have previously reported an affordable open-source system com-
prising 3D-printed continuous flow reactors, a custom syringe pump, and a
pressure regulator that can be used to perform radiofluorinations. In this
paper, we address additional essential processes that are needed for radiotracer
development and synthesis, with the aim of making laboratory work safer and
research more efficient. We have designed and evaluated a fully automated
system for rapidly and effectively processing and drying aqueous ['*F]fluoride
that can be directly connected to the cyclotron. This process relies on triflyl
fluoride gas generation and allows nucleophilic [**F]fluoride to be prepared
safely in a hotcell within 10 min and an activity recovery of 91.7 + 1.6%
(n = 5). Owing to the need for convenient radiofluorinated prosthetic ligands,
we have adapted our continuous flow system to produce [**F]fluoroethyl tosy-
late (FEOTS) and ['®F]fluoroethyl triflate (FEOTY), prosthetic groups that are
widely used for late-stage fluoroethylation of PET tracers. The processes as
well as the radiolabeling of different groups are compared and comprehen-
sively discussed. Having a method providing ['*F]fluoroethyl tosylate (FEOTSs)
as well as ['®F]fluoroethyl triflate (FEOTf) quickly and highly efficiently is
beneficial for radiochemical research.

KEYWORDS

3D printing, automation, F-18, flow chemistry, fluoroethyl triflate, radiochemistry, triflyl
fluoride

1 | INTRODUCTION

Flow chemistry has attracted considerable attention over
the last two decades. It conveys several benefits that have
seen it widely used in the chemical industry.'™ It allows
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for the easy scale-up of production processes because of
better mixing and heat transfer compared with standard
reactor batch syntheses.s'8 Furthermore, shorter reac-
tion times because of increased reaction kinetics, better
control as well as adjustment of reaction conditions,
which could lead to higher purity, are just some of the
other major advantages. All the aforementioned proper-
ties make flow chemistry especially suitable for working
with hazardous chemicals and radioactive nuclides,
considering the short half-life of isotopes such as '°F
(109.77 min).” Because of high costs, large footprint,
and limited availability and flexibility, commercial flow
systems remain underutilized in radiopharmaceutical
research institutes.

We have previously reported on an in-house designed
open-source continuous flow system that comprises sev-
eral 3D-printed components.'” The system can be pro-
duced at low cost and customized to perform several
important radiochemical processes.

At the heart of the system is a 3D-printed reactor that
can be customized for volumes ranging from 50-2500 plL
The reactor is printed from heat, solvent, and chemical
resistant PEEK polymer, making it suitable for the
diverse range of reagents and reaction conditions needed
for radiochemical research.'’ The flow of solvent through
the system is driven by dual syringe pumps that can con-
tinuously drive solvent through the reactor and perform
tasks such as dilutions. A custom pressure sensor and
pressure regulator allow for reactions to be run at
temperatures exceeding the boiling point of the chosen
solvent and safely monitored and controlled from outside
the lead-shielded work space. In its current form, our sys-
tem is intended to supplement current radiosynthesizers
and has been designed to have the smallest possible foot-
print so that it can be safely placed in a shielded hot cell
and integrated into currently used synthesis modules.

The system has already been used to produce ['*F]
FDG, performing several of the crucial operations
required from a radiosynthesizer, such as the nucleo-
philic radiofluorination of mannose triflate and subse-
quent dilution and immobilization on a C18 SPE

["8F1F aq.
o\\ N //o Counterion
/AN 9N DMF
FsC og CF

N,N-bis(Trifluoromethylsulfonyl)aniline
1

FIGURE 1 Synthesis of [**F]triflyl fluoride.
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cartridge. To address the remaining crucial functional
components of a complete radiosynthesizer we have set
out to automate the fluoride drying process, which would
ideally be performed quickly, and efficiently resulting in
a concentrated solution of [*®*F]fluoride that can be fur-
ther used in our custom system. In addition, we further
explore the utility of our continuous flow system to syn-
thesize useful radiofluorinated prosthetic ligands that aid
in tracer development.

An unfortunate prerequisite for most radio-
fluorination reactions is the robust exclusion of water.
Aqueous ['®F|fluoride from the cyclotron must be thor-
oughly dried, often under harsh conditions, with the
process taking between 15 and 25 min.'>"* When per-
forming manual azeotropic drying, multiple additions of
acetonitrile are often required, limiting the radiochemist
to low working activities or exposing them to high doses
of radiation."* The recently published method by Pees
et al. describes the rapid generation of reactive [*8F]fluo-
ride species for radiofluorinations without the need for
azeotropic drying.'” This technique relies on the genera-
tion of volatile ['®F]triflyl fluoride gas (2), which is passed
through a suitable drying column and subsequently
decomposed in the presence of base into nucleophilic
[*®F]fluoride that can be used for further reactions. [**F]
triflyl fluoride can be obtained by the reaction of phenyl
triflimide (1) with aqueous [**F]F in DMF at 50°C
(Figure 1)."°

This approach has several benefits compared with tra-
ditional azeotropic drying. The process is quick and the
generation ['*®*Ftriflyl fluoride tolerates water content up
to 30%.'”*® Exploiting this method, we present an auto-
mated module that can be used to safely, efficiently, and
reliably produce dry [*®F]fluoride, all within a hot cell
that already contains other synthesis modules (Figure 2).
This module also presents benefits to manual batch
radiosyntheses as the anhydrous fluoride can be pro-
duced without the dose acquired during the typical dry-
ing procedures.

A common strategy in PET tracer development
exploits '®F-fluorinated prosthetic groups, which can be

Radiopharmaceuticals

18E. O Radioflourination
N7
PN —— > Product
O CF3 Precursor,

base, cryptand

['8F]Triflyl fluoride

2
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v Cartridge 2

® 3-Way valve PR e
Phenyl tifimide{ : Trapping solution
FIGURE 2 Schematic illustration of the intended drying
module.
N=
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O
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FIGURE 3 Fluoroalkylation examples of different PET-

Tracer," 2-[*®F]fluoroethyl harmol as monoamino oxidase tracer
(3), 2'[*®F]-fluoroethylrhodamine B as P-glycoprotein tracer (4),
[*®F]FP-TZTP as muscarinic tracer (5), [**F]FE-p-CIT as dopamine
transport tracer (6).°>

used for the late-stage labeling of suitable precursors
(Figure 3). This is an attractive approach as one can
directly label a precursor, provided it contains a suitable
reactive moiety. Such precursors are often easier to syn-
thesize, more stable, and commercially available. There is
a significant body of work describing the associated fluor-
oalkylation of preclinical and clinical radiopharmaceuti-
cals, for example, compounds 3-6.

[**F]Fluoroethyl tosylate (FEOTs) (11) is among the
most commonly used prosthetic groups and has already
been implemented into the fluoroethylation of many
reported radiotracers.””*> Although widely used, FEOTs

can exhibit restricted reactivity that stems from the poor
nucleofugality of the associated tosylate ("OTs) leaving
group. FEOTs has notable difficulty in labeling soft
nucleophiles such as thiols or carboxylic acids and deacti-
vated aromatic amines, with long reactions that require
aggressive heating and strong bases."” ['*F]Fluoroethyl
triflate (FEOTf) (9) has been offered as an alternative
ligand for rapid late-stage fluoroethylations and has been
shown to effectively label deactivated aromatic amines. It
can be easily prepared from 2-['*F]fluoroethanol, which
is in turn produced from the direct fluorination of com-
mercially available ethylene sulfite.***’

One of the major drawbacks of prosthetic ligands is
the inherent complexity of synthesis, automatization, and
integration into expensive commercial radiosynthesis
modules, which are often configured with only a single
reactor. Owing to the limited distinct radiosynthesizers
on the market, each user is required to engineer a custom
setup to implement their desired radiofluorinated pros-
thetic ligand into routine syntheses.”®*° The synthesis of
suitable prosthetic ligands in a custom external device,
that can be connected to a synthesis module, would
expand the versatility of such devices by allowing for
multi-step radiofluorination reactions to be performed
using already-owned machinery. Some of the technical
limitations to this idea include the restricted space within
the hot cell and the complicated fluorine drying proce-
dures. We aimed to address this issue by expanding the
reaction scope of our recently published flexible open-
access microfluidic system (FOMSy) to synthesize fluor-
oalkylating reagents.'” This in combination with the
automated fluoride-drying module represent distinct and
valuable steps towards the full implementation of such a
system. With this technology, we aim to make affordable
and fully customizable 3D-printed continuous flow radio-
synthesizers more accessible to the ever growing and
developing community.

2 | RESULTS AND DISCUSSION
21 | Automated '*F-drying module

The automated [**F]fluoride drying system was designed
so that it could be directly connected to the cyclotron and
not interfere with routine delivery line washing and dry-
ing procedures. The module can be safely prepared before
the fluoride delivery and all monitoring and operation
processes can be controlled from the outside of the hot-
box. A solution of K.222/KHCO,/"®F with high activity
concentration is obtained within 10 min of the delivery of
aqueous ['®FJHF. A description of the design of the
fluoride-drying module is illustrated below:
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As a base for the module, a 2 mm thick aluminum
plate was used, which is partially reinforced on the out-
side with aluminum profiles. The framework and non-
electronic components of the control unit were 3D
printed (Figure 4). All printing was performed with
affordable materials, for example, polyethylene tere-
phthalate glycol-modified (PETG) or polylactic acid
(PLA). Alternatively, the complete module including all
holders can be 3D-printed in one piece. For both variants,
all CAD files could be found in the ESI (Data S2). The
drying tube is made by filling an empty 10 g plastic flash
chromatography column with Sicapent® (Merck Milli-
pore, 4/5 of the volume) and MgSO, (1/5 of the volume).
Compacted glass wool was used between each layer to

_WILEY-*

prevent spillage and mixing of reagents. The drying col-
umn was oriented in the system such that the triflyl fluo-
ride passed first through the small MgSO, layer. This
ensured that the bulk of any liquid or water vapor was
first captured by the non-reactive desiccant, thus prolong-
ing the life and use of the column. The system was
exhausted through a similarly filled cartridge containing
Ascarite® (Sigma Aldrich) to ensure that any unreacted
triflyl fluoride was safely contained. Controlling the flow
is essential for this setup. Therefore, we use four 3/2-way-
solenoid valves (Biirkert, Ingelfingen, Germany). All gas
and liquid handling components were connected with
ETFE tubing of 0.5 mm inner diameter (ID) and flange-
less 1/4"-28 flat bottom fittings. The electronics are based

Radiopharmaceuticals

FIGURE 4 CAD drawing and photograph of the 3D-printed, assembled drying module and the control unit.
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on an Arduino UNO connected to six optocoupler relays.
To simplify assembly, an Arduino shield has been
designed specifically for this purpose and the Gerber files
for PCB production can be found in the supplementary
information (Data S2) together with all program files,
STLs for printing, and detailed assembly instructions
(Data S1). The Arduino itself controls the optocoupler
relays, which control the heating element and the mag-
netic valves. The heating element and the magnetic
valves run on 24 Volts, the Arduino, the Nextion display,
and the thermo sensor require 5 V. The differing needs of
the electronic components necessitated the implementa-
tion of a voltage converter. The whole system can be eas-
ily rebuilt for about 500 €.

