o

Fakultat fir Chemie

b:

Lehrstuhl fir Radiochemie

Etablierung der FISRE (Free-Ion Selective Radiotracer Extraction)-
Technik zur Bestimmung der kinetischen Stabilititen von

Radionuklidkomplexen

Dissertation
von

Denis Jurkin

Technische Universitat Minchen




Institut und Lehrstuhl fiir Radiochemie der Technischen Universitat Miinchen

Etablierung der FISRE (Free-Ion Selective Radiotracer Extraction)-
Technik zur Bestimmung der kinetischen Stabilititen von

Radionuklidkomplexen

Denis Jurkin

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultét fiir Chemie der Technischen

Universitat Miinchen zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.- Prof. Dr. Michael Schuster

Priifer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr. Andreas Tiirler

2. Univ.-Prof. Dr. Klaus Kohler

Die Dissertation wurde am 17.6.2009 bei der Technischen Universitat Miinchen

eingereicht und durch die Fakultat fiir Chemie am 21.7.2009 angenommen.






Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fiir Radiochemie der Technischen
Universitat Miinchen in Garching unter der Anleitung von Frau Dr. Birgit Wierczinski

in der Zeit von April 2006 bis April 2009 durchgefiihrt.






Das dieser Dissertation zugrunde liegende Forschungsvorhaben wurde mit Mitteln der
Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) unter dem Forderkennzeichen WI 3115/1-1

gefordert.






Danksagung

Frau Dr. Birgit Wierczinski danke ich fiir die interessante Themenstellung, das
uneingeschriankte Vertrauen, das Schaffen hervorragender Rahmenbedingungen und
das grofle Interesse, dass sie meiner Arbeit entgegenbrachte, sowie die wertvolle
wissenschaftliche Zusammenarbeit, die mafigeblich zum Gelingen dieser Arbeit
beigetragen hat.

Herrn Prof. Dr. Andreas Tiirler danke ich fiir die Aufnahme am Institut und Lehrstuhl
fiir Radiochemie, fiir die Mdglichkeit, die Infrastruktur des Lehrstuhls im Rahmen
meiner Dissertation zu nutzen sowie fiir die kritische Durchsicht dieser Arbeit.

Herrn Dr. Franz-Josef Gildehaus der Klinik fiir Nuklearmedizin des Klinikums
Grosshadern fiir die grofsziigige Bereitstellung von Liganden, die permanente
Unterstiitzung und kompetenten Rat in medizinischen Fragestellungen.

Herrn Dr. Richard Henkelmann fiir die grofsziigige Bereitstellung von Institutsmitteln
und Raumlichkeiten.

Frau Paula Juntunen und Herrn Dr. Tuomo Nikula fiir die freundliche Kooperation im
Rahmen der RCM/ITM-Zusammenarbeit und die Erlaubnis zur Nutzung der *Sr/*Y-
und 8W/!8Re-Generatoren.

Herrn Dr. Konstantin Zhernosekov und Frau Silvia Lehenberger danke ich fiir die
Produktion, Bereitstellung und Reinigung von '*'Tb.

Herrn Prof. Dr. Bert Th. Wolterbeek der Delft University of Technology (Niederlande)
fiir die wertvollen Diskussionen und Anregungen.

Ein ganz spezieller Dank gilt Herrn Guy Birebent fiir die entspannte Biiroatmosphare
und die umsichtige Kaffeeversorgung.

Des Weiteren mochte ich mich bei allen Kolleginnen und Kollegen des Instituts und
Lehrstuhls fiir Radiochemie der Technischen Universitat Miinchen fiir die freundliche
Aufnahme und die aufierordentlich gute Zusammenarbeit wéahrend meiner
Doktorarbeit bedanken.

Da sie diese Arbeit erst moglich machten, gebiihrt der grofite Dank Valeska, Janis,
Robert, Marija, BoSko und nicht zuletzt meinen kleinen Kurzschlifern Merle und
Lennart.






Everything should be made as simple as possible, but not simpler.

Albert Einstein






Veroffentlichte Teile der Dissertation

Publikationen in wissenschaftlichen Zeitschriften

1) D. Jurkin, F. J. Gildehaus, B. Wierczinski. , Kinetic Stability Studies on Yttrium(III)-
1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic = Acid by Free-Ion Selective
Radiotracer Extraction”. Anal. Chem. 2007, 79(24), 9420.

2) D. Jurkin, F. J. Gildehaus, B. Wierczinski. , Dissociation Kinetics Determination of
Yttrium(III)-polyaminocarboxylates using Free-Ion Selective Radiotracer Extraction
(FISRE)”. ]. Lab. Comp. Radiopharm. 2009, 52(2), 33.

3) D. Jurkin, F.]. Gildehaus, B. Wierczinski. , Determination of Dissociation Kinetics of
188Re(I)-radiopharmaceuticals by Free-Ion Selective Radiotracer Extraction (FISRE)”. J.
Radioanal. Nucl. Chem., angenommen.

Poster

D. Jurkin, F. J. Gildehaus, B. Wierczinski. ,,Bestimmung der kinetischen Labilitdt von
Yttrium(III)-DOTA mittels Free-lon Selective Radiotracer Extraction”. Poster im
Rahmen der GDCh-Jahrestagung Chemie, Fachgruppe Nuklearchemie, Ulm,
September 2008.

Vortrige

D. Jurkin. ,FISRE (Free-lon Selective Radiotracer Extraction) - Eine Methode zur
Bestimmung der Labilitit von Metallkomplexen.” Eingeladener Vortrag im Rahmen
des wissenschaftlichen Seminars im Forschungszentrum Dresden-Rossendorf e. V.,
Juni 2008.

D. Jurkin. ,Determination of Dissociation Kinetics of '*¥Re(I)-radiopharmaceuticals by
Free-Ion Selective Radiotracer Extraction (FISRE)”. Vortrag im Rahmen von MARC
VIII (8 International Conference on Methods and Applications of Radioanalytical
Chemistry), Kailua-Kona, HA, USA, April 2009.






VERZEICHNIS DER VEWENDETEN ABKURZUNGEN

AAIII 2,2’~(1,8-Dihydroxy-3,6-disulfonaphthylen-2,7-bisazo)bisbenzylarsensdure

BB Bombesin

BER Borohydride Exchange Resin (engl.)

BFC Bifunktioneller Chelator

BM Biomolekiil

CCK Cholecystokinin

CDTA Trans-1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N’,N’-tetraessigsaure

DGT Diffusion Gradients in Thin Films (engl.)

DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan- 1,4,7,10-tetraessigsaure

DOTATOC  DOTA-[Tyr?]-Oktreotid

DTPA Diethylentriaminpentaessigsédure

DVB Divinylbenzol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

GRP Gastrin Releasing Peptide (engl.)

HA Huminsaure

HEDTA N-(2-Hydroxyethyl)ethylendiamin-N,N’,N’-triessigsaure

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsaure

HPLC High Performance Liquid Chromatography (engl.)

HSAB Hard and Soft Acids and Bases (engl.)
Cyclo(L-arginylglycyl-L-a-aspartyl-D-phenylalanyl-L-lysyl),5,5"-[N-[[4,7,10-

15201 tris(carboxymethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododec-1-yl]acetyl]-L-glutamoyl]bis-
,bis(trifluoroacetat)

ITLC-SG Instant Thin Layer Chromatography — Silica Gel (engl.)

LET Linearer Energietransfer

LSC Liquid Scintillation Counting (engl.)

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure

NIST National Institute of Standards and Technology

NK Neurokinin

NOC [Nal’]-Oktreotid

NOTA 1,4,7-Triazacyclononan-N,N’,N” -triessigsaure




NTA Nitrilotriessigsaure

NTR Neurotonsin-Rezeptor

PACAP Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide (ebgl.)
PEEK Polyetheretherketon

PET Positron Emission Tomography (engl.)

PRT Peptide Receptor Targeting (engl.)

PTFE Polytetrafluorethylen (TEFLON®)

RGD Aminosaduresequenz (Arg-Gly-Asp)

SPECT Single Photon Emission Computed Tomography (engl.)
SSTR Somatostatin-Rezeptor

TACN 1,4,7-Triazacyclononan

TATE [Tyr®]-Oktreotate

TEAP Triethylammoniumphosphat

TETA 1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecan-N,N’,N”’,N""’-tetraessigsdure
TLC Thin Layer Chromatography (engl.)

TOC [Tyr3]-Oktreotid

tSIE Transformed Spectral Index of External Standard (engl.)
VIP Vasoaktives intestinales Peptid
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EINLEITUNG 2

1.1. Radiopharmazie

Radiopharmakon ist die Bezeichnung fiir ein Arzneimittel, welches ein Radionuklid
beinhaltet und in der Nuklearmedizin routinemaflig der Therapie und Diagnostik
vielfadltiger Erkrankungen dient. Neben den vorwiegend applizierten, kleinen
organischen und anorganischen Verbindungen mit definierter Zusammensetzung
konnen Radiopharmaka auch aus Makromolekiilen aufgebaut sein, beispielsweise
monoklonalen Antikérpern und Antikorperfragmenten, die nicht stochiometrisch mit
Radionukliden markiert sind. Generell werden je nach medizinischer Anwendung
zwei Klassen der Radiopharmaka unterschieden: Radiodiagnostika und
Radiotherapeutikal'3],

Diagnostische Radiopharmaka sind Molekiile, die gamma- (SPECT - single photon
emission computed tomography) oder Positron-emittierende (PET - positron emission
tomography) Isotope beinhalten. Im Allgemeinen werden Radiodiagnostika in sehr
geringen Konzentrationen (10--10® mol/L) appliziert, wobei eine pharmakologische
Wirkung unerwiinscht istl. Die diagnostische Anwendung zielt vielmehr auf die
detaillierte Beschreibung der morphologischen Struktur von Organen und Gewebe
sowie der Veranschaulichung derer physiologischen Funktion durch die
Akkumulation des Radiotracers. Hierbei handelt es sich vorwiegend um
Metallkomplexe mit organischen Chelatoren oder Chelat-Biomolekiil-Konjugate fiir
zielspezifische Radiopharmaka. Diese Arten von Verbindungen ermdoglichen die nicht-
invasive Diagnose und oOrtliche Bestimmung von Erkrankungen sowie eine Kontrolle
eines moglichen Therapieerfolgs.