To simplify operation, a pre-programmed drying pro-
gram for [**F]triflyl fluoride (2) has been developed and
integrated into the Arduino program (Figure 5). The pro-
gram consists of two pre-programmed cycles controlling
the flow of ['®F] species during the process. Via “switch
process”, the two cycles switching simultaneously with-
out requiring any further manual interaction. For time
management we also implement a timer function.

For the drying procedure, aqueous ['*F|fluoride (2 ml
from target wash) was immobilized on a NaHCOj; pre-
conditioned QMA cartridge (Waters, Waltham, MA,
USA) and subsequently eluted into the heated reactor
containing phenyl triflimide in DMF using 0.7 ml 0.1 M
KHSO,. Because the subsequent reaction is reported to
tolerate up to 30% water and maintaining a small foot-
print was a design prerequisite, this step served to con-
centrate the aqueous ['®F]fluoride. This concentration
step can be omitted and the target delivery used directly
if a sufficiently large reaction vessel is preferred.

The glass reactor was sealed with a Teflon cap and sil-
icon septum, allowing for a simple connection to the
argon and transfer line. The transfer line was then con-
nected to a v-vial via the drying cartridge filled with
Sicapent® and MgSO,. The v-vial was further connected

Switch
process

'®)

| "
[

to the Ascarite-filled cartridge. The argon flow was
adjusted so that approximately 10 ml/min was observed.
Higher gas flow led to inefficient trapping of fluoride in
the v-vial.

The glass reactor containing 2.5-3 ml of the 10 mg/ml
solution of N,N-bis (trifluoromethylsulfonyl)aniline (1) in
DMF was preheated to 50°C. After eluting the [**F]fluo-
ride from the QMA cartridge into the glass reactor, a con-
stant and gentle flow of argon was bubbled through for
10 min at 50-80°C. This allowed for complete conversion
of the source fluoride into triflyl fluoride gas as well as
efficient trapping and decomposition of the triflyl fluoride
into a usable fluoride source for further reactions. Several
trapping and reaction conditions were tested (Table 1).

We evaluated trapping the [**F]triflyl fluoride (2) in
solutions containing either TEAB in DMF or KHCO;/
Kryptofix 2.2.2. in MeCN and observed satisfactory
results when the water content was kept under 20%. In
accordance with current reported procedures, heating up
to 50°C was necessary. The trapping solution comprise
KHCO; and Kryptofix 2.2.2. in MeCN was ultimately
adopted. After 10 min, the anhydrous [**F]fluoride was
obtained with a trapping efficiency of 91.7 + 1.6%
(n =5). The experiments No. 7 are performed with a
radioactivity of 2-25 GBq.

2.2 | Prosthetic ligands, FEOTs,
and FEOTf
221 | About the flow microfluidic system

The basic system we use is our custom-built “Flexible
Open Source Microfluidic System (FOMSy)”, which con-
sists of a syringe pump, microreactors, a pressure sensor,
a back pressure regulator (BPR), a 6-way valve, and
various cartridges (Figure 6)."° Most of the parts can be
3D-printed. Non-solvent touching parts, such as the

No NC

-
rln—» —Nnn Was
(o — — e ey

'Triflylfluoride] T arion

Switch
process

)

r'—

FIGURE 5

Preprogrammed graphical user interface (GUI) of the trapping (a) and synthesis process (b) for [**F]triflyl fluoride.
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TABLE 1 Trapping efficiency for various conditions determined by the ratio of activity on the QMA cartridge and the trapping solution.
Water Trapping
Entry Reactant content Trapping solution Temperature efficiency
1 !8F,q/Phenyl triflimide 33.3% TEAB (37.0 mg/ml DMF) 50°C 44.6%
(1.4 mg/ml in DMF)
2 18F",o/Phenyl triflimide 20.0% TEAB (37.0 mg/ml DMF) 50°C 71.9%
(1.4 mg/ml in DMF)
3 18F,,/Phenyl triflimide 13.3% TEAB (37.0 mg/ml DMF) 50°C 72.2%
(1.4 mg/ml in DMF)
4 !8F,4/Phenyl triflimide 13.3% TEAB (37.0 mg/ml DMF) 80°C 55.0%
(2.8 mg/ml in DMF)
5 '8F,q/Phenyl triflimide 33.3% (1.7 mg KHCO5/8.0 mg K 2.2.2.)/ml MeCN 50°C 69.9%
(7.3 mg/ml in DMF)
6 !8F,q/Phenyl triflimide 33.3% (2.6 mg KHCO05/10.0 mg K 2.2.2.)/ml MeCN 50°C 87.9%
(10 mg/ml in DMF)
7 18F,4/Phenyl triflimide 20.0% (2.6 mg KHCO5/10.0 mg K 2.2.2.)/ml MeCN 50°C 91.7 + 1.6%
(10 mg/ml in DMF) (n=5)

FIGURE 6

(FOMSYy), dual syringe pump, pressure sensor, automated pressure
10,11

Flexible Open Source Microfluidic System

regulator, control unit, and PEEK microreactor.

framework of our dual syringe pump, the top of the
pressure sensor, and the BPR were printed out of afford-
able materials like PETG or PLA. Because of its high
resistance to a wide range of chemicals and temperature
stability up to 250°C, the solvent-touching parts (micro-
reactors, bottom part of the pressure sensor, and the
back pressure regulator) were 3D-printed with PEEK
(polyether ether ketone).

For parts made of PEEK, we used a high temperature
3D printer from Apium (P220). For parts made of PETG,
we used a Quidi X-CF Pro, but they could be printed with
any standard 3D printer. All custom components were
designed using Autodesk Inventor Professional 2022 and
sliced with Simplify 3D. This system is a self-built, 3D-

printed, highly adaptable system (FOMSy) that can be
individually compiled by the needs of the synthesis. It
has already been published in previous works and is
available open access. Nevertheless, it is not necessary to
use our system. The processes presented here are possible
with any other flow device containing the key parts men-
tioned above.

Building upon our previous work using the microflui-
dic system to synthesize ['*F]FDG and with our fluoride
drying module in hand, we set out to extend the scope of
our customizable setup to produce radiofluorinated pros-
thetic ligands that could be directly implemented into
our ongoing research. As a starting point, we focused on
['®F]fluoroethylating ligands as these are widely and
commonly used in radiochemistry research.

222 | 2-['®F]Fluoroethyl triflate

['®F]|Fluoroethyl triflate (9) has been proposed as an
alternative to ['®F]fluoroethyl tosylate (11), leading to the
desired ['®F]fluoroethylated products under milder reac-
tion conditions. Reactions at room temperature and with-
out the addition of base, as well as ['*F]fluoroethylation
of less nucleophilic starting materials, can be achieved.
Peters et al. developed a procedure using ['*F|fluoroetha-
nol (8) as an intermediate, previously synthesized from
ethylene sulfite in MeCN at 80°C.'® After transferring the
crude reaction mixture through a QMA light cartridge,
the generated ['®*F|fluoroethanol (8) was treated with trif-
lic anhydride for 1 min at room temperature and passed
through an alumina N light cartridge. ['*F]Fluoroethyl
triflate (9) with a radiochemical yield of 78% (TLC) was
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obtained (Scheme 1). We hypothesized that this method
could be easily transferred to our microfluidic system and
set out to evaluate and automate the process.

We first evaluated the efficiency of the synthesis of
2-['®F]fluoroethanol (8). Conventional and microfluidic
methods were run from 70-110°C for 1-15 min and gave
RCY of 58-79%. A temperature of 90°C and a residence
time of 5 min was found to be optimal for the synthesis
of [**F]fluoroethanol (8) in both cases, resulting in the
best conversion in the continuous flow process of
92.4 + 1.7% (n = 20) and 75.1 + 2.2% (n = 3) for the reac-
tor synthesis (measured by TLC). Interestingly, a clear
difference can be observed in terms of radiochemical
purity (RCP), radiochemical yield (RCY), and radiochem-
ical conversion (RCC). The reaction in the microfluidic
system is more efficient than in conventional reactors
(batch). Residence times of 5 min produced sufficiently
high activity yields, although small improvements were
observed when 10-minute residence time was evaluated.
The reactor syntheses run for 5 min at 90°C produced an
RCY of only 55%, which after 10 min, was marginally
improved to 61% (Figure 7).

The flow reaction was performed multiple times
(n = 20) under the best conditions and the mixture of
ethylene sulfite (7) and dried [**F]fluoride was passed
through the microreactor and collected in a Falcon tube
containing dry MeCN and Tf,0. The resulting ['*F]
FEOTf was then quickly pushed through a Sep-Pak alu-
mina N cartridge to afford the ['®*F|fluoroethyl triflate (9).

A clear trend can also be seen here concerning bypro-
ducts (Figure 8). At 90°C and a residence time of 5 min,
around 23.5% byproducts and 21.5% unreacted [**F|flour-
ide can be measured. In the flow synthesis, only about
3.5% byproducts and 8.3% unreacted ['*F|flouride can be
detected, which is advantageous for the subsequent fluor-
oethylation reactions and purification.

At the end of the flow process, freshly produced 2-['*F]
fluoroethanol (8) is collected directly in a 15 ml Falcon
tube containing trifluoromethanesulfonic anhydride (Tf,0)

G [(crypt-222)K]* 18F~
s P 18F
oo > o
/ CH4CN
7 8
Tf,0 18F
2 e TN
9
SCHEME 1 Synthesis of [**F]fluoroethyl triflate (9).

in dry MeCN (Figure 9). The automation and integration
of this step into our current system is trivial, but beyond
the scope of this preliminary work. The RCC was mea-
sured via TLC before the subsequent alumina SPE purifi-
cation. For the batch syntheses, we achieved an RCC of
75.1 + 2.2% (n = 3) and noted that the resulting solution
still contained 2-[**F]fluoroethanol (8) after treatment
with Tf,0. In the microfluidic system, we obtained an
RCC of 924 + 1.7% (n = 20) and no observable 2-['*F]
fluoroethanol (8) (Figure 10).