Radiotherapeutika hingegen werden entwickelt, um therapeutische Dosen
ionisierender Strahlung spezifisch im erkrankten Gewebe freizusetzen. Radiotherapie
wird seit {iber fiinf Jahrzehnten angewandt, angefangen mit Radiojod zur Behandlung
von Schilddriisenerkrankungen®®. Die Verfiigbarkeit geeigneter Radionuklide und die
Techniken fiir deren spezifische Lokalisation in erkranktem Gewebe schrankt jedoch
eine weite kommerzielle Verbreitung radiotherapeutischer Techniken in der klinischen

Anwendung wesentlich ein.
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1.2. Design zielspezifischer Radiopharmaka

Seit den 90er Jahren liegt das Augenmerk der radiopharmazeutischen Forschung
zunehmend auf der Entwicklung zielspezifischer Radiopharmaka, welche auf
radioaktiv markierten Rezeptorliganden beruhen, die nach dem Schloss-Schliissel-
Prinzip an Rezeptoren in erkranktem Gewebe binden. Im Allgemeinen setzen sich
diese aus vier Bestandteilen zusammen (Abb. 1): einer funktionellen Einheit
(Targetmolekiil), einem Linker, einem bifunktionellen Chelator sowie dem

metallischen Radionuklid!2/161,

Linker (PKM)

Bifunktioneller Chelator (BFC)
Funktionelles Biomolekl (BM)

Targetmolekul (TM)

Abb. 1: Schematische Darstellung eines zielspezifischen Metalloradiopharmakons.

1.2.1. Auswahl der Radionuklide

Die Anforderungen an die eingesetzten Radionuklide sind in erster Linie von dem
Anwendungsgebiet des Radiopharmakons abhangig. Fiir diagnostische Zwecke finden
v-Emitter Verwendung, um hohe Strahlenbelastung fiir den Patienten zu vermeiden.
Therapeutische Radionuklide sind hingegen bevorzugt o- und p-Strahler, also
Partikularstrahler mit hohem linearen Energietransfer (LET), welche ihre Energie auf
einer verhaltnismaflig kurzen Strecke im Gewebe abgeben. Die ideale Halbwertszeit
der gewahlten Nuklide ist hierbei vor allem von der Zeit abhingig, die das
Radiopharmakon bendtigt, um das Zielgewebe zu erreichen. Einen Uberblick iiber

derzeit haufig angewandte Radionuklide gibt Tab. 1.
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Tab. 1: Uberblick iiber einige diagnostische und therapeutische Radionuklidel311711s1,

Radioisotop  Halbwertszeit S?;Ellz;t; Produktionsmethode Einsatz
#4Cu 12,7h By “Zn(n,p)*“Cu Therapie
%Ga 67,6 min Bty 8Ge/%Ga-Generator Diagnostik

0y 641h B %Sr/*Y-Generator Therapie
9T 6,0h Y “Mo/*Tc-Generator Diagnostik
1y 2,8d Y 1Cd(p,n)!n Diagnostik

123] 132h ¥ 124Te(p,2n) 2] Diagnostik
158m 463h By 1528m(n, 7)!'%Sm Therapie
161Th 69d By 10Gd(n, 1)''Gd >'6'Tb Therapie
166Ho 26,8h B,y 165Ho(n, 7)'%Ho Therapie
77Lu 6,7d By 176Yb(n, v)177Yb >177Lu Therapie
188Re 17,0h B 188\ /188Re-Generator Therapie

213Bj 45,6 min o, Y 25 A ¢/?3Bi-Generator Therapie
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1.2.2. Peptide Receptor Targeting (PRT)

Als zielspezifische funktionelle Einheiten dienen Makromolekiile wie beispielsweise

Antikorper und deren Fragmente, Oligopeptide oder nicht-peptidische
Rezeptorliganden. Diese Biomolekiile (BM) fungieren beim Transport zum kranken
Gewebe, welches idealerweise hohe Rezeptorkonzentrationen aufweist, als Vehikel.
Die Verwendung von Peptiden als wichtige Regulatoren von Zell- und
Wachstumsfunktionen bildet die Grundlage des sogenannten ,Peptide receptor

targeting”. Hierbei werden gezielt Peptide herangezogen, die spezifisch an auf

Zielzellen iiberexprimierte Rezeptoren binden (Tab. 2)P-12],

Tab. 2: Verteilung einiger Peptidrezeptoren und potentielle Peptidliganden in Abhingigkeit vom

Humantumortyplo!12],

Peptid Peptid-Rezeptor Rezeptorvorkommen in Tumortyp
Somatostatin SSTR-Subtypen sst 1-5 ~ Neuroendokrine Tumoren, Kleinzellen-Lungenkrebs,
medulléres Schilddriisenkarzinom, Lymphome
(Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome),
verschiedene Tumoren des Nervensystems
CCK/Gastrin CCKi-, CCK2-Rezeptor medullares Schilddriisenkarzinom, Kleinzellen-
Lungenkrebs, Ovarialkarzinom, Astrozytom
VIP/PACAP VIP-Rezeptor Verschiedene Adenokarzinome (Magen, Pankreas,
Lunge etc.), Lymphome, Kleinzellen-Lungenkrebs
Bombesin /GRP BB-Rezeptorsubtypen Prostata-, Mammakarzinom, Gastrinome, intestinale
BB1, BBz, BBz und BB« Karzinoide, Bronchialkarzinoide
Neurotensin NTRi1-, NTRz- und Ewing-Sarkom, Meningiom, Astrozytom, Kleinzellen-
NTRs-Rezeptor Lungenkrebs, medulldres Schilddriisenkarzinom
Substanz P NK 1-Rezeptor u. A. Mammakarzinom, medullares

RGD-Analogon

Integrinrezeptoren

a3 ayPs, etc.

Schilddriisenkarzinom, Kleinzellen-Lungenkrebs

u. A. Gehirntumoren, Mammakarzinom, Melanom
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Die wohl am hdufigsten klinisch applizierten Peptide bildet die Gruppe der
Somatostatin-Analoga. Das Somatostatin ist ein regulatorisches Peptid mit
antiproliferativer Wirkung auf bestimmte Tumorzellen, hervorgerufen durch
Induktion der Somatostatin-Rezeptor-Expression, Hemmung der Wachstumshormon-
Sekretion und Inhibition der Angiogenesel’?M%l. Die Notwendigkeit der Synthese von
Analoga beruht auf der Anfilligkeit der natiirlich vorkommenden Peptide
Somatostatin-14, Cortistatin-14 und Somatostatin-28 gegeniiber Enzymabbau (Abb.

20,

Somatostatin-28

Abb. 2: Aminosiuresequenzen von Somatostatin-14, Cortistatin-14 und Somatostatin-28. Der enzymatische Abbau

ist exemplarisch an Somatostatin-14 dargestellt und erfolgt an den rot markierten Positionen.

Zahlreiche metabolisch stabile oktapeptidische Somatostatin-Analoga wurden auf
Basis des systematischen Austausches der Aminosduren entwickelt, darunter die
bekanntesten Vertreter Oktreotid (Sandostatin®), Lanreotid (Somatuline®) und
Vapreotid (Octastatin®)l7H20. Abb. 3 zeigt daneben einige neuere Modifikationen des
Oktreotids, i. E. [Tyr’]-Oktreotid (TOC), dessen erhohte Hydrophilie durch eine
Substitution von Phe® mit Tyr eine vergleichsweise verbesserte renale Ausscheidung

ermoglicht?1122], [Nal’]-Oktreotid (NOC) sowie [Tyr?]-Oktreotate (TATE)?. Diese sind
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durch eine hervorragende Aufnahme im Somatostatin-Rezeptor-exprimierenden

Gewebe und unterschiedliche Affinitaten zu den SSTR-Subtypen gekennzeichnet!??].

[Tyr®-Oktreotid [Nal®]-Oktreotid [Tyr®]-Oktreotat

Abb. 3: Aminosiuresequenzen einiger Somatostatinanaloga.

Die fiir PRT in Frage kommenden Biomolekiile sind nicht auf die in Tab. 2
genannten Peptidrezeptoren beschrankt. Neben den bereits klinisch etablierten
Liganden fiir den Somatostatin-Rezeptor riicken seit einigen Jahren Integrin-
Rezeptoren und das Design geeigneter Liganden in den Fokus der
radiopharmazeutischen Entwicklung. Diese Rezeptoren bilden eine Gruppe von
heterodimeren Transmembranproteinen, die an zahlreichen biochemischen Prozessen
aktiv teilnehmen, u. A. der Signaltransduktion und Wechselwirkung mit der
extrazelluliren Matrix?4. Der Subtyp avps-Integrin spielt eine wichtige Rolle bei der
Angiogenese (Gefafineubildung) im Hinblick auf die Entstehung solider Tumoren,
indem er Endothelzellenwachstum fordert®). Matrixproteine wie z.B. Fibronectin,
Vitronectin, Tenascin und Kollagen binden an Integrinrezeptoren iiber das RGD-
Motiv, der Aminosduresequenz Arg-Gly-Asp. Kurze Peptide mit RGD-Sequenz gelten

als wirkungsvolle Antagonisten der Integrin-Rezeptoren und Angiogeneseinhibitoren.
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Indem sie ferner die Wechselwirkung mit extrazelluldiren Matrixproteinen
unterbrechen, induzieren sie Zellapoptose (ein Typus des programmierten
Zelltods)2o1271. Zyklische RGD-Peptide zeichnen sich hierbei im Vergleich zu den
offenkettigen Analoga durch erhohte Selektivitit aus, wahrend deren biologische
Stabilitat durch den gezielten Einbau von D-Aminosduren modifiziert werden kann/?l.