After alumina SPE purification, an RCP of over 97%
was observed in all cases. The time needed for the micro-
fluidic system was 7 min compared with 12 min for the
reactor synthesis. A notable further advantage of the flow
system is that no additional cooling time is required for
reactions that run above the boiling point of the applied
solvent.

223 | 2-["®F]Fluoroethyl tosylate

The radiosynthesis of [**F]FEOTs (11) from the radio-
fluorination of ethylene glycol bis-p-toluenesulfonate
(10) has been reported and has been extensively used to
produce this valuable prosthetic ligand without the
need for HPLC purification (Scheme 2). Block et al. first
reported the synthesis of ["*F]FEOTs (11) in 1987.°° We
evaluated the radiofluorination of ethylene glycol bis-p-
toluenesulfonate (10) in MeCN using our microfluidic
device and compared it with conventional reactor labeling.
Temperatures for this reaction varied from 75 to 130°C
and, reaction times ranged from 3 to 15 min. The radio-
chemical yields, in this case, were 20-90%, depending on
the purification and preparation method (Figure 11).

100
904 - .
S
5 7
2 ]
2 701
= 4
(o] <
° ]
® 60 P 4
Q 1 P
qE, ] T
5 504 —4—Flow 110 °C
;g ] —e— Flow 90 °C
S 40 —a— Flow 70 °C
] —v— Batch 90 °C
30 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Residence time [min]
FIGURE 7 Radiochemical conversion of ethylene sulfite (7) to

[*®F]FEOH (8), at different temperatures and residence time.
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FIGURE 8 Radiochemical purity
(RCP) of ["®F]FEOH (10) after 5 min of
reaction time at different temperatures.
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FIGURE 9 Schematic drawing of the developed [**F][FEOTS process.
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Flow Batch

[8F]FEOTF

Byproduct

[18F]Fluoride

®

FIGURE 10 Radiochemical conversion (RCC), [**F]FEOT (9)
via TLC (before Alox), flow (left) vs. reactor (right).

[(crypt-222)K]* 18F~

18
F
TSO\/\ OTs - \/\OTS
10 CH3CN 11
SCHEME 2 Synthesis of 2-[**F]fluoroethyl tosylate (11).

Our results led us to perform subsequent reactions at
90°C and a residence time of 5 min (for the microfluidic
evaluation). This resulted in RCYs of 85.9 + 1.2% (n = 9)
for the microfluidic system and 83.7 + 1.9% (n = 3) for
batch syntheses, before purification (Figure 12).

Owing to the poor aqueous solubility of the bis-tosylate
precursor, dilution of the reaction mixture results in its
precipitation and subsequent removal by filtration. The
desired [**F]FEOTs (11) can be subsequently immobilized
on a C18 SPE cartridge. The ['®*F]JFEOTs (11) is then eluted
from the cartridge with 35% methanol in water and further
trapped on a second StrataX SPE cartridge, after which it
can be eluted into a reactor with acetonitrile. Using our
microfluidic setup, aliquots of dried fluoride and precursor
were injected into the reactor via a loop and a six-way
valve. This allows the system to run constantly, building
up pressure (3 bar) to ensure that the solvent remains in
the liquid state, even at temperatures exceeding its boiling
point (Figure 13). For this process only, the reaction step
was performed using the flow system, the latter steps start-
ing from the SPE elution were performed manually.

58 5 g o
i 3 Sof fo-4
Raal la il
ochemical cop, version [9 ]

Radiochemical conversion (RCC) to 2-['*F]
Fluoroethyl tosylate (11) before dilution/filtration.

FIGURE 11

Flow Batch

[18F]FEOTs
Byproduct

@ [18F]Fluoride @

FIGURE 12 Radiochemical conversion ["*F]FEOTs (11) via
TLC (before Alox), flow (left) vs. batch (right).

The flow reaction was performed multiple times
(n = 9) under the best conditions. The flow was driven
through the reactor by a continuous stream of
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FIGURE 13 Schematic drawing
of the developed [**F]FEOTSs (11)
process.
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PEEK reactor

@ Back pressure regulator (BPR)

TABLE 2
Entry Precursor Product
18
1 (IS? H O/\/ F
o0
\/
2 18 18
HO N~F IO~ N\~"
18
#Overall RCY.

acetonitrile, corresponding to a residence time of 5 min
at 90°C. After the first reactor, the reaction mixture is
passed through a second dilution reactor, which was sub-
jected to a continuous flow of 12mM acetic acid solution.
The flow rate was set to 720 pl/min, which is sufficient to
ensure that the reaction mixture was diluted five-fold,
ending up with a residence time of 1 min. This ensured
an adequate precipitation of the unreacted precursor. The
diluted mixture was passed through a 0.45 pm filter,
which was connected to a preconditioned waters C18
SPE cartridge. The C18 SPE cartridge was connected to a
StrataX cartridge and elution was performed as before.
The total synthesis time was 8 min, with an RCY of
53.6 + 5.2% (n = 9). Compared with the standard reactor
synthesis, no notable improvements were observed (RCY
batch: 53.7 + 4.9% (n = 3)). Neither the RCY nor the total
synthesis time of 10 min was enhanced. Although the
implementation and automation of the required C18 SPE
trapping is achievable on the microfluidic system, it
would require significant effort without substantial gains.

2.24 | Fluoroalkylation 2-['®F|fluoroethyl
tosylate vs. 2-[**F]fluoroethyl triflate

While the results regarding RCY and RCC of the one-step
synthesis of ['®F|fluoroethyl tosylate (11) in the batch

Radiochemical yields (RCY) for [**F|FEOH (8), ['**F|FEOT (9), and ['®F]FEOTs (11).

RCY batch
61.3 +1.7% (n = 3)

RCY flow
88.2 + 1.2% (n = 3)

79.0 + 6.6% (n = 20)° 58.0 + 3.5% (n = 3)*

53.3 +5.3% (n = 9) 53.7 + 4.9% (n = 3)

and the flow process are in the same range, the two-step
synthesis of [**F]fluoroethyl triflate (9) is simpler, faster
and produced with higher purity in flow. The purification
itself is also more complicated and time-consuming in
the case of the tosylate. The precursor, ethylene glycol
bis-p-toluenesulfonate (10), must be carefully separated
from the tosylate to avoid a competitive alkylation, mak-
ing a fully automated application more complex. ['*F]
Fluoroethyl triflate (9) can be prepared much more effi-
ciently in terms of RCY and RCC in the flow process. The
maximum RCY for [**F]fluoroethyl triflate (9) in the batch
was 58.0 + 3.5% (n = 3); in comparison, an RCY of
79.0 + 6.6% (n = 20) was determined under flow condi-
tions (Table 2). This is an average 21% increase, which
makes it the better synthesis method for this ligand. Fur-
thermore, the measured RCC 0f 92.4 + 1.7% (n = 20) is on
average more than 17% better than in the batch process
(75.1 + 2.2% (n = 3)). This also favors the formation of
fewer byproducts and simpler purification (Table 3).

We then set out to test both ligands and decided to
investigate their reactivity towards a variety of nucleo-
philes in a set of model compounds. The set of molecules
thus contained phenols, carboxylic acids, thiols, and
amines. We set out to label each compound manually
with ["*F]FEOTs (11) and [**F]FEOTf (9) and compare
the two different alkylation reagents with each other. For
O-alkylation, we chose to label 4-methoxy phenol (12) and
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TABLE 3 Radiochemical conversion (RCC) before purification (measured by TLC).
Entry Precursor Product RCC flow RCC batch
1 0) " 93.1 + 1.4% (n = 3) 77.8 + 2.7% (n = 3)
I
/S\ HO/\/ F
O O
_/
2 /\ﬁp /\ﬁF 92.4 + 1.7% (n = 20)* 75.1 + 2.2% (n = 3)*
HO TfO
18 = =
3 TsO/\/OTS TsoEF 85.9 + 1.2% (n = 9) 83.7 + 1.9% (n = 3)
#Overall RCC.
H FIGURE 14 Model molecules
OH COOH O. .SH 12-19 for fluoroalkylation.
AcO
. N
AcO ‘OAc
MeO OMe OAc oS
OMe Cl N/
12 13 14 15
18
/\ﬁ; F 0. _O F/\N
O ~
"°F Ao N Oy S e [ j
> N
AcO OAc
MeO OMe OAc ~
OMe P
Cl N
16 17 18 19

3,5-dimethoxy benzoic acid (13), which are transformed by
fluoroalkylation to the corresponding ether and ester. For
the N-alkylation, we chose the fluoroalkylation of the sec-
ondary amine 7-chloro-4-(piperazine-1-yl)-quinoline (15).
For the synthesis of S-[**F|fluoroethyl thioethers, we used
2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-galactopyranoside (14) as a
model compound (Figure 14). We subjected each precur-
sor to the same labeling conditions (Table 4).

No alkylation of the phenol was observed under all
conditions and the use of 0.1 M NaOH resulted in the
unsurprising conversion of ["*FJFEOTf (9) into ['®F]
FEtOH (8). However, we observed that DIPEA does not
convert [**F]FEOTf (9) to [**F]FEtOH (8) at r.t., which
made it our base of choice for subsequent reactions. This
allowed us to compare both ligands in terms of reactivity.
The esterification of 3,5-dimethoxy benzoic acid, for
example, already showed promise. Here, an RCC of
79.2 + 0.3% could be measured at r.t in 10 min using
[**F]FEOT (9). With [**F]FEOTSs (11), on the other hand,
no reaction was detected even after a further 10 min at
90°C. This tendency is also evident for the thiol (14) and
the N-alkylation. Thus, in the reaction of the thiol (14)
with the triflate (9), an RCC of 83.2 + 1.1% (18) was mea-
sured, while with the tosylate (11), we only observed an
RCC of 11.1 + 0.2%. For the N-alkylation reaction of 19,
an RCC of 77.4 + 0.4% was determined for the triflate (9),

and under the same conditions only 9.8 + 1.3% using the
tosylate (11).

Looking at the results of the reactions with the pre-
sented methods, it is clear that a simple method for
generating ['®*F]FEOTf (9) is useful for research and
development. We were able to provide a solution for
this with our affordable 3D-printed and flexibly adapt-
able system, which even allows this to be performed
without expensive commercially available radiosynthesis
equipment.

3 | EXPERIMENTAL

3.1 | Chemical reactions

If not mentioned, all reagents and solvents were pur-
chased from commercial suppliers and used without
further purification.

3.2 | General radiochemistry

The [**F]fluoride was produced on a medical cyclotron
(PET trace 800, GE Healthcare) using the nuclear reac-
tion of **0(p,n)**F.

A ‘T 'PTOT PPE1660T
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TABLE 4 Reaction conditions; 50 pl of the precursor solution (12.5 mg/ml in dry MeCN) was mixed with 30 pl base and 200 pl of [**F]
FEOTSs (11) or ["®F]FEOTI (9). All reactions took place at room temperature for 10 min. If no product was detected, the reaction temperature
was raised to 90°C for further 10 min. The radiochemical conversion was measured via HPLC.

Entry Precursor Product Base

1 12 16 DIPEA
2 12 16 K,CO;
3 12 16 Cs,CO;
4 12 16 NaOH
5 13 17 DIPEA
6 14 18 DIPEA
7 15 19 DIPEA

“Reaction at room temperature.
Reaction at 90°C.

Content of free ['*F|fluoride as well as reaction prod-
ucts were analyzed by thin layer chromatography (TLC,
PolyGram Sil G/UV254, Macherey-Nagel, Dueren,
Germany) and analyzed on a Cyclone Plus phosphorima-
ger (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA). Radio-
HPLC was performed using an Agilent 1,260 series system
(Agilent, Santa Clara, USA), with a reverse-phase analyti-
cal column (Luna C18(2), 100 A, 250 x 4.6 mm, 5 pm;
Phenomenex, Torrance, California, USA) connected to a
Flow Count detection system (Model 106, Eckert &
Ziegler, Berlin, Germany) equipped with a diode detector
(B-FC-3500-A, Eckert & Ziegler, Berlin, Germany). The
mobile phases comprised CH;CN and water (+ 0.1% TFA)
and the flow rate was 1 ml/min. The standard gradient
program started with 5% CH3;CN for 2 min. The CH;CN
component was then increased to 100% over 15 min,
where it was maintained for a further 6 min.

Sep-Pak Plus Light QMA Carb (Waters, Waltham, MA,
USA) was preconditioned with 10 ml 1 M NaHCOj; solu-
tion, 10 ml air, 10 ml H,O, and 10 ml air. Sep-Pak Plus
Light C18 SPE cartridges (Waters) were preconditioned
with 10 ml ethanol and 10 ml H,O. SEP-Pak Alumina N
(Waters) was preconditioned with 5 ml MeCN. The
StraTA-X (Phenomenex, Aschaffenburg, Germany) was
preconditioned with 1 ml MeOH and equilibrated with
1 ml H,O. For filtration, we used a 0.45 pm Polypropylene
filter from Whatman (GE Healthcare UK Limited, UK).

3.3 | General procedure for fluoride
preparation

The [**F]fluoride preparation was performed with our pre-
sented module. Aqueous ['*F]fluoride was immobilized on
a bicarbonate preconditioned QMA cartridge and eluted
using an argon line into a glass reactor containing 2.5 ml
of phenyl triflimide with 0.7 ml of 0.1 M K,SO,. Argon
flow was maintained over the course of the reaction and

RCC from FEOTf (n = 3) RCC from FEOTSs (n = 3)

0%™° 0%™"°
O%a,b O%a,b
0%™" 0%™"°
O%a,b O%a,b
79.2 + 0.3%" 0%™*°
83.2 + 1.1%" 11.1 + 0.2%"
77.4 + 0.4%" 9.8 + 1.3%"

was bubbled through for 10 min at 50°C. The generated
triflyl fluoride was allowed to pass through a cartridge
filled with MgSO, and P,04,. The trapping solution con-
taining TBA-HCO; in DMF or KHCO5/K2.2.2. in MeCN.
Non-trapped ['®F]triflyl fluoride (2) was trapped onto an
Ascarite cartridge that was connected to the system
exhaust. The trapped ['®F]triflyl fluoride (2) converts to an
K['®F]F-K2.2.2. complex, which can be used without fur-
ther purification for labeling.

33.1 | ['®F|FEOTf preparation

Batch reactor synthesis

For the batch synthesis, aliquots of 160 pl of dried [**F]
fluoride were premixed with 5 pl ethylene sulfite (7)
before being transferred to a glass reaction vial. Reaction
times of 1, 3, 5, and 10 min at 70, 90, and 110°C were
investigated. After cooling to 50°C, a solution of 10 pl
Tf,0 in 500 pl dry MeCN was added. The mixture was
reacted at room temperature for 5 min. The purification
was performed manually, pushing the reaction mixture
through a Sep-Pak alumina cartridge. Every condition
was quantified via radio-TLC and HPLC. The results are
summarized in Table 5.

Microfluidic reaction

The flow synthesis system of ["*F]FEOTf consists of our
syringe pump, a 6-way valve with a built-in PEEK loop
(160 pl), a pressure sensor, a pressure regulator, one 3D-
printed PEEK reactor (900 pl) and a 15 ml falcon-tube for
collection. Acetonitrile was used as a solvent and is con-
tinuously delivered to the system from a 10 ml glass
syringe (Hamilton Gastight Syringe Model 1010 TLL) by
the syringe pump. Aliquots of 160 pl of the dry ['*F]fluo-
ride solution were premixed with 5 pl ethylene sulfite
(10). The pressure of the system was set to 3 bar. The
reaction mixture was manually injected into the loop
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Temperature [°C] Residence time [min] RCC batch [%] RCY batch [%] TABLE 5 11{8e sults of the batch
synthesis of 2-[ °F|fluoroethanol (8).

90 1 48.2 42.6

90 3 69.6 52.9

90 5 77.3 55.3

90 10 76.1 61.0

Temperature [°C] Residence time [min] RCC flow [%] RCY flow [%] TABLE 6 Results of the flow
synthesis of 2-['®F]fluoroethanol (8).

70 1 42.9 45.2

70 3 55,2 55.5

70 5 75.3 74.1

70 10 72.4 65.2

90 1 51.2 65.1

90 3 77.5 834

90 5 93.4 88.3

90 10 914 89.1

110 1 59.5 62.1

110 3 74.2 75.4

110 5 89.1 81.5

110 10 84.2 77.5

Temperature [°C] Residence time [min] RCC batch [%] RCY batch [%] TABLE7 If: sults of the batch
synthesis of 2-[ “F]fluorotosylate (11).

90 3 62.4 41.2

90 5 85.1 52.9

90 10 83.2 55.0

90 15 82.1 57.3

(165 pl) of the 6-way valve, and into the running process
by switching the 6-way valve. By changing the flow rate
of the solvent, the residence or reaction time can be
directly determined. Reaction times of 1, 3, 5, and 10 min
at 70, 90, and 110°C were investigated. The reaction mix-
ture is passed through the microreactor, into a 15 ml Fal-
con tube containing 500 pl dry MeCN and 10 pl
Tf,0. The purification was performed manually, pushing
the reaction mixture through a Sep-Pak alumina car-
tridge. Each condition was quantified via radio-TLC and
HPLC. The results are summarized in Table 6.

3.3.2 | ['®F|FEOTs preparation

Batch reactor synthesis

For the batch synthesis, aliquots containing 150 pl of
dry ['®F|fluoride and 15pl ethylene glycol bis-p-
toluenesulfonate (10) were added to a glass reactor. The
radiofluorination reactions were carried out at 70, 90, and
110°C. The reaction time was set to 5, 10, and 15 min.
The quality of the fluorination of each condition was

quantified via radio-TLC and HPLC. After cooling to
around 50°C, the reaction mixtures were diluted with
500 pl 12mM acetic acid solution. The diluted mixture
was passed through a 0.45 pm filter, which was connected
to a preconditioned C18 SPE cartridge. The [**F]FEOTs
(8) was then eluted from the SPE cartridge with 35%
methanol in water and further trapped on a second
Strata-X cartridge. The purified ['*F]FEOTs can then be
eluted into a reactor with acetonitrile. Each condition
was quantified via radio-TLC and HPLC. The results are
summarized in Table 7.

Microfluidic reaction

The flow synthesis system comprised a syringe pump, a
6-way valve (Rheodyne 7725i or 7,125 with manual injec-
tor) with a built-in PEEK loop (160 pl), a pressure sensor,
a pressure regulator, two 3D-printed PEEK reactors
(2 x 900 pl), a 0.45 pm filter and two cartridges (Sep-Pak
Plus Light C18 and StrataX SPE cartridge). Acetonitrile is
used as a solvent and is continuously delivered to the sys-
tem from a 10 ml glass syringe (Hamilton Gastight
Syringe Model 1010 TLL) by the syringe pump. All
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TABLE 8 Results of the flow

s Temperature [°C]
synthesis of 2-[*°F|fluorotosylate (11).

70
70
70
70
90
90
90
90
110
110
110
110

components are connected using ETFE capillaries with
an inner diameter of 0.5 mm and flangeless flat bottom
1/4”-28 fittings. The use of a 6-way valve allows pressure
to be applied to the system at continuous flow. The pres-
sure sensor is connected between the 6-way valve and the
pump to avoid unnecessary radioactive contamination
and unnecessary dead volume. Aliquots of 150 pl dry
[*®F]fluoride were mixed with 15 pl ethylene glycol bis-p-
toluenesulfonate (10). The pressure of the system was set
to 3 bar. The reaction mixture was manually injected into
the loop (165 pl) of the 6-way valve, and into the running
process by switching the 6-way valve. By changing the
flow rate of the solvent, the residence or reaction time
can be directly determined. Reaction times of 5, 10, and
15 min at 70, 90, and 110°C were investigated. The reac-
tion mixture was passed through a dilution reactor,
diluted with a continuous flow of 12mM acetic acid
solution. The flow rate was set to 720 pl/min, which is
sufficient to ensure that the reaction mixture was diluted
five-fold, ending up with a residence time of 1 min. The
diluted mixture was then passed through a 0.45 pm filter,
which was connected to a preconditioned C18 SPE car-
tridge. The waters C18 SPE cartridge was disconnected
and manually connected to a StrataX SPE cartridge and
elution was performed as mentioned for the batch syn-
thesis. Each condition was quantified via radio-TLC and
HPLC. The results are summarized in Table 8.