Ein Beispiel fiir eine derartige Struktur stellt das in Abb. dargestellte IS20I dar®!.

COOH COOH
L)
N N

bt

NH
o
NH HQN\WHN\/\ S{

NH,

HOOC "’COOH

NH NH

Abb. 4: Schematische Darstellung der chemischen Struktur des avBs-Integrin-Inhibitors 1S201. Die 1,4,7,10-tetra-

azacyclododecan-4,7,10-triacetat-Einheit in 1S201 kann potentiell fiir Radiomarkierungen herangezogen werden.

1.2.3. Bifunktionelle Chelatoren

Die bifunktionellen Chelatoren (BFC) gelten als Bindeglied zwischen dem
Radionuklid und dem Linker oder Biomolekiil. Die Anforderungen an optimale BFC
sind umfangreich. Sie sollten idealerweise iiber eine hohe Hydrophilie verfiigen, um
die Blut-Clearance und renale Ausscheidung zu verbessern, bestandig gegeniiber
Radiolyse sein und die Aktivitit des Biomolekiils nicht mindern. Vor allem an die
Stabilitdit des mit dem Radionuklid gebildeten Komplexes unter physiologischen

Bedingungen werden besondere Anforderungen gestellt.
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Die am haufigsten eingesetzten Chelatoren fiir trivalente Radiometalle zu
radioimmuntherapeutischen Zwecken sind funktionalisierte Polyaminocarboxylate.
EDTA, DTPA (Abb. 5) und andere Polyaminocarboxylate fanden in Form von 'In-
markierten Radiopharmaka medizinische Anwendung*0H33],

Hohe in vivo-Stabilitaten entsprechender DTPA-Konjugate bildeten die Grundlage
zahlreicher 'In-Radiodiagnostika, allen voran das mit DTPA derivatisierte
Somatostatinanalogon "In-DTPA-[D-Phe']-octreotid (OctreoScan®), das erste klinisch
etablierte peptidische Radiopharmakon zur in vivo Darstellung von Tumoren(341%l,
Ausgehend von der Annahme, dass die chemischen Eigenschaften von Indium- und
Yttriumionen dhnlicher Natur sind, wurde In aufgrund seiner charakteristischen -
Emission haufig als *°Y-Ersatznuklid in bildgebenden Verfahren eingesetzt, da *Y als

reiner (3-Emitter fiir diagnostische Zwecke ungeeignet ist.

HOOC COOH
HOOC—\
N /—COOH HOOC N N COOH
DA N e
Hooc—/ —\—N N
\—COOH kCOOH
EDTA DTPA

ADbb. 5: Strukturformeln der offenkettigen Polyaminocarboxylate EDTA und DTPA.

Immer mehr Studien offenbarten allerdings signifikante Unterschiede in dem
Komplexierungsverhalten beider Elementel*I3I. Beispielsweise ist die in vivo-Stabilitat
von *Y-DTPA-Konjugaten fiir therapeutische Applikationen unzureichend. Trotz
hoher thermodynamischer Stabilitdt dissoziieren diese Komplexe in vivo, wonach sich
WY3+ - typisch fiir freie Seltenerdmetallionen - in Knochen und Leber anreichert®l.
Diese Tatsache fithrte zu =zahlreichen Versuchen, die in vivo-Stabilititen der
Polyaminocarboxylat-Komplexe zu erhdhen. Hierbei haben sich insbesondere die
cyclischen Polyaminocarboxlyate NOTA, DOTA und TETA als geeignet erwiesen
(Abb. 6)uoH2),
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COOH

f@

Hooo—/ \_J

COOH

NOTA

COOH

/ \N/—COOH
J

HoOOC—" \—/

G

DOTA

COOH

COOH

{//\W/F—COOH

C,

0

HOOC—/L\/J
COOH

TETA

ADbb. 6: Strukturformeln der cyclischen Polyaminocarboxylate NOTA, DOTA und TETA.

So reichen z. B. im Falle von DOTA und TETA drei Carboxylatgruppen fiir hohe in

vivo-Stabilititen der entsprechenden *Y-Konjugate aus und ein zielspezifisches

Biomolekiil kann an die vierte Carboxylatfunktion des DOTA-Liganden gebunden

werden. Einen derartige Chelat-Biomolekiil-Struktur bildet das DOTA-[Tyr®]-Oktreotid

(DOTATOC), bestehend aus dem Disulfid-verbriickten Oktreotid und einem {tiber eine

Peptidbindung (Linker) verkniipften DOTA-Chelator. Die entsprechende mit Y

markierte Verbindung *Y-DOTATOC wird unter dem Handelsnamen OctreoTher®

erfolgreich bei der Behandlung neuroendokriner Tumoren appliziert*l. Auf der Basis

von Somatostatin-Analoga wurde eine grofle Vielfalt potentieller und bereits

applizierter zielspezifischer Radiopharmaka synthetisiert (Tab. 3)B21144161],

Tab. 3: Auswahl der Radiolabelling-Kombinationen einiger Somatostatin-Analoga.

Chelator Somatostatin- Radionuklid Chelator  Somatostatin- Radionuklid
Analogon Analogon
DOTA Oktreotid MIn , 2Y, 7Ga DTPA Oktreotid MIn , 86Y
&Cy, MIp, 9,
[Tyr®]-Oktreotid Ga, %Ga, %Ga, [Tyr®]-Oktreotid ~ "In
86Y’ 177Lu’ 213Bi
Oktreotat 86y, MIn , 77Lu [Tyr®]-Oktreotat  ''In
177Lu’ 64Cu’ 90Y, .
[Tyr®]-Oktreotat ¥Ga, 1In, “Ga Vapreotid MIn
Vapreotid Hn, 0Y TETA Oktreotid 4Cu
Lanreotid M]p, Y Oktreotat 64Cu
[Nal®]-Oktreotid M]p, 2Y, 8Ga [Tyr®]-Oktreotat  *Cu
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1.3. Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Wie zuvor verdeutlicht, ist es unabdingbar sicherzustellen, dass ein
Radiopharmakon wiahrend des Transports zum Target intakt bleibt und nicht
aufgrund von Metabolisierung oder unzureichender Komplexstabilitit eine
Strahlenbelastung auf gesundes Gewebe verursacht.

Die Stabilitat lasst sich diesbeziiglich unter thermodynamischen und kinetischen
Gesichtspunkten  betrachten. Aus Sicht der Thermodynamik gibt die
Gleichgewichtskonstante K (ehemals , Stabilitatskonstante”) einen ersten Eindruck
tiber die  Stabilitit eines Metallkomplexes. Diese thermodynamischen
Gleichgewichtskonstanten der Radiometallchelate sind in aller Regel gut
charakterisiert und konnen mit Hilfe von mathematischen Modellen auf
physiologische Bedingungen extrapoliert werden, erlauben allerdings keinerlei
Aussage fiber die in vivo-Lebensdauer eines Metallkomplexes. In diesem
Zusammenhang ist die Kinetik der Dissoziation ausschlaggebend. Informationen iiber
kinetische Parameter sind hingegen rar und im Falle der genannten Biomolekiil-
Konjugate sind bisher keine Dissoziationsraten und -konstanten literaturbekannt. Dies
ist vor allem in der Tatsache begriindet, dass es sich bei den zur
radioimmuntherapeutischen Zwecken verwendeten Nukliden idealerweise um Isotope
hoher spezifischer Radioaktivitit und folglich geringer Masse handelt (typische
Metallkonzentrationen in radiopharmazeutischen Zusammensetzungen betragen etwa
10-8-10¢ mol/L), wodurch die Analytik der entsprechenden Radiopharmaka mit Hilfe
klassischer Methoden stark eingeschrankt istl?. So entziehen sich die gebildeten
Spezies oftmals einer exakten Charakterisierung. Folglich sind angesichts der stetig
wachsenden Zahl neuer Radiometall-Konjugate in der Radiopharmazie geeignete
Methoden zur Messung der Kinetik der Metallspeziation wiinschenswert.

Diese Arbeit befasst sich mit der so genannten FISRE (Free-Ion Selective Radiotracer
Extraction)-Technik zur Bestimmung der kinetischen Stabilitdten von Metallkomplexen
und der Erorterung der Anwendungsmoglichkeiten des Verfahrens in der
radiopharmazeutischen Grundlagenforschung. FISRE wurde von 1996 bis 2000 an der

Technischen Universitat Delft in den Niederlanden entwickelt®?. Urspriinglich standen
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insbesondere Metallkomplexe mit umweltchemischer Relevanz im Fokus der
Untersuchungen. VAN DOORNMALEN verwendete die FISRE-Technik zur Analytik der
Speziationskinetiken der Komplexe Cu-EDTA, Cu-CDTA, Cu-NTA, Cu-DTPA und Cu-
HA unter Einsatz eines ®Cu-Radiotracers im Hinblick auf die Bioverfiigbarkeit von
Kupferionen in Naturgewdssern(®®l. Neben weiteren Versuchen mit Co-NTA und
Co-EDTA (®°Co) erorterte DENKOVA anhand von FISRE-Studien an Lu-DOTA (*”7Lu)
und Ho-DTPA und Ho-DTPA-bis(propylamid) (**Ho) die Anwendbarkeit auf
radiopharmazeutisch relevante Komplexel®?l®l. Im Jahre 2006 wurden an der
Technischen Universitat Miinchen FISRE-Screenings der Speziationskinetik zahlreicher
Yttrium(III)-Komplexe (Y-Citrat, Y-NTA, Y-CDTA, Y-EDTA, Y-HA, Y-DTPA, Y-DOTA
und Y-DOTATOC) unter Applikation von Y als Radiotracer durchgefiihrt!’l. Die
vorliegende Arbeit versteht sich als Folgeprojekt, welches ausschlieSlich dem Studium
der Dissoziationskinetik von Metallkomplexen mit nuklearmedizinischer Relevanz
unter besonderer Beriicksichtigung der Versuchsbedingungen gewidmet ist. Im

Einzelnen umfasst dieses:

¢ Die Ermittlung der Speziationskinetik von *Y-DOTA in Abhdngigkeit von pH,
Ionenstarke, Ionenaustauscher und dem Metall/Ligand-Verhéltnis sowie eine
Modifikation der FISRE-Technik zum Studium inerter Komplexe.