3.4 | Synthesis of reference compounds

3.4.1 | Synthesis of 1-(2-fluoroethoxy)-
4-methoxybenzene (21)

Synthesis of 2-(4-methoxyphenyl)-ethan-1-ol (20)**
4-Methoxyphenol (0.250 g; 2.01 mmol; 1 eq.) and potas-
sium carbonate (0.830g; 6.03mmol; 3 eq.) were

Journal of W 53
Radiopharmaceuticals ILEY

Residence time [min] RCC flow [%] RCY flow [%]
3 47.2 39.5
5 64.2 47.8

10 70.6 49.2

15 71.1 48.2
3 63.2 53.1
5 85.1 54.8

10 86.3 55.4

15 70.9 53.1
3 55.3 47.2
5 74.2 48.5

10 75.5 51.2

15 71.3 49.4

suspended in methanol. Then, 2-bromoethanol (0.44 ml;
6.03 mmol; 3 eq.) was added and the reaction mixture
was stirred at r.t. for 3 days. After the addition of water
(10 ml), the reaction mixture was extracted with CH,Cl,
(3 x 15 ml). The combined organic phases were washed
with saturated aqueous NaHCO; solution (10 ml) and
saturated NaCl solution (10 ml) and dried over Na,SO,.
The solvent was removed under reduced pressure and
the crude product 20 was purified by column chromatog-
raphy (PE/EA 1:1; Ry = 0.13). Yield: 64% (0.217 g;
1.29 mmol; 64%) (Scheme 3).

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): § [ppm] = 6.86 (m; 4H;
H2, H3, H5, H6); 4.04 (m; 2H; H-8); 3.94 (m; 2H; H-7);
3.78 (s; 3H; CH3); 2.10 (s; 1H; OH). *C-NMR (100 MHz,
CDCl): & [ppm] = 154.1 (C-4); 152.7 (C-1); 115.6 (C-2,
C-6); 114.7 (C-3, C-5); 69.9 (C-8); 61.6 (C-7); 55.7 (OCHS).
MS: m/z [M + Na]" = 191.02; m/z [M + K] = 206.98:
m/z[2M + Na]* = 359.12.

Synthesis of 1-(2-fluoroethoxy)-4-methoxybenzene (21)*
Under a nitrogen atmosphere, compound 20 (0.217 g;
1.29 mmol; 1 eq) was dissolved in dry CH,Cl, (1 ml) in a
reaction flask. Diethylamino sulfur trifluoride (DAST)
(0.34 ml; 2.58 mmol; 2 eq.) was then added and the
reaction mixture was stirred overnight at room temper-
ature. After the slow addition of methanol (5 ml) and
saturated NaHCOj; solution (10 ml), the aqueous phase
was extracted with CH,ClL, (3 x 15 ml). The combined
organic phases were washed with saturated NaCl solu-
tion (10 ml) and dried over Na,SO,. After removal of
the solvent under reduced pressure, the crude product
was purified by column chromatography (SiO, with
PE/EA 1:1; R = 0.50) to give 1-(2-fluoroethoxy)-4-
methoxybenzene (21). Yield: 42% (0.093 g; 0.548 mmol).
'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 8 [ppm] = 6.87 (m; 4H;
H2, H3, H5, H6); 4.82-4.65 (m; 2H; H-8); 4.23-4.12 (m;
2H; H-7); 3,78 (s; 3H; CH;). ®*C-NMR (100 MHz, CDCl;):
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SCHEME 3
@1).

Synthesis of 1-(2-fluoroethoxy)-4-methoxybenzene

8 [ppm] = 154.2 (C-4); 152.5 (C-1); 115.8 (C-2, C-6); 114.7
(C-3 C-5): 821 (d; J —=1709 Hz C-8); 67.9 (d:
J =205 Hz;, C-7); 557 (OCH3). MS: m/z [M
+ Na]" = 193.02. HPLC-retention time: 15.158 min.

3.42 | Synthesis of 2-fluoroethyl-
3,5-dimethoxy benzoate (23)

Synthesis of 3,5-dimethoxy benzoyl chloride (22)*°

3,5-Dimethoxybenzoic acid (5.00 g; 27.4 mmol; 1 eq.) was
placed in a reaction flask, dissolved in toluene (50 ml),
and placed under argon. To this mixture, thionyl chloride
(2.4 ml; 32.9 mmol; 1.2 eq) and catalytic amounts of
DMF were added. The reaction solution was then stirred
at 100°C for 6 h. After cooling, the solvent was removed
under reduced pressure. The acid chloride 22 was used
without further purification or analysis (Scheme 4).

Synthesis of 2-fluoroethyl-3,5-dimethoxy benzoate (23)**

Under nitrogen atmosphere, 22 (2.68 g; 13.33 mmol;
1 eq.) was placed in a reaction flask and dissolved in dry
CH,CI, (17 ml). Triethylamine (3.5 ml; 25.3 mmol; 1.9 eq.)
and 2-fluoroethanol (0.85 ml; 14.1 mmol; 1.05 eq.) were
then added and stirred overnight at r.t. After adding water
(15 ml), the organic phase was washed with saturated
NaHCO; solution (2 x 15 ml), saturated NaCl solution
(15 ml) and dried over Na,SO,4. The solvent was removed
under reduced pressure. The crude product obtained was

MeO OMe
SOCI,
DMF (kat.),
9) OH toluene
13 22
. MeO OMe
NEt;
r.t., o.n.
23

SCHEME 4 Synthesis of 2-fluoroethyl-3,5-dimethoxy benzoate
(23).

purified by column chromatography (SiO, with PE/EA
5:1; Rf = 0.40) to afford 25. Yield: 72% (2.20 g; 9.64 mmol).

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & [ppm]= 7.22 (d;
J = 2.3 Hz; 2H; H-6, H-2); 6.67 (t; J = 2.3 Hz; 1H; H-4),
4.74 (m; 2H; H-9); 4.56 (m; 2H; H-8); 3.84 (s; 6H; CHj).
BC.NMR (100 MHz, CDCL3): & [ppm]=166.1 (C-7);
160.7 (C-3, C-5); 131.5 (C-1); 107.3 (C-2, C-6); 106.0 (C-4);
82.3 (d; J = 170.4 Hz; C-9); 64.0 (d; J = 20.5 Hz; C-8);
55.6 (C-10, C-11). MS: m/z [M + H|" = 229.06; m/z [M
+ Na]t =251.05; m/z [M +K]" =267.02; m/z [2 M
+ Na]" = 479.07. HPLC-retention time: 15.928 min.

3.4.3 | Synthesis of 2-flourethyl-2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-1-thio-p-galactopyranoside (28)

Synthesis of 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-p-galactopyranose
(25)35

Under a nitrogen atmosphere, p-galactose (5.02g,
27.8 mmol, 1 eq.) was suspended in pyridine (26 ml) and
stirred at 0°C for 10 min. Acetic anhydride (27 ml,
287 mmol, 10, 3 eq) was then added slowly and stirred
overnight at r.t. Ice water (20 ml) and saturated NaHCO;
solution (50 ml) was added and the aqueous phase was
extracted with EA (ethyl acetate) (2 x 50 ml). The organic
phase was washed with water (30 ml), 10% HCI
(2 x 15 ml), saturated NaHCO5 solution (5 x 15 ml), satu-
rated NaCl solution (2 x 15 ml), and dried over Na,SO,.
The solvent was removed under reduced pressure and the
crude product was purified by column chromatography
(SiO, with PE/EA [petroleum ether/ethyl acetate] 3:2,
R¢ = 0.27). Yield (25): 94% (10.2 g, 26.1 mmol) (Scheme 5).
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SCHEME 5 Synthesis of 2-flourethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-galactopyranoside (28).

"H-NMR (400 MHz, CDCI,): 8 [ppm] = 6.37 (m, 1H);
5.50 (m, 1H); 5.33 (m, 2H); 4.34 (m, 1H); 4.10 (m, 2H);
2.15 (m, 6H); 2.04 (s, 3H); 2.01 (s, 3H); 2.00 (s, 3H). **C-
NMR (100 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 170.3; 170.1; 169.9;
169.3; 168.9 (5C, C=0); 89.7; 68.7; 67.4; 67.3; 61.2; 20.9
(CH3); 20.6 (CHj); 20.6 (CHj); 20.6 (CHs); 20.5 (CHs3).
MS: m/z [M + Na]™ = 413.12; m/z [M + K]t = 429.0.

Synthesis of 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-galactopyranosyl
bromide (26)*

Under a nitrogen atmosphere, 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-p-
galactopyranose (25) (4.06 g; 10.4 mmol; 1 eq) was dis-
solved in dry CH,Cl, (30 ml) in a round bottom flask.
Subsequently, 32% HBr in glacial acetic acid (30 ml;
168 mmol; 16.8 eq) was added and the reaction solution
was stirred overnight at r.t. The reaction was quenched
by the addition of water (80ml) and the aqueous phase
was extracted with CH,ClL, (2 x 50 ml). The combined
organic phase was mixed with saturated NaHCOj; solu-
tion. (3 x 50 ml), saturated NaCl solution (50 ml), and
dried over Na,SO,. After removing the solvent in vacuo,
79% of 26 (3.38 g; 8.22 mmol) was obtained. Compound
26 was used without further purification or analysis.

Synthesis of 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-galactopyranosy-
1-isothio-uronium bromide (27)*°

Under nitrogen atmosphere, Tetrabromo-glucose 26
(3.35g; 8.16 mmol; 1 eq) was suspended together with
thiourea (0.94 g; 12.34 mmol; 1.5 eq) in a round bottom
flask in dry acetone (40 ml). The reaction mixture was
heated to 70°C overnight. After cooling, CH,Cl, (50 ml)
and water (30 ml) were added and the organic phase was
washed with saturated NaHCOj; solution (2 x 30 ml) and
saturated NaCl solution (30 ml). After drying over
Na,SO,, the solvent was removed under reduced pressure

to give 99% of 27 (3.97 g; 8.15 mmol). Compound 27 was
used without further purification or analysis.