¢ Bestimmung der pH-abhidngigen Dissoziationskinetiken von “Y-Komplexen mit
den offenkettigen Liganden EDTA und DTPA sowie dem Somatostatin-Analogon
DOTATOC und Vergleich mit “Y-DOTA.

¢ Analyse und Vergleich der Dissoziationskinetiken verschiedener '¢'Tb-markierter
Somatostatin-Analoga (DOTATOC, DOTATATE, DOTANOC) sowie des neuartigen
161Tb-1S20I-Komplexes

¢ Priifung der Anwendbarkeit der FISRE-Technik auf redoxempfindliche
Metallspezies anhand der Messung der Dissoziationskinetiken von ['®®Re(his)(CO)s]

und Derivaten.
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2.1. Grundlagen der Kinetik

2.1.1. Grundbegriffe chemischer Reaktionskinetik
Die Geschwindigkeit V einer chemischen Reaktion ist im Allgemeinen als
Veranderung der Konzentration eines Edukts oder Produkts der betreffenden Reaktion

in Abhéngigkeit von der Zeit definiert:

d [Edukt] _ n d[Produkt]

V= dt dt [1]

n bezeichnet hierbei die Anzahl der aus einem Edukt gebildeten Produkte. Das
Geschwindigkeitsgesetz stellt eine Gleichung dar, die die Geschwindigkeit einer
Reaktion als Funktion der Konzentrationen aller fiir die Reaktion mafigeblichen
Spezies ausdriickt.

Ausgehend von der Annahme, dass die Reaktionsrate lediglich von den
Konzentrationen [A] und [B] abhdngig ist, so konnen diese tiiber den
Proportionalitdatsfaktor k mit der Reaktionsgeschwindigkeit in Beziehung gebracht

werden:

V=k-[A]*-[B] [2]

Fiir den Proportionalitatsfaktor k findet die Bezeichnung Geschwindigkeits- oder
Ratenkonstante rege Verwendung. (Die Begriffe spezifische Geschwindigkeit oder
Geschwindigkeitskoeffizient fiir k werden seltener gepragt, sind jedoch aufgrund der
Tatsache, dass k temperaturabhangig und folglich selten konstant ist, treffender.) Die
Variablen a und b kennzeichnen die Ordnung der Reaktion.

Der empirischen Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeiten geht eine
Identifizierung samtlicher Reaktionsteilnehmer, Zwischenprodukte, Produkte und
Nebenreaktionen voraus. Anschliefend kann die sogenannte Isoliermethode
angewandt werden, bei welcher simtliche Edukte mit Ausnahme von einem in grofiem
Uberschuss eingesetzt werden. Die Tatsache, dass man die Konzentration des im

Uberschuss eingesetzten Reaktionsteilnehmers in guter Naherung als konstant
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betrachten und in k miteinbeziehen kann bringt eine erhebliche Vereinfachung des
Geschwindigkeitsgesetzes mit sich!®®l.

Lautet das tatsachliche Geschwindigkeitsgesetz beispielsweise

V =k-[A]-[B] [3]

mit einem grofien Uberschuss an [B] (= [B]o), vereinfacht sich das Geschwindigkeits-

gesetz zu einem Gesetz pseudo-erster Ordnung (der Gesamtreaktion):

V =k’ [A] mit k' =k-[B], [4 a/b]

Die Isoliermethode kann in Verbindung mit der Methode der
Anfangsgeschwindigkeiten (Inital-rate method) zur Bestimmung der Reaktionsordnung
herangezogen werden, bei welcher die Reaktionsgeschwindigkeiten zu Beginn der
Reaktion bei verschiedenen Anfangskonzentrationen der Reaktionsteilnehmer
gemessen werden. Dieses Verfahren stellt im Allgemeinen hohe Anforderungen an die
Messtechnik und vernachldssigt den FEinfluss gebildeter Produkte auf das
Geschwindigkeitsgesetz, weshalb eine Erfassung aller Reaktionsteilnehmer {iber den
gesamten Reaktionszeitraum wiinschenswert ist(®l.

Da die Konzentration im Vergleich zur Reaktionsgeschwindigkeit eine leichter
zugangliche Grofle ist, ist es zweckmaflig, die Konzentration einer Spezies in
Abhidngigkeit von der Zeit darzustellen, indem man Geschwindigkeitsgesetze
(Differentialgleichungen) integriert.

Tab. 4 gibt einen Uberblick iiber wichtige integrierte Geschwindigkeitsgesetze,
wobei [A]o bzw. [B]o die Ausgangskonzentration und [A]: bzw. [B]: die Konzentration
der Reaktanten zum Zeitpunkt t darstellt. Eine weitere niitzliche Grofie stellt die
Halbwertszeit 7;,2 (nicht zu verwechseln mit der Nuklidhalbwertszeit t;,2), welche jene
Zeit bezeichnet, in der die Konzentration einer Spezies auf die Halfte ihres

Ausgangswertes abnimmt.
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Tab. 4: Wichtige integrierte Geschwindigkeitsgesetze.

Reaktions-
Reaktion Geschwindigkeitsgesetz Integrierte Form Tip
ordnung
diA] _ AL — k. (4l
0 A>P —W_k [A], =[A]lo— k-t Tk
d[A In2
! AP —% = k- [4] [A] = [A]o — e -
d[A] R B [A], 1
? AP “ar kW W= e, KAl
di4] 1 [4o - ([B]o — [PD
A+B->P == =k-[4]- t= .
' ac ~ o A1-18) S T T T IR

Werden Geschwindigkeitskonstanten empirisch bestimmt, ist eine eindeutige
Aussage iiber deren Charakter (pseudo/real) in aller Regel erst moglich, wenn
samtliche Reaktanten und Produkte, die zur Reaktionsgeschwindigkeit beitragen,
bekannt sind. Hierzu gehoren auch Spezies, welche unter Umstianden nicht direkt
stochiometrisch erfasst werden, wie beispielsweise H*.

Das Auftreten von Konsekutivreaktionen ist insbesondere bei Reaktionsteilnehmern
mit mehreren reaktiven Zentren, wie beispielsweise Metallkomplexen, haufig. Die

einfachste Form ist eine Sequenz irreversibler Reaktionen erster und pseudo-erster

Ordnung;:
k1 k2
A—> B —>( [5]
(+X) kyr (+Y) ky
A—>» B—>» ( (6]

Unter der Voraussetzung, dass [X]>>[A] und [Y]>>[B] ist, gilt:
ki =kq - [X] und ky =ky - [Y] [7]
Die Ratengleichungen lauten:

— =k 4] [8]
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L2 = ky - [4] - ko [B] [9]

L =k, - [B] [10]

Die Annahme, dass [A]=[A]o und [B]=[C]=0 bei t=0 ermdglicht die Integration der

Gleichungen mit folgenden Ergebnissen:

[A] = [A]p - e7Ft [11]
[B] =R (et — e ) [12]
[C] = [A]O . (1 — k2k—2k1 ce kit + % . e_kz't) [13]

Fiir den Fall, dass ki>>kz, konnen die einzelnen Schritte der Konsekutivreaktion separat
analysiert werden, wahrend bei k2>>k: lediglich der erste Reaktionsschritt beobachtet

wird, wobei gilt:

_dlA] _ dlc] _

ar = g =k (4] (14

In der Praxis untersucht man kinetische Untersuchungen vorwiegend an
Reaktionen, die weit vom thermodynamischen Gleichgewicht entfernt sind, wobei der
Einfluss der Reversibilitat gemafs dem Prinzip von LE CHATELIER durch Variation von
Druck, Temperatur, iiberschiissigen Einsatz der Reaktanten oder dem Abfiihren der
Produkte effektiv unterdriickt werden kann.

Betrachtet man eine Reaktion in der Nahe des thermodynamischen Gleichgewichts

mit Hin- und Riickreaktion erster Ordnung;:

4= 5 [15]

kg

mit den Ratenkonstanten k: und k: fiir Hin- und Riickreaktion, so ergibt die

Integration des Geschwindigkeitsgesetzes:

([A]O_[A]eq

[A]t—[A]eq) =ket=(ktka)-t [16]
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[A]eq entspricht der Konzentration der Spezies A im Gleichgewicht, wahrend k die
abgeleitete Ratenkonstante darstellt. Das Verhaltnis der Ratenkonstanten fiir Hin- und
Riickreaktion entspricht der sogenannten thermodynamischen Gleichgewichts-

konstante K:

K= [17]

2.1.2. Dynamik der Speziation
Fiir eine Reaktion (pseudo-) erster Ordnung eines Metall-Tons M (Ladung m) mit
einem Liganden L (Ladung 1) wird folgendes Schema betrachtet:

ka
kp

M™ 4+ L (ML)™*" [18]

ka (I'mol-s') wird als Assoziations-, ko (s?) als Dissoziationsratenkonstante bezeichnet.
Die Nettodissoziationsrate dieser Reaktion wird durch GI. [19] wiedergegeben und
beschreibt die Dynamik der Metallspeziation in der Nahe des thermodynamischen

Gleichgewichts.