Synthesis of 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-
galactopyranoside (14)*>°
Under nitrogen atmosphere, 27 (3.97 g; 8.15 mmol; 1 eq)
was suspended together with sodium disulfite (2.02 g;
10.6 mmol; 1.3 eq) in a round bottom flask in CH,Cl,/
water (70 ml, 3:2). The reaction mixture was heated to
65°C for 2.5 h. After cooling, the phases were separated
and the aqueous phase was extracted with CH,Cl,
(3 x 50 ml). The combined organic phase was washed
with water (2 x 40 ml) and dried over Na,SO,. After
removing the solvent under reduced pressure, the crude
product was purified by column chromatography (SiO,
with PE/EA 1:1, R; = 0.42) to afford 66% of the desired
product 14 (1.97 g, 5.38 mmol).

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & [ppm] = 5.44 (dd,
J =3.4 Hz, J =09 Hz, 1H, H-4); 5.19 (dd, J = 9.9 Hz,
J =9.9 Hz, 1H, H-2); 5.02 (dd, J = 9.9 Hz, J = 3.4 Hz,
1H, H-3); 4.54 (dd, J = 9.9 Hz, J = 9.9 Hz, 1H, H-1); 4.13
(d, J = 6.5 Hz, 2H, H-6); 3.95 (td, J = 6.5 Hz, J = 0.9 Hz,
1H, H-5); 2.37 (d [o, ,],1H; SH); 2.17 (s, 3H, CH3); 2.09
(s, 3H, CH;); 2.05 (s, 3H, CH3); 1.99 (s, 3H, CH;). 3C-
NMR (100 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 170.4; 170.1; 170,0;
169.8 (4C, C=0); 79.2 (C-1); 78.0 (C-5); 71.6 (C-3); 70.8
(C-2); 67.2 (C-4); 61.5 (C-6); 20.8 (CH3); 20.7 (CH3); 20.7
(CH3); 20.6 (CH;). MS: m/z [M + Na]" = 387.10.

Synthesis of 2-flourethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-p-
galactopyranoside (28)*°

The thiol 14 (0.250 g; 0.69 mmol; 1 eq) was dissolved in
DMF (4 ml) under a nitrogen atmosphere. After cooling
to 0°C, saturated NaHCO; solution (4 ml), sodium
dithionite (0.120 g; 0.69 mmol; 1 eq.), and 1-iodo-
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2-fluoroethane (0.240 g; 0.11 ml; 1.38 mmol; 2 eq.) were
added. The reaction mixture was stirred overnight at
r.t. After adding water (10 ml) and saturated NacCl solu-
tion (10 ml), the aqueous phase was extracted with EA
(3 x 20 ml). The combined organic phase was washed
repeatedly with saturated NaCl solution (20 ml), water
(20 ml) and dried over Na,SO,. After removing the sol-
vent under reduced pressure, the crude product was
recrystallized (PE/EA 1:1) to give 57% of the product 28
(0.163 g; 0.397 mmol).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): & [ppm]= 5.44 (dd;
J =34 Hz; J =1.0 Hz; 1H; H-4); 5.23 (dd; J = 10.0 Hz;
J =10.0 Hz; 1H; H-2); 5.05 (dd; J = 10.0 Hz; J = 3.4 Hz;
1H; H-3); 4.71-4.47 (m; 2H; H-8); 4.54 (d; J = 10.0 Hz;
1H; H-1); 413 (m; 2H; H-6); 3.94 (td; J = 7.0 Hz;
J = 1.0 Hz; 1H; H-5); 3.16-2.79 (m; 2H; H-7); 2.16 (s, 3H,
CHs); 2.08 (s, 3H, CH3); 2.05 (s, 3H, CH3); 1.99 (s, 3H,
CH;). ®C-NMR (100 MHz, CDCl;): & [ppm] = 170.3;
170.1; 170.0; 169.6 (4C, C=0); 84. (C-1); 82.9 (d;
J =170.9 Hz; C-8); 74.6 (C-5); 71.7 (C-3); 67.2 (C-4); 67.1
(C-2); 61.4 (C-6); 29.8 (d; J = 22.0 Hz; C-7); 20.7 (CH3);
20.6 (CHj3); 20.6 (CH3); 20.5 (CH3). MS: m/z [M
+ Na]t =433.09; m/z [M+K]" =449.0 HPLC-
retention time: 14.774 min.

3.4.4 | Synthesis of 7-chloro-
4-(4-[2-fluoroethyl|piperazine-1-yl)
quinoline (30)

Synthesis of 7-chloro-4-(piperazine-1-yl)-quinoline (15)*”
4,7-Dichloroquinoline (5.28 g; 26.6 mmol; 1 eq.) and
piperazine (3.44 g: 40.0 mmol; 1.5 eq.) were dissolved in
2-propanol (20 ml) and heated to 100°C for 5.5 h. After
cooling to r.t., EA (40 ml) was added and the suspension
was filtered. The filtrate was washed with water
(2 x 20 ml) and dried over Na,SO,. After removing the
solvent under reduced pressure, the starting material was
separated from the product by column chromatography
(SiO, with PE/EA 3:2; Ry [starting material] = 0.66).
Product 15 (1.80g; 7.26 mmol; 27%) was eluted from the
column by changing the solvent to methanol (R
[product] = 0.18) (Scheme 6).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm]= 8.72 (d;
J = 5.0 Hz; 1H; H-2); 8.04 (d; J = 2.1 Hz; 1H; H-8); 7.95
(d; J =9.0 Hz; 1H; H-5); 7.42 (dd; J = 9.0 Hz; J = 2.1 Hz;
1H; H-6); 6.84 (d; J = 5.0 Hz; 1H; H-3); 3.19 (m, 8H; H-9,
H-10, H-11, H-12); 2.35 (s; 1H; NH). 3*C-NMR (100 MHz,
CDCls): & [ppm] = 157.2 (C-4); 151.9 (C-2); 150.2 (C-7);
134.9 (C-8a); 128.9 (C-8); 126.1 (C-6); 125.1 (C-5); 121.9
(C-4a); 109.0 (C-3); 53.3 (C-9, C-12); 459 (C-10, C-11).
MS: m/z [M + H]" = 248.10.
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SCHEME 6 Synthesis of 7-chloro-4-(4-[2-fluoroethyl]
piperazine-1-yl)quinoline (30).

Synthesis of 7-chloro-4-(4-[2-fluoroethyl [piperazin-1-yl)
quinoline (30)*”
15 (0.500 g; 2.02 mmol; 1 eq.) together with potassium
carbonate (0.420 g; 3.04 mmol; 1.5 eq.) were dissolved
in dry MeCN (8 ml) under a nitrogen atmosphere.
Next, 1-fluoro-2-iodoethane (0.2 ml; 2.44 mmol; 1.2 eq.)
was added and the reaction mixture was stirred over-
night at r.t. The solvent was removed under reduced
pressure and the residue was taken up in CH,CL,
(50 ml). The organic phase was washed with water
(3 x 20 ml), saturated NaHCO; solution (2 x 20 ml),
saturated NaCl solution (20 ml), and dried over Na,SO,.
The solvent was removed under reduced pressure. The
crude product was purified by column chromatography
(SiO, with EA/MeOH 1:3; Ry = 0.45) to give 44% of
product 30 (0.264 g; 0.90 mmol).

'H-.NMR (400 MHz, CDCl;): & [ppm]= 8.70 (d;
J = 5.0 Hz; 1H; H-2); 8.03 (d; J = 2.1 Hz; 1H; H-8); 7.93
(d; J =9.0 Hz; 1H; H-5); 7.40 (dd; J = 9.0 Hz; J = 2.1 Hz;
1H; H-6); 6.83 (d; J =5.0 Hz; 1H; H-3); 4.64 (dt;
Jur = 47.7 Hz; J = 4.9 Hz; 2H; H-14); 3.26 (t; J = 4.8 Hz;
4H; H-9, H-12) 2.84 (t; J = 4.8 Hz; 2H; H-10, H-11); 2.84
(dt; Jyr = 28.5 Hz; J = 4.9 Hz; 2H; H-13). *C-NMR
(100 MHz, CDCls): & [ppm] = 156.9 (C-4); 151.8 (C-2);
150.0 (C-7); 134.9 (C-8a); 128.7 (C-8); 126.1 (C-6); 125.1
(C-5); 121.8 (C-4a); 108.9 (C-3); 81.9 (d; J = 168.0 Hz; C-
14); 58.1 (d; J = 19.8 Hz; C-13); 53.3 (C-10, C-11); 52.0 (C-
9, C-12). MS: m/z [M + H]|" = 294.05. HPLC-retention
time: 8.433 min.
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4 | CONCLUSION 2. Gutmann B, Kappe CO. Forbidden chemistries — paths to a
sustainable future engaging continuous processing. J Flow
Process automation increases both safety and the effi- Chem. 2017;7(3'4?:65f71' doi:10.1556/ 1846.2017.00009
ciency of laboratory work. We have shown that it is possi- = },Iugh,es DL. Appl,lcat,lons of flow chemistry in th,e pharmaceu-
i X R L K tical industry—highlights of the recent patent literature. Org
ble to accomplish this using 3D printing technology with Process Res Dev. 2020;24(10):1850-1860. doi:10.1021/acs.oprd.
minimal financial investment. Automated flow applica- 0c00156
tions such as our introduced [18F]ﬂu0ride drying module 4. Bogdan AR, Dombrowski AW. Emerging trends in flow chem-
generating ["®F]triflyl fluoride reduce laboratory person- istry and applications to the pharmaceutical industry. J Med
nel exposure and help create safer working conditions, Chem.  2019;62(14):6422-6468.  doi:10.1021/acsjmedchem.
while providing a more reliable ['*]fluoride source than 8b01760 o . .
the standard azeotropic drying method. Our automated 5. Wegner J, .Ceylan S, Kirschning A. Ten key issues in mo@ern
drying process obtained a [18] fluoride recovery of 92% flow chemistry. Chem Commun. 2011;47(16):4583-4592. doi:10.
I - o 1039/COCCO5060A
within 10 min. In addition, we have presented flow pro- 6. Zhang J, Wang K, Teixeira AR, Jensen KF, Luo G. Design and
cesses for the prosthetic ligands ['*FIFEOTs and ['*F] scaling up of microchemical systems: a review. Annu Rev Chem
FEOTf on an affordable, open access available module, Biomol  Eng.  2017;8(1):285-305.  doi:10.1146/annurev-
which provides similar or even better results than chembioeng-060816-101443
reported conventional reactor syntheses. In particular, 7. Berton M, de Souza JM, Abdiaj I, McQuade DT, Snead DR.
the synthesis process of [ISF]FEOTf proved to be Scaling continuous 1.\PI synthesis fron.1 milligram to kilogram:
extremely successful and promising. This useful pros- extending the enabling befleﬁts of micro to the plant. J Flow
.. . . L. Chem. 2020;10(1):73-92. d0i:10.1007/s41981-019-00060-x
thetic hganq wa§ reliably obtained after a synthesis time $. Dong Z, Wen Z, Zhao F, Kuhn S, Noél T. Scale-up of micro-
of only 7 min with an RCC of 92% and an RCY of 79%. and milli-reactors: an overview of strategies, design principles
Compared with the reported conventional method, the and applications. Chem Eng Sci: X. 2021;10:100097. doi:10.
synthesis time was shortened by half, the radiochemical 1016/j.cesx.2021.100097
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3D printer setup

Two 3D printers were used for this work. 3D-printed parts out of PLA (polylactic acid) and
PETG (polyethylene terephthalate glycol-modified) were printed on an X-CF Pro from Qidi. 3D-
printed parts out of PEEK (Polyetheretherketone) were printed on an Apium P220 from Apium
Additive Technologies GmbH.