_d[ML™n]

a kp - [(MLY™"] = ky - [M™] - [L"] [19]

Bei eingestelltem thermodynamischen Gleichgewicht entspricht [19] dem Wert Null,
wodurch K durch das Verhiltnis der Assoziationsratenkonstanten ka zur

Dissoziationsratenkonstanten ko gegeben ist:

_ ()™M ka

K= =

[20]

Es ist zu beachten, dass das thermodynamische Gleichgewicht auf der Einstellung
der Konstanz von Konzentrationen im zeitlichen Mittel beruht. Auf molekularer Ebene

ist die Assoziations-/Dissoziationsdynamik nach wie vor existent, wobei die chemische

Form des Metallatoms zwischen M" und (ML)™" alterniert.
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K wird gemeinhin zur Beurteilung der thermodynamischen Stabilitat herangezogen
und kann mit Hilfe von Speziationssoftware wie u. A. CHEAQSPRO™I, MINEQL+"!,
VISUAL MINTEQ?, WHAM[”I oder SOILCHEM[¥ errechnet oder experimentell ermittelt
werden. Kalkulationen mit Speziationsprogrammen fufien auf der Annahme eines sich
im thermodynamischen Gleichgewicht befindenden Systems. Mittels mathematischer
Modelle wird hierbei aus bekannten Parametern wie pH, Temperatur, Redoxpotential,
Ionenstarke, CO»-Partialdruck, Ausgangskonzentration (oder —aktivitdt) aller Ionen
sowie den thermodynamischen Stabilitdtskonstanten der beteiligten Komplexe die
Speziation im thermodynamischen Gleichgewicht ermittelt. Es ist aus zwei Griinden
zweifelhaft, ob diese Annahme in realen Systemen stets giiltig ist. Zum einen ist es
moglich, dass chemische Reaktionen das Gleichgewicht langsamer erreichen konnen
als angenommen. Dies kann bei Bindung von Metallen sowohl an natiirlichen
organischen Verbindungen, an geldsten Partikeln oder Mineraloberflachen”®7l als
auch bei Ligandenaustauschreaktionen178 der Fall sein. Bei unvollstandiger
Gleichgewichtseinstellung zum Zeitpunkt der Messung entspricht die ermittelte
Speziation demnach nicht jener im Gleichgewicht. Des Weiteren konnen empfindliche
thermodynamische Gleichgewichte leicht gestort werden, durchaus auch durch den
Messvorgang selbst”l.

Diese Gesichtspunkte machen deutlich, dass eine genaue Metallspeziation nur unter
Beriicksichtigung der zeitabhangigen Dynamik von chemischen Reaktionen
zuganglich ist und die Beschrankung auf ein statisches Gleichgewichtsmodell nicht
ausreicht. Wird beispielsweise nur eine Spezies, z.B. ein freies Metallion, selektiv von
einem Organismus aufgenommen, so ist nicht nur die Konzentration des freien Ions
fiir die Aufnahme entscheidend, sondern auch der Beitrag der freien Ionen, die durch
Dissoziation kinetisch labiler Metallkomplexe im betreffenden Zeitrahmen verfiigbar
wiirden(®0-s2],

Als ,labil” werden Komplexe bezeichnet, deren Dissoziationsgleichgewichte sich
rasch einstellen. Im Falle einer Reaktion erster Ordnung hangt die
Dissoziationsgeschwindigkeit von ko sowie der Konzentration des Metallkomplexes

ab. Ist demnach die Dissoziationskonstante bekannt, kann die Labilitat verschiedener
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Komplexe miteinander verglichen werden, falls bei der Messung gleiche
Konzentrationen vorliegen.

Komplexe, die nur langsam in freie Metall- und Ligandenionen dissoziieren,
werden als ,kinetisch stabil” (inert) bezeichnet. Folglich ist der urspriinglich
verwendete Terminus , Stabilititskonstante” fiir K irrefithrend, da K lediglich das
Verhaltnis der Assoziations- zur Dissoziationskonstanten entsprechend Gleichung [20]
wiedergibt und keinerlei Aussage iiber die Stabilitit des Komplexes zu treffen vermag.
(Verlauft eine Reaktion nach dem EIGEN-Mechanismus, d. h. die Geschwindigkeit der
Komplexbildung wird ausschlielich durch die Abstofsung zwischen dem Metallion
und einem Wassermolekiil aus seiner inneren Hydratationssphdre bestimmt, ist ka
konstant, K indirekt proportional zu ko und gibt damit Auskuntft tiber die Stabilitatis3l.)

Man beachte, dass die Begriffe ,labil” und ,inert” qualitative Eigenschaften von
Metallkomplexen suggerieren, eine derartige Klassifizierung jedoch erst unter dem

Bezugspunkt der experimentellen Zeitskala aussagekréftig ist. Die charakteristische
Lebensdauer 7 der Spezies M"und (ML)"" ist definiert als¢!:

1
™ =

und Toaymen = ki [21 a/b]

D

Unter Miteinbezug der experimentellen Zeitskala f.x gilt ein System als statisch, wenn

gilt:

feb 1 und _few 1 [22 a/b]

Tym Tmpym+n
Ein dynamisches System ist wiederum gekennzeichnet durch:

fep 51 und _few 9 [23 a/b]

Tym T(ML)m+n

Sofern die Bedingungen gemadfs Gleichungen [22 b] und [23 b] erfiillt sind, ist es
moglich einen Metallkomplex als ,inert” oder ,labil” zu klassifizieren und diese
Begriffe mit Hilfe der Geschwindigkeitskonstanten mit einer qualitativen Aussage zu

untermauern.
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2.1.3. Ionenaktivitat

Die bisher behandelten kinetischen Zusammenhidnge gelten lediglich in erster

3 mol

Néherung fiir stark verdiinnte ionische Lésungen (¥ ¢; <107°—). Fiir genauere

kinetische Untersuchungen ist das nicht-ideale Verhalten von Elektrolytlosungen zu
berticksichtigen, wonach die Konzentration ci (oder Radioaktivitdt) der i-ten Spezies
durch deren Ionenaktivitdt ai unter Miteinbezug des Aktivitatskoeffizienten y ersetzt

werden muss:

a =V ¢ [24]

Im Rahmen der ersten Bedingung der specific ion interaction theory (SIT) kann der
Aktivitatskoeffizient » eines Ions i mit Elementarladung z: in einer Losung mit der

Ionenstarke I durch folgende Gleichung beschrieben werden!4:

AT .
lg(y) = -z} - Teavi T Yk (i, k)m; [25]

A und B sind temperaturabhidngige Konstanten, di der effektive Durchmesser des
hydratisierten i-Ions, &(i,k) der Koeffizient fiir die spezifische nahe Wechselwirkung der
Spezies i und k sowie m; Molalitat des Ions k. B- di ist ein empirischer Parameter, der
mit &1,k) korreliert und fiir welchen Werte von 1,0 bis 1,6 kg!>mol? vorgeschlagen
wurden. Die zweite Annahme der SIT lautet, dass &(i,k) fiir ungeladene Spezies oder
Ionen der gleichen Ladung null betragt.

Eine hohe Bedeutung in der Ermittlung von Aktivitatskoeffizienten kommt gemafs

GIL. [25] der Ionenstiarke des Mediums zu, definiert als:

1 1
I=2-(cy-2f +ep-2z5+..) =5 Kici - 7} [26]

Eine Zusammenfiihrung der Gleichungen [20], [24], [25] und [26] ldsst den direkten
Einfluss der Ionenstarke auf die Kinetik der Komplexierung von Metallionen erkennen.
Die Abhéangigkeit thermodynamischer Gleichgewichtskonstanten von der Ionenstarke
wurde von DANIELE et al. anhand von Protonierungskonstanten anorganischer und

organischer Sauren studiert und folgender Zusammenhang postuliert!®:
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\/7 Iref )

log(K()) = log (K(lef)) — A~ 2" <1+B.\/7_1+B-\/E

3
+C(I = L) + DIz — I?

L) 27

I und I kennzeichnen die tatsdchliche sowie die Referenzionenstarke, z* ist ein Term,
der die Elementarladungen der Ionen beriicksichtigt, wahrend C und D durch
geeignete Regressionsmethoden bestimmbare empirische Koeffizienten darstellen.
MAJLESI et al. bestétigten die Giiltigkeit von Gl. [27] fiir die Komplexierung von Mo(VI)
und W(VI) mit einigen Polyaminocarboxylaten!®.

Ahnliche Zusammenhinge wurden auf Grundlage der molekularen
Reaktionsdynamik fiir kinetische Ratenkonstanten abgeleitet. So behandelt der
Formalismus zur Theorie des Ubergangszustands (transition-state theory) (Abb.7) die
Ionenstarkeabhangigkeit ebenfalls als Resultat sich andernder

Aktivitatskoeffizienten!6s!.

A aktivierter Komplex

Ubergangszustand

pot

Produkte

»
>

Reaktionsverlauf

ADbb. 7: Energiediagramm zur Veranschaulichung der Theorie des Ubergangszustands.

Nach Anwendung des DEBYE-HUCKEL-Formalismus erhélt man folgende Beziehung;:

22 AT 22 AT | (21+25)%- AT
1+B71,  1+B1y 14B-7y

In(k) = In(ky) — [28]
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A bezeichnet eine temperaturunabhingige Konstante, B betrigt 0,329+/1 A1 (25°C). r1
und 72 entsprechen den Radien der Reaktanten, r; dem Radius des Ubergangs-
zustands, deren Bestimmung im Regelfall durch Naherungslosungen (z. B. r¢=r2, wenn
r2>> r1) umgangen werden kann.

Unter der Annahme, dass r =7 =7, =7 undB-r K1 ist, vereinfacht sich

Gleichung [28] zu:

(k) =In(kg) +2 -2, -2, A1 [29]

Es ist folgerichtig anzumerken, dass auf Grund des grofien Einflusses der
Ionenstarke auf die thermodynamischen und kinetischen Parameter Studien der
Kinetik entweder bei konstanter Ionenstirke durchzufithren sind oder
ionenstarkeabhéangige Messungen auf [ = 0 oder I = « extrapoliert werden sollten!®.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Ausnahme einer Versuchsreihe unter
konstanter Ionenstdrke gearbeitet, wobei zu Zwecken der Nachahmung
physiologischer Losungen NaCl zu deren Einstellung gewdhlt wurde. Die
Probendetektion erfolgte mit durch vergleichende Messungen der Radioaktivitat,
weshalb Ionenaktivitatsbetrachtungen mit Ausnahme des o.g. Versuchs in erster

Naherung aufler Acht gelassen werden kénnen.

2.2. Analytische Methoden der Speziationskinetik

2.2.1. Vorbetrachtungen und Anforderungen an analytische Verfahren

Die Bestimmung von Reaktionsraten im wafirigen Medium setzt eine moglichst
genaue Kenntnis der Reaktanten, Stochiometrie und Produkte voraus, wobei nicht
alleine die Identifizierung einzelner Spezies (Koordination, Stereochemie,
Stochiometrie, Ladung, Aggregatszustand) im Vordergrund steht, sondern auch deren
Abhédngigkeit von Konzentration anderer Reaktionsteilnehmer, pH, Ionenstarke (und
Gegenionen) und Temperatur. Es gilt hierbei ebenfalls zu beachten, dass Reaktanten in

Wirklichkeit eine Mischung verschiedener Spezies darstellen und sofern diese in ihrer
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Reaktivitdt ahnlich sind oder sich in einem labilen Gleichgewicht befinden
moglicherweise kinetisch nicht unterscheidbar sind. Die physikalischen und
chemischen Eigenschaften der untersuchten Spezies entscheiden in aller Regel iiber die
gewadhlte Analysemethode.

Im Allgemeinen miissen Messtechniken zur Bestimmung der Speziationskinetik

folgende Kriterien erfiillen:

¢ Die gewadhlte analytische Methode muss in einer Zeitskala vollzogen werden die jene
der untersuchten kinetischen Prozesse unterschreitet.

¢ Das Analyseverfahren sollte in der Lage sein — sofern sie es nicht vermag, alle
vorkommenden Spezies zu differenzieren — zumindest die analysierte Spezies
selektiv von anderen zu unterscheiden, wobei vor allem bei schneller Kinetik (im
Vergleich zur Analytik) eventuelle Bildungs- und Abbaureaktionen zu
beriicksichtigen sind.

¢ Die Empfindlichkeit der Untersuchungsmethode sollte fiir Konzentrationen
ausreichen, die nur einen Bruchteil der Ausgangskonzentrationen der
Komponenten ausmachen.

¢ Der Einfluss der Messtechnik auf die Ausgangsspeziation der Probe sollte
ausgeschlossen sein, indem das Mef3system beispielsweise vor Beginn der Messung
mit der Probe aquilibriert wird.

¢ Hohe Zuverlassigkeit sowie Genauigkeit sind lediglich durch optimale Kontrolle
iiber das analytische Verfahren bzw. der Versuchsanordnung zu erreichen. Dieser
Gesichtspunkt umfasst nicht nur die experimentellen Bedingungen (Ionenstarke,
pH, Temperatur, Konzentration der Reaktonsteilnehmer), sondern auch mogliche

Wechselwirkungen mit Verunreinigungen oder Puffersubstanzen.

Bei der Untersuchung von typischen Zusammensetzungen metallo-
radiopharmazeutischer Substanzen kommt den genannten Kriterien unterschiedlicher
Stellenwert zu. Angesichts von hier auftretenden Metallkonzentrationen von 10-%-10¢

mol/L stellt eine kinetische Studie an Radiopharmaka besondere Anspriiche an die
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Empfindlichkeit des Messverfahrensi“. Gemessen an der Tatsache, dass es sich in der
Regel ~um  kinetisch  stabile  Spezies mit  verhdltnismifiig  geringen
Dissoziationsgeschwindigkeiten handelt, sollte die Messtechnik in der Lage sein, die
Speziation {iiber eine Zeitskala von Sekunden bis hin zu Tagen zu iiberwachen. Die
Notwendigkeit einer Erfassung schneller Reaktionen (< 102 s) ist hingegen nicht zu
erwarten.

Im Folgenden werden einige Messtechniken vorgestellt, die potentiell fiir die
Bestimmung von Speziationskinetiken unter diesen Gesichtspunkten geeignet sind.
Methoden zur Bestimmung schneller Reaktionen, wie z. B. continuous flow-, stopped
flow-, quenched flow-Methoden, Relaxationsmethoden (u. A. Temperatur-
sprungmethode), Ultraschallabsorption und Flash- oder Laserphotolyse werden an

dieser Stelle nicht behandelt.

2.2.2. Elektrochemische Methoden

Die Verwendung ionenselektiver Elektroden ist eine rasche und effiziente Moglichkeit,
die Aktivitdt einer einzigen Metallspezies — beispielsweise die des freien Metallions —
zu bestimmen®®I. Primadr wird das elektrische Potential Ex im Gleichgewicht
ermittelt, welches durch die in der NERNST-Gleichung beschriebenen Gesetzmafsigkeit

mit der Aktivitdt des freien Metallions aym im Zusammenhang steht:

Exg = Egpm y, + 22 - log (aym) [30]

Em bezeichnet das Elektrodenpotential, E ,me,Msdas Standardelektrodenpotential, R die
molare Gaskonstante, n die Aquivalentzahl und F die FARADAY-Konstante. Die
Ionenselektivitdt der Elektroden beruht auf ionophoren Polymerbeschichtungen. Ein
Vorteil dieser Mefimethode ist die Beschrankung auf einen Messvorgang mit geringem
Zeitaufwand. Nachteilig ist die eingeschrankte Empfindlichkeit, in der Regel vor allem
bei erhohten Chloridkonzentrationen (z.B. bei Meerwasserproben)l.

Im Gegensatz zu ionenselektiven Elektroden, mit Hilfe derer die Potentialdifferenz

zwischen Betriebs- und Referenzelektroden ermittelt wird, werden bei voltammetrischen
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Methoden zur Metallspeziation Oxidations- und Reduktionsstrome in Abhdngigkeit
vom angelegten Potential gemessen. Hierbei wird als Betriebselektrodenmaterial in der
Regel Quecksilber verwendet, welches zur Steigerung der Empfindlichkeit mit einigen
Metallen (z. B. Cadmium, Kupfer, Zink) — je nach Untersuchungsobjekt — legiert oder
nach Komplexierung mit spezifischen Liganden mit entsprechenden Metallionen
gekoppelt werden kann. Haufig werden voltammetrische Verfahren durch Variation
des Betriebselektrodenpotentials modifiziert. Schrittweise Erhéhung (anodic stripping
voltammetry) oder Verminderung (cathodic stripping voltammetry) des Betriebspotentials
wahrend der Messung erlaubt eine Regulierung von Redoxreaktionen und eine
qualitative Bestimmung der Metalle anhand der bei Oxidationsstufendnderungen
ermittelten charakteristischen Stromstarken. Voltammetrische Methoden zeichnen sich
durch sehr hohe Empfindlichkeit aus (Konzentrationen von 10-"' mol/l sind generell
ausreichend®®?) und sind in der Lage identische Elemente unterschiedlicher
Valenzzustande in waéssrigen Losungen (z.B. Cr(IIl)/Cr(VI)) zu unterscheiden. Es ist
jedoch zu beachten, dass das voltammetrische Signal auch von kinetischen Parametern
wie z. B. der Geschwindigkeit des Stofftransports der Spezies vom Bulk zur Elektrode,
der Reversibilitdt von Reaktionen an der Elektrode und der Labilitat von Komplexen
abhiéngig ist. Folglich sind die Messergebnisse aufgrund des Informationsgehalts nur
mit Vorsicht zu interpretieren.

Generell kann die Labilitdt eines Metallkomplexes durch Messung der Stromstarke
in Abhangigkeit von der Zeit bestimmt werden®®]. Im Messzeitfenster labile
Metallkomplexe neigen an der Elektrodenoberflache zur Dissoziation, wodurch die
Konzentration der zum Messzeitpunkt verfiigbaren freien Metallionen hoher geschatzt
wird als sie tatsachlich ist.