Software: All parts were designed with Autodesk Inventor Professional 2022. After modeling,
the files were exported as STL files and sliced with the software simplify3D.

PEEK parts: The parts out of PEEK were printed with Apium PEEK 4000 Natural filament with
an Apium P220 3D printer. The filament roll was dried in a vacuum oven at 80 °C and 50 mbar
overnight to ensure proper drying of the PEEK.

Print speed = 25 mm/s

Extrusion width: 0.40 mm

Extrusion multiplier = 0.90

Nozzle temp. =480 °C

Bed temperature = 130 °C, glass plate coated with DimaFix pen with a brim of 24 perimeters
Layer height: 0.1 mm

PETG parts: PETG 1.75 mm from Fiberlogy was used on the Qidi X-CF Pro 3D printer. The
filament roll was stored in a sealed box with silica gel bags inside to ensure proper drying of
the PETG.

The following settings were used:

Print speed = 60 mm/s

Extrusion multiplier = 1.00

Nozzle temp. =230 °C

Bed temperature = 80 °C, printed on a flexible metal PEIl sheet, coated with DimaFix Spray or
pen.

Layer height: 0.2 - 0.3 mm

Nozzle diameter: 0.4 or 0.6 mm (0.6 mm was used for larger parts)

The STP and STL files of all printed parts can be found in the online supplementary information.

For more information also see our previous publications about 3D-printed flow equipment. [}

(2], 3]



Drying Module

All 3D-printed parts were printed in PETG (bordeaux red). CAD drawings of the drying module
unit can be found in Figure S1, the control unit and the complete drying module in Figure S2,

and the full parts list in Table S1.

Figure S2: Exploded view CAD drawing of the control unit.



Table S1: Parts list for the drying module.

Quant. | Part Source No.
1 Holder QMA 3D-printed 1
1 Holder v-vial, high 3D-printed 2
4 Holder waste, v-vial low 3D-printed 3
2 Holder cartridge 3D-printed 4
1 Holder heating block 3D-printed 5
1 Cable box 3D-printed 6
1 Cable box lid 3D-printed 7
2 Profile connector straight 3D-printed 8
2 Profile connector 90 degree 3D-printed 9
2 Aluminium plate, 250x200x2 mm In-house workshop 10
1 Heating block, aluminium In-house workshop 11
1 Aluminium profile nut 6, 20x20 mm, 250 mm Amazon 12.1
2 Aluminium profile nut 6, 20x20 mm, 130 mm Amazon 12.2
2 Aluminium profile nut 6, 20x20 mm, 30 mm Amazon 12.3
4 24V 3-way-solenoid valve, Type 0127, Article . 13
No. 120433 Birkert
4 GX16 aviation socket, Pins 5 and 8 (+ aviation 14.1
plug on the cable) Amazon
2 GX16 aviation cable, double female head, Pins 14.2
5and 8 Ebay
1 Case control unit 3D-printed 15
1 Case lid 3D-printed 16
1 Display frame 3D-printed 17
1 Arduino UNO Eckstein GmbH 18
1 Nextion NX4827P043 Display Antratek Electronics 19
1 4 Channel Optocouplers Relay Eckstein GmbH 20
1 2 Channel Optocouplers Relay Eckstein GmbH 21
1 DC 8V-32V to 5V Voltage Converter Amazon 22
1 DC-socket 2.1/5.5mm Reichelt elektronik 23
1 Rocker switch, 3-Pin Eckstein GmbH 24
1 Arduino shield for 6 24V devices V1.2 JLCPCB PCB 25
(selfmade with Kicad software) Manufacturing
T-Nut hammer head + M4 countersunk srcew | Amazon 26
Threaded inserts M3 x 6 Amazon 27
Hexagon Socket Head Cap Screws (ISO 4762), 28
) ] In-house workshop
various sizes
Hexagon socket countersunk screws (ISO 29
) ] In-house workshop
10642), various sizes




Quant. | Part Source No.
Single output power supply 24V, 2,5 A Reichelt elektronik 30
GmbH & Co. KG
JST cable and sockets (3 pins, 4 pins, 6 pins, 12 31
oins) Amazon
0.25 mm? and 0.5 mm? stranded cables Amazon 32
Plug-in screw terminal - 3-pin, RM 5 mm, 0° Amazon 33
4.7 k Ohm resitor Amazon 34
1N4007 Diode Amazon 35
Pin headers 2.54 mm Amazon 36
Jumper wires, female Amazon 37
26 1/4"-28 flat bottom fitting, IDEX H&S XP-230 Techlab 38
9 Adapter Luer Lock male to 1/4"-28 female, 39
IDEX H&S P-655 Techlab
3 Adapter Luer Lock female to 1/4"-28 female, 40
IDEX H&S P-658 Techlab
Temperature sensor DS18B20 Amazon 41
24V, 40 W heating cartridge Amazon 42
M3 grub screw In-house workshop 43
Pre-conditioned Sep-Pak Light QMA cartridge ABX 44
with CO32™ as counter ions
Wheaton V-Vial 5.0 mL, graduated, with screw 45
cap and septum neolab
EasyVarioFlash D17 cartridge, 5 g Gotec Labortechnik 46
GmbH
PYREX® 13x100 mm Disposable Round Bottom 47
Threaded Culture Tubes, with screw cap and VWR
septum
Braun Sterican 0.8 x 120 mm Amazon 48
Braun Sterican 0.9 x 40 mm Amazon 49
1 All-in-one base plate 3D-printed 50

Electronic setup of the drying module

For controlling the solenoid valves and the cartridge heater an Arduino Uno was used with a
self-made controller shield attached. The electronic schematic and the PCB are shown in
Figure S3. Due to the self-induction of the coil in the solenoid valve, a standard 1N4007 diode

was used as a flyback diode. For the control of the temperature sensor, a 4.7k resistor was

used.
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Figure S3: electronic schematic and PCB layout of the self-made Arduino shield.



For a constant voltage of 5 V for the Nextion Display and the temperature sensor, a DC 8V-
32V to 5V Voltage Converter was used (No. 22). The shield was connected to a 24 V DC, 2.5 A
power supply over a rocker switch, and a DC socket. The detailed assignment of the electronics
is shown in Figure S4. All electronic parts were connected using standard JST cables and

sockets with various pins.
Rocker switch

4 Relay module \_| PIN
Vin (24V,4), GND (-) Arduino
From 24V (shield)

POWersupPly | 35 4 Relay IN 5,

ield)
To 2 Relay IN 8 (1* on
—— shield)
DS18B20
Temperature sensor “Temp sensor 1

D,

N Nextion Display
N_extlon (TX, RX)
display
2 Relaymodule "] Cartridge heater

24V 3-way-solenoid valve 1-4

Figure S4: Wiring diagram of the Arduino shield with PIN assignment.

18F~,, from
cyclotron

Argon
in
Argon
out
assignment of the
solenoidvalve e
3
- & Heating block

I - l L ‘ = with phenyl
‘ triflimide (1) in
3 ° : O MeCN

Figure S5: ETFE Tubing schematic.



Programming with Arduino and Nextion software: The software was written on the open-

source Arduino software (Ver. 1.8.15) and the Nextion Editor (Ver. 1.65.1.). The codes can be

downloaded from the supplementary files.

Detailed step-by-step assembly instruction

In the following, a detailed assembly instruction with example photos is given. No special tools

are needed for manufacturing. The drilling template for the aluminium plate (required for step

11) can be downloaded from the supplementary files.

Step 1: Threaded inserts (No. 27) were inserted into
the following components using a soldering iron:

Case control unit (No. 15)
Holder QMA (No. 1)

Holder v-vial (No. 2)

Holder waste (No. 3)
Holder cartridge (No. 4)
Holder heating block (No. 5)
Cable box (No. 6)

Step 2: The Arduino Uno (No. 18), and the 4 and 2
Channel Optocouplers Relay (No. 20 and 21) were
screwed into the Case control unit (No. 15) using
M3x6 screws (No. 28)

Step 3: The 4 and 2 channel optocouplers relays
(No. 20 and 21) were connected to ground (middle
position) with 0.25 mm? cables. For a detailed
schematic, see figure S4




Step 4: 0.5 mm? Cables (No. 32) for the power
management were soldered (see figure S4) to the
components (No. 22, 23, 24) and connected to the
plug-in screw terminal (No. 33)

Step 5: Following components were soldered on the
self-designed PCB (No. 25):

e 4.7 k Ohm resitor (No. 34) on R1

e 4 x 1N4007 Diode (No. 35) on places D1-D4

e 2 x Plug-in screw terminal (No. 33)

e Various JST sockets (3 pins, 4 pins, 6 pins, 12
i S— pins)(No. 31)

] H"‘l‘lll L L e Various Pin headers (No. 36)

a
o
v
>
o
a
o
o

$321A3P AWZ/Z

N/
N

-

¥
321A3p A WZ/2T 0}

"

o

TR T,




Step 5: The shield (from step 5) was attached to the
Arduino.

Step 6: The connected power cables (from step 4)
were mounted in the case control unit (No. 15).
Ground (from step 3) was connected to the Arduino
ground

The voltage converter (No. 22) can be attached with
double-sided adhesive tape if required.

Step 7: Various JST cables (No. 31) were soldered to
female jumper wires (No. 37) or GX16 aviation
sockets (No.14) as shown in Figure S4

Step 8: The prepared cables (from step 7) were
attached to the shield and the relays as shown in
Figure S4.

Step 9: The Nextion display (No. 19) was attached
to the case lid (No. 16) and the display frame (No.
17) using M3x8 countersunk screws (No. 29) and
M3 nuts.




Step 10: The Nextion display was connected to the
shield and the

prepared case lid (from step 9) was attached to the
case using M3x30 countersunk screws (No. 29)

Step 11: The aluminium plate was drilled according
to the drilling template (in ESI) using 3.5 mm and 4.5
mm drills. The boreholes were countersunk with a
countersink bit.

Step 12: The following components were attached
to the aluminium plate using M3 countersunk
screws (No. 29):

e 3-way-solenoid valve (No. 13)

e Holder QMA (No. 1)

e Holder v-vial (No. 2)

e Holder waste (No. 3)

e Holder cartridge (No. 4)

e Holder heating block (No. 5)

Step 13: ETFE tubings were connected as shown in
Figure S5 using 1/4"-28 flat bottom fitting (No. 38)
and luer lock adapters (No. 39, 40).

Step 14: The heating block was built according to
the heating block.pdf (in ESI) and connected to the
temperature sensor (No. 41) and the heating
cartridge (red, No. 42).




Step 15: The aluminium profiles (No. 12) were
attached to the aluminium plate using profile
connectors (No. 8, 9) and T-nut hammer head + M4
countersunk screw (No. 26)

Step 16: GX16 aviation sockets (No. 14) were
soldered according to Figure S4 and placed into the
cable box (No. 6). It was attached to the aluminium
profile using T-nut hammer head (No. 26) and M4
head cap screws + washers (No. 28)

Step 17: All cables were connected to the solenoid
valves.

Step 18: For usage, the v-vials (No. 45), the QMA
cartridge (No. 44), and the glass reactor (No. 47),
the filled cartridges (see below) were prepared
according to the description in the paper.




Optional: If no flexibility is needed, the complete
module including all holders can be 3d-printed in
one piece (No. 50).

This makes the production very much easier, only
the part No. 50 and the Cable box lid (No. 7) have to
be 3d-printed.

This makes production much easier, as only part No.
50 and the cable box lid (No. 7) need to be 3D
printed. Steps 11, 12, and 15 can be skipped and
some steps had to be adapted to the all-in-one base
plate.

Filling of drying cartridge:

EasyVarioFlash D17 cartridges (No. 46) were filled with MgS04 and P4010. The in- and outlets, as
well as the two layers, were separated with glass wool.

Filling of trapping cartridge:

EasyVarioFlash D17 cartridges (No. 46) were filled with ascarite. The in- and outlets were

separated with glass wool.




NMR
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1-(2-Fluoroethoxy)-4-methoxybenzene (21)
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2-Fluoroethyl-3,5-dimethoxy benzoate (23)
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1,2,3,4,6-Penta-0O-acetyl-D-galactopyranose (25)
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2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-1-thio-D-galactopyranoside (14)
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2-Flourethyl-2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-1-thio-D-galactopyranoside (28)
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7-Chloro-4-(piperazine-1-yl)-quinoline (15)
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7-Chloro-4-(4-(2-fluoroethyl)piperazine-1-yl)guinoline (30)
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HPLC

Radioactive molecules were quantified by comparing the 8F- signal with the UV signal (254 or
214 nm) of the non-radioactive reference. For the thiol, we used 214 nm HPLC due to the lack
of a m-system. The other references were quantified with 254 nm. The 8F-detector is
connected in series shortly after the UV detector, which increases the retention time by 0.1
min.

2-[18F]Fluoroethanol (8)
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2-[*8F]Fluoroethyl triflate (9)
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2-[*8F]Fluoroethyl tosylate (11)
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1-(2-Fluoroethoxy)-4-methoxybenzene (21)
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2-[*8F]Fluoroethyl-3,5-dimethoxy benzoate (17) and 2-fluoroethyl-3,5-dimethoxy benzoate

(23)
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2-[*8F]Flourethyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-D-galactopyranoside (18) and 2-flourethyl-

2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-1-thio-D-galactopyranoside (28)
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7-Chloro-4-(4-(2-[*8F]fluoroethyl)piperazine-1-yl)quinoline (19) and 7-chloro-4-(4-(2-

fluoroethyl)piperazine-1-yl)quinoline (30)
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Teil E: Anhang

2-[(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-5-D-galactopyranosyl)oxy]-(4-nitro)-benzaldehyd (22):
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2-[(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-5-D-galactopyranosyl)oxy]-(4-fluor)-benzaldehyd (34):

DICHLOROMETHANE-d2
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2-[(8-D-Galactopyranosyl)oxy]-(4-fluor)-benzaldehyd (FGal-Al):
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Time List: Fluoridtrocknung_neu 11/14/2023

Time Device Value Dur. Comme

0 Set Process Control = Reset

0.2 Set Vacuum Pump on/off = On

0.4 Set Process Control = Show message with abort button ¢ Delivery abgeschlossen?

t1+0.2 Set V24 = Open Vakuum auf Reaktor

t1+10 Set V24 = Close

t1+10.4 Set V10 = b (left)

t1+10.5 Set V11 = b (left)

t1+10.7 Set V23 = Open Vakuum auf O-18 Wasser
Sammelgefaly

t1+40 Set V23 = Close

t1+41 Set V10 = a(right)

t1+41.2 Set V11 = a(right)

t1+41.4 Set V01 Vial 1 = Open Elution des Fluorids von
der QMA

t1+41.5 Set V13 = Open

t1+41.7 Set Stirrer on/off = On

t1+55 Set V24 = Open

t1+1'0  Set V02 Vial 2 = Open

t1+1'19 Set V13 = Close

t1+1'19 Set V01 Vial 1 = Close

t1+1'20 Set V02 Vial 2 = Close

t1+1'20 Set V20 = Open

t1+1'21 Set Temp. Setpoint Reactor 1 = 80

t1+1'21  Wait Temp. Regulator Status Reactor = Temp. OK

t2+9'0  Set Temp. Setpoint Reactor 1 = 140

t2+9'0  Wait Temp. Regulator Status Reactor = Temp. OK

t3+3'0  Set V20 = Close

t3+8'0  Set V20 = Open

t3+8'0  Set V25 = b (down)

t3+8'0  Set Temp. Setpoint Reactor 1 = 40

t3+8"1 Wait Temp. Regulator Status Reactor = Temp. OK

t4+0.8 Set V20 = Close

t4+1 Set V24 = Close

t4+1.1  Set V25 = a(up)



Time List:

senescence_nitro_5min_including_deprotection

11/14/2023

Time Device Value Dur. Comme

0 Set Process Control = Reset

0.1 Set Vacuum Pump on/off = On

0.2 Set Load/Inject valve = Load

0.4 Set Stirrer on/off = On

0.5 Set HPLC Pump Flow Set Point = 4

0.6 Set HPLC UV Detector Lamp on/off = On

0.7 Set V19 = Open

0.8 Set V20 = Open ventilate reactor

26 Set V20 = Close

2.8 Set V25 = b (down) equalize oressure

3 Set V24 = Open

3.2 Set V03 Vial 3 = Open add precursor from v3

14 Set V03 Vial 3 = Close

14.2 Set V24 = Close

14.4 Set V25 = a(up)

14.6 Set Temp. Setpoint Reactor 1 = 150 heat for radiolabeling

14.8 Wait Temp. Regulator Status Reactor = Temp. OK

t1+5" Set Temp. Setpoint Reactor 1 = 35 cool reactor

t1+5'1  Wait Temp. Regulator Status Reactor = Temp. OK

t2+1 Set V24 = Open equalize pressure

t2+1.2 Set V25 = b (down)

t2+1.4 Set V04 Vial 4 = Open dillute with solvent

t2+3 Set HPLC Pump Flow Set Point = 6

t2+15 Set V04 Vial 4 = Close

t2+15.2 Set V24 = Close

t2+15.4 Set V25 = a(up)

t2+15.6 Set V20 = Open pressure on reactor

t2+15.8 Set Reactor 1 Needle up/down = Down start transfer to tube 2

t2+16 Set V14 = Open

t2+16.1 Set V33 = b (down)

t2+56 Set Reactor 1 Needle up/down = Up

t2+56.1 Set V33 = a(up)

t2+56.2 Set V14 = Close

t2+56.3 Set V27 = b (left) start transfer onto loop

t2+56.4 Set HPLC UV Detector Auto Zero = On autozero UV-detector

t2+56.5 Set HPLC UV Detector Auto Zero = Off

t2+56.6 Wait Fluid Detector = On

t3+5 Wait Fluid Detector = Off

t4+0.2  Set Load/Inject valve = Inject

t4+3 Wait Chromatography Peak Detector = Start of Peak

t5+2 Wait Chromatography Peak Detector = End of Peak

t6+0.4 Set V21 = b (down) empty crystal ball

t6+8'0  Set V21 = a(up)

t6+8'0  Set V17 = b (right)

t6+8'0  Set V15 = b (right) prepare for deprotection

t6+8'1  Set V43 Vial 14 = b (up) deprotection with NaOH

t6+8'2 Set V43 Vial 14 = a(down)

t6+9'0  Set V43 Vial 14 = b (up)

t6+9'2  Set V43 Vial 14 = a(down)

t6+10'1 Set V43 Vial 14 = b (up)

t6+10'3 Set V43 Vial 14 = a(down)

t6+11'3 Set V43 Vial 14 = b (up)

t6+11'10 Set V43 Vial 14 = a(down)

t6+11'11 Set V42 Vial 13 = b (up) wash C-18 cart with
EtOH-H20

t6+12'0 Set V42 Vial 13 = a(down)

t6+12'30 Set V41 Vial 12 = Open Neutralize witih HCI

t6+13'0 Set V41 Vial 12 = Close

t6+13'5 Set V17 = a(left)

t6+13'10 Set Stirrer on/off = Off

t6+13'15 Set Process Control = Show message and wait Ready to deliver product?

t7+2.5 Set V16a = Open empty product vial



Time Device Value Dur. Comme
t7+5 Set V22 = b (left)
t7+50 Set V22 = a(right)
t7+50.4 Set V16a = Close
t7+50.6 Set Process Control = Reset