Zur Studien der Metallspeziation sind voltammetrische Techniken vor allem bei
Untersuchungen natiirlicher Gewéasserproben weit verbreitetil. In der Regel wird das
voltammetrische Signal wéhrend der Titration der Probe mit dem betreffenden
Metallion beobachtet. Bei hohen Metallkonzentrationen erreicht die Titrationskurve
einen linearen Bereich, der die Sattigung aller metallbindenden Liganden

kennzeichnet. Durch Extrapolation des linearen Kurvenanteils in Richtung der x-Achse
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kann im Folgenden die gesamte Komplexierungskapazitit der Liganden ermittelt
werden. Zusammen mit der konditionellen Gleichgewichtskonstante und der
Kapazitiat konnen nun Riickschliisse iiber die Konzentration der freien Ionen gezogen
werden. Kc wird wiederum mit Hilfe von Linearisierungsmethoden und nicht-linearen
Fits aus der betreffenden Titrationskurve erhalten. In einer Variante dieses Verfahrens
wird vor Titration ein Ligand mit bekannten Eigenschaften zugegeben, welcher mit
dem Probenliganden um die Komplexbildung konkurriert. Eine selektive Messung der
Metallkomplexe des zugegebenen Liganden nach Gleichgewichtseinstellung
ermoglicht sodann die Bestimmung der Konzentration der freien Ionen und des
Probenliganden®*7l. JANSEN et al. verwendeten die Voltammetrie bereits zur
Untersuchung von Speziationskinetiken anhand von Zink(II)-Verbindungen®. Hierzu
werden die effektiven Messzeiten der voltammetrischen Messung variiert, durch z. B.
Regulierung der Pulszeit in der Differential-Puls-Voltammetrie. Ferner wurden
chemisch modifizierte, mit Kationenaustauscher versehene Elektroden eingesetzt. Die
Messung erfolgt hierbei in Abhédngigkeit von der Dauer der Wechselwirkung der

Probe mit der Elektrodel*101,

Die Elektromigrationsmethode beruht auf der Korrelation zwischen Kinetiken nahe
dem  Gleichgewicht wund Elektrodiffusion!2-1%4, Ausgehend von einer
Komplexierungsreaktion entsprechend Gl. [18] wurde folgender Zusammenhang der
Ratenkonstanten mit dem Elektrodiffusionskoeffizienten D. gefunden!'4I:

B2k (L) (g gy man)?
e (ka-[L™]+kp)3

[31]

E bezeichnet den elektrischen Feldgradienten, wuym unduyym+n die elektro-
phoretischen Mobilititen von M" und (ML)™". Diese Methode setzt zundchst die
Bestimmung  von  uymundugpyym+n  voraus.  Anschliefend werden die

Diffusionskoeffizienten in Abwesenheit eines externen elektrischen Feldes (D) und in
Anwesenheit eines konstanten elektrischen Feldes (Dewy) ermittelt (D, = Dgyp — D). Ist

die thermodynamische Gleichgewichtskonstante K bekannt, so lassen sich mittels Gl.
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[20] die Assoziations- und Dissoziationskonstanten ermitteln. BOZHIKOV et al.
ermittelten auf diese Art und Weise die kinetischen Ratenkonstanten fiir die
Komplexierung von Hf(IV) mit DTPA, Vergleichswerte mit anderen Techniken stehen

allerdings noch ausl'%4.

2.2.3. Spektroskopische Methoden

Infrarotspektrometrie findet bei der kinetischen Analytik der Metallkomplexierung in
wassriger Losung kaum Verwendung, da Wassermolekiile und solvatisierte Ionen
Licht im Infrarotbereich absorbieren. Ehemals fiir Studien des H/D-Austausches
angewandt, wurde diese Methode mittlerweile weitgehend von der NMR-

Spektroskopie verdrangt.

Die UV/Vis-Spektrometrie hingegen wurde fiir die Analyse von Reaktions-
geschwindigkeiten insbesondere bei Reaktionen von Ubergangsmetallkomplexen
haufig eingesetzt. Bei genauer Kenntnis der molaren Extinktionskoeffizienten
samtlicher untersuchten Spezies sind sogar Bestimmungen von komplexeren

Reaktionen mit Reaktionsordnungen grofier 1 moglich(®l.

Fluoreszenzspektroskopische ~ Methoden sind nicht auf Metallkomplexe mit
aromatischen Liganden, wie beispielweise Porphyrine beschrankt, sondern wurden
unter Anderem auch im Stopped-Flow-Betrieb angewandt, um Austauschkinetiken der
Komplexe Ca(EDTA)*> und Tb(EDTA) zu bestimmen. Hierbei wurde der durch
Austausch von H20 mit EDTA-Liganden versurachte Anstieg der Lumineszenz von

Tb* gemessen!1%],

Polarimetrische Methoden sind vor allem fiir die Analyse von Reaktionen chiraler
Verbindungen, die mit stereochemischen Veranderungen einhergehen, von

Bedeutung'°l.



THEORETISCHER HINTERGRUND 29

Waéhrend die NMR-Spektroskopie fiir eine grofie Vielfalt kinetischer Untersuchungen
anwendbar ist, so beispielsweise fiir den H20-Austausch in inerten Aquokomplexen,
Protonenaustausch, Elektronentransfer- und Substitutions-reaktionen!®, sind EPR
(Electron paramagnetic resonance)-spektroskopische Untersuchungen auf die Beteiligung

paramagnetischer Spezies angewiesen.

Obwohl die Gesamtheit aller spektroskopischen Verfahren mit grofiem Abstand die
am hdufigsten angewandte Technik zur Analytik chemischer Reaktionsverldufe
darstellt, sind diese Methoden fiir Untersuchungen auf dem Tracer-Level aufgrund

ihrer mangelnden Empfindlichkeit ungeeignet!“l.

2.2.4. Physikalische Trennmethoden

Die Chromatographie stellt ein weit verbreitetes Verfahren zur Separation von
Verbindungen in einer mobilen Phase durch Affinitatsunterschiede zur stationaren
Phase (hdufig Sdulenmaterial) dar. Eine Verbindung bleibt hierbei (bei konstanter
Flussrate der mobilen Phase) je langer an der stationdren Phase assoziiert, desto starker
die entsprechende spezifische Wechselwirkung ist.

Eine Separation aufgrund von Unterschieden in der effektiven Grofle der Komplexe
wird durch die Grofienausschluss-Chromatographie (size exclusion chromatography)
erreicht. Hierbei besteht die stationdre Phase aus porosem Gelmaterial mit definierter
Porengrofienverteilung. Diese Trennmethode findet vor allem bei natiirlichen
organischen Verbindungen, wie z. B. Fulvin- oder Huminsduren Verwendung
(Diaphragma-Methode).

Als Variante der Grofienausschluss-Chromatographie sei die so genannte
modifizierte HUMMEL-DREYER-Technik genannt. Dieses Verfahren wurde urspriinglich
fiir Protein-Wirkstoff-Bindungsstudien angewandt und eignet sich gut zur
Untersuchung von Metall-Ligand-Wechselwirkungen. Hierbei wird in der mobilen
Phase ein Uberschuss von Metallionen zugesetzt, um Dissoziationsprozesse labiler
Komplexe wiahrend der Trennung zu vermeiden!"7H1®l. Anschlieflend wird der

stationdren Phase Ligandenldsung zugefiihrt. Es bilden sich folglich Komplexe bis sich
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ein Gleichgewicht zwischen der Konzentration der freien Metallionen in Losung und
dem Liganden einstellt. Verbliebene Metallionen passieren die stationdre Phase
langsamer als Metallkomplexe, welche von der Gelmatrix ausgeschlossen werden. Die
modifizierte HUMMEL-DREYER-Methode dient in erster Linie der Studie von Metall-
Ligand-Bindungen. Als nachteilig erweist sich die Tatsache, dass herkommliche
Gelmaterialien fiir die Groflenausschluss-Chromatographie in geringem Mafse auch

freie Metallionen binden kénnen oder molekiilgroffenunabhingige Effekte zeigen!'l0-

[112],

2.2.5. Extraktion freier Metallionen

Die selektive Extraktion freier Metallionen mit Hilfe von Ionenaustauscherharzen
oder chelatisierenden Sdulenmaterialien - gefolgt von der quantitativen Analyse der
adsorbierten Metallionen — ist ein gebrauchliches und verhaltnismaflig giinstiges
Verfahren zur Bestimmung der Speziation"l. Hierbei kann die Extraktion entweder
kontinuierlich (Sdaulenextraktion) oder diskontinulierlich betrieben werden, indem das
Extraktionsmittel mit der zu analysierenden Probe &quilibriert wird. Die Zeit der
Wechselwirkung des Extraktionsmittels mit der Probe, auch Kontaktzeit genannt,
betragt Sekundenbruchteile bis Stunden im kontinuierlichen Modus und kann im
diskontinuierlichen Betrieb gar auf Tage hinaus gedehnt werden.

Eine prdzise Bestimmung der Konzentration der freien Metallionen setzt eine
genaue Kenntnis der Stabilitdt aller Metallspezies voraus, die prinzipiell zum
jeweiligen Metallion dissoziieren konnen. Je hoher demnach die Labilitdt eines
Metallkomplexes und langer die Kontaktzeit, desto hoher ist die ermittelte
Konzentration an freiem Metallion!''4115. Die Extraktion freier Metallionen wurde
nichtsdestotrotz bisher nur in wenigen Studien zur Quantifizierung der Labilitdt von
Metallspezies herangezogen. So untersuchten CHAKRABARTI et al. die Kinetik der
Komplexierung von Aluminium, Cadmium, Kupfer, Blei und Zink mit den
Chelatliganden EDTA, NTA und Fulvinsdure mittels diskontinuierlicher Chelex-
Extraktion"®l. Die kontinuierliche Chelex-Extraktion wurde von PROCOPIO et al. zur

Bestimmung der Dissoziationskinetiken einiger Kupfer- und Bleikomplexe
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verwendet"”l. Das Ionenaustauscherharz Chelex-100 scheint zur Extraktion
polyvalenter  freier = Metallionen  besonders gut  geeignet!!“118l.  Das
Divinylphenylstyrol-Copolymer enthalt chelatisierende Iminodiacetatgruppen, ist im
pH-Bereich 2 bis 12 stabil und funktionell aktiv("'¥! (Abb. 8).

CHp—COO"

CH,—COO"

Abb. 8: Chelatisierende funktionelle Gruppen von Chelex.auf Styrol-DVB-Matrix.

2.3. Free-Ion Selective Radiotracer Extraction (FISRE)

2.3.1. Vorbemerkungen

Die FISRE-Technik erganzt die herkémmliche Extraktion freier Metallionen um die
Verwendung von Radionukliden hoher spezifischer Radioaktivitat zur Unterscheidung
und  Detektion  verschiedener = Metallspezies.  Prinzipiell  schlieit  die
Versuchsanordnung die Anwendung von Anionen- oder Mischbettionenaustauschern
nicht aus. Da FISRE in der vorliegenden Arbeit in der Hauptsache mit dem
Kationenaustauscher Chelex-100 angewendet wurde, geht die folgende Erlauterung
des Versuchsprinzips von einer Metallionenextraktion mit Kationenaustauscherharz

aus.

2.3.2. FISRE im kontinuierlichen Betrieb fiir Studien der Dissoziationskinetik

Das Prinzip der Ermittlung von Dissoziationsratenkonstanten durch kontinuierliche
Extraktion freier Metallionen (Abb. 9) basiert auf der Variation der Kontaktzeit der
Metallkomplexe mit dem Extraktionsmittel. Diese wird in der Praxis durch
Verwendung unterschiedlicher Volumina der stationdren Phase oder unterschiedliche
Flussraten der mobilen Phase realisiert. Je langer die Kontaktzeit, desto mehr Zeit steht

dem Metallkomplex zur Dissoziation in Anwesenheit des Extraktionsmittels zur
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Verfligung. Demnach gibt die Relation zwischen Kontaktzeit und der Konzentration
einer beteiligten Spezies Aufschluss liber die Dissoziationskinetik.

Ein derartiger Ansatz erscheint unkompliziert, in der Realitdt stellt jedoch die
Wechselwirkung chemischer Prozesse in Probe mit Komplexdissoziation und
nachfolgender Extraktion freier Metallionen besondere Anforderungen an die
Zusammensetzung des Extraktionssystems und der Probe sowie Sorgfalt mit deren
Umgang dar. Will man die Dissoziationskinetik korrekt erfassen, miissen in diesem

Zusammenhang einige Kriterien erfiillt sein:

¢ Es ist dringend erforderlich, dass ein aus einem Metallkomplex dissoziiertes freies
Metallion umgehend an das Austauscherharz bindet. Daher ist die Anwesenheit freier
Ligandenionen in unmittelbarer Nahe des Metallkations zu vermeiden, da diese das
Kation potentiell vor dem Austauscherharz abschirmen konnten. Ein derartiger
Effekt wiirde zu der Messung einer geringeren Dissoziationsrate fiihren, als diese in
der Realitit ware. Dieses Kriterium wird in der Regel durch unterschiissige
Verwendung des Liganden im Vergleich zur Metallkonzentration erfiillt und nach
Moglichkeit mit Berechnungen der thermodynamischen Speziation der Probe
untermauert. Desweiteren kann die Bedingung durch einen Vergleich der
Dissoziationskinetiken bei unterschiedlichen [M™]/[L"]-Verhéltnissen empirisch
uberpriift werden.

¢ Das gesamte analytische System, in welches die Probe injiziert wird, d. h. die mobile
Phase sowie die Ionenaustauschersiaule, miissen im Verhaltnis zur Probe einen
Uberschuss freier Metallionen aufweisen. Diese Voraussetzung fiihrt dazu, dass
sobald nach Injektion der Probe ein Metallkomplex dissoziiert, der gebildete freie
Ligand aus statistischen Griinden — wenn iiberhaupt — bevorzugt mit einem anderen
freien Metallion re-assoziiert. Ausgehend von einer Komplexierungsreaktion
entsprechend Gl. [18] wiirde sich die Nettodissoziationsrate bei Unterdriickung der

Re-Assoziation folgendermafien vereinfachen:

_d[ML™T

i kp - [(ML)™™"] [32]
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Eine derartige Simplifizierung ist allerdings nur moglich, wenn das Verfahren die
Metallionen nach ihrem Ursprung (System oder Probe) zu differenzieren vermag.
Zur Differenzierung der Metallionen wird ein radioaktives Isotop des entsprechenden
Metalls zur Probe hinzugefiigt. Um die Dissoziation bei geringen
Metallkonzentrationen bestimmen zu konnen wird idealerweise ein Nuklid mit
hoher spezifischer Aktivitit und guter Detektierbarkeit im Tracermafsstab
verwendet. Da sich unter diesen Bedingungen die chemischen Eigenschaften der
radioaktiv markierten Metallionen und Komplexe nicht von dem nicht-radioaktiven
unterscheiden ist eine Extrapolation von Radioaktivititsmessungen auf die
Gesamtheit der Metallspezies in der Probe zuldssig. Wahrend des Kontakts der
Probe mit dem Ionenaustauscherharz wird die Extraktion freier radioaktiver
Metallionen aufgrund des hohen Gradienten in der spezifischen Aktivitit (Bq
radioaktives Metall pro mol Metall) zwischen mobiler und stationdrer Phase
begiinstigt. Dieser Effekt kann wiederum statistisch veranschaulicht werden:
Aufgrund der erheblich hoheren Konzentration von Metallionen an der stationadren
Phase ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein spezifisches Metallion in die mobile Phase
tiberfiihrt wird viel geringer als dass das Gegenteil eintrifft. Das Resultat ist ein
Nettotransport der radioaktiven Metallionen in Richtung der stationdren Phase.
Zuletzt gilt es sicherzustellen, dass sowohl das Extraktionssystem als auch die Probe
vor Beginn eines Extraktionsschritts sorgfaltig dquilibriert sind, so dass durch
unvollstindige Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts hervorgerufene
Messschwankungen vermieden werden. Grofste Sorgfalt gilt vor allem der
Aquilibrierung  der Probe, um die Ubertragbarkeit von ab initio-

Speziationsrechnungen zu gewahrleisten.
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HPLC Pumpe
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Abb. 9:  Schematische Darstellung des kontinuierlichen FISRE-Betriebs. Die Probe stellt ein sich im
thermodynamischen Gleichgewicht befindendes Gemisch von inaktiven freien Metallionen im Uberschuss,
radioaktiven freien Metallionen in vernachlissigbaren Tracermengen und die durch den unterschiissig vorhandenen
Liganden gebildeten aktiven und inaktiven Metallkomplexe dar. Die mobile Phase beinhaltet lediglich freie
Metallionen im ansonsten identischen Medium. In der Zeit, die dem radioaktiven Metallkomplex zur Verfiigung
steht, mit dem lonenaustauscher zu reagieren, kann prinzipiell Dissoziation und Re-Assoziation erfolgen. Der hohe
Uberschuss an inaktiven Metallionen vermindert jedoch die Wahrscheinlichkeit einer Re-Assoziation des Liganden
mit einem radioaktiven Metallion drastisch. Somit befindet sich im Eluat eine geringere Menge an Radioaktivitit als
zu Beginn der Wechselwirkung mit der stationdren Phase. Diese Differenz ist abhingig von der Flussrate der
mobilen Phase bzw. der Kontaktzeit des Metallkomplexes mit dem lonenaustauscher. Die im Eluat gemessene

Radioaktivitit ist demnach ein Maf fiir die Zahl der nicht dissoziierten Komplexe.

Sind die genannten Kriterien erfiillt, beschreibt Gl  [32] die
Dissoziationsratengleichung fiir Reaktionen (pseudo-) erster Ordnung. Die Integration

liefert eine exponentielle Funktion erster Ordnung:

[(ML)™ "] = [((ML)™* "] - e7F0 [33]
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t bezeichnet hier die Kontaktzeit des Komplexes mit dem Extraktionsmittel,
[(ML)™*"], die Ausgangskonzentration und [(ML)™*"], die Konzentration des
Komplexes bei gegebener Kontaktzeit. Ein Plot der relativen Konzentrationen
[(ML)™™], /[(ML)™*™], gegen t liefert tber eine graphische Auswertung die
Dissoziationsratenkonstante kp. Tragen zwei oder mehr kinetisch unterscheidbare
Spezies iiber Parallelreaktionen zum Dissoziationsprofil bei, miissen in Gleichung [33] i

Terme fiir den Beitrag von i Spezies beriicksichtigt werden:

[(MLY™"], = Zi[(ML);™ "], - eFpet [34]

2.3.3. FISRE im diskontinuierlichen Betrieb fiir Studien der Dissoziationskinetik
Der Bestimmung von Dissoziationsratenkonstanten inerter Metallkomplexe mit kb <
1038 s sind mit Hilfe des kontinuierlichen FISRE-Betriebs durch die Dimension der
Ionenaustauschersaule und hohem Fehler durch Schwankungen der Pumpenleistung
bei geringen Flufiraten (< 1uL/min) enge Grenzen gesetzt. Aus diesem Grund wurde
ein Batch-Betrieb einwickelt, der Ermittlung der Langzeitdissoziation ermdglicht. Der
Versuchsaufbau entspricht jenem von Abb. 9, ebenso die durch die Zusammensetzung
von Extraktionssystem und Probe vorgegeben Randbedingungen. Im Unterschied zum
kontinuierlichen Betrieb wird jedoch die Probe nicht als Gemisch von nicht-
radioaktiven Metallionen, Radiotracer und Ligand &quilibriert, sondern zunachst die
Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts zwischen radioaktiven
Metallionen und dem Liganden sichergestellt. Anschlieffend werden nicht-radioaktive
Metallionen zugegeben und Extraktionsschritte mit konstanter Flussrate in mehreren
Zeitintervallen nach der Zugabe durchgefiihrt. Es wird somit der im Komplex durch
Dissoziation bedingte Metallionenaustausch detektiert, wobei der Detektionszeitraum
unabhingig von der Kontaktzeit des Komplexes mit dem Extraktionsmittel ist.
Vielmehr ist die Detektionszeit von der Detektierbarkeit bzw. der Halbwertszeit des
applizierten Radiotracers abhidngig. Werden die Gesamtkonzentrationen der

verwendeten Metallionen, Liganden, Puffer und Salze sowie pH und
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Versuchstemperatur identisch gewahlt, erlaubt der Batch-Betrieb eine direkte
Fortfiihrung des durch den  kontinuierlichen  FISRE-Betrieb erhaltenen
Dissoziationsverlaufs.

Ein vergleichbarer Ansatz ist zur Bestimmung von Assoziationsratenkonstanten
moglich, findet allerdings in der vorliegenden Arbeit keine Verwendung, weshalb fiir

detaillierte Informationen auf entsprechende Literatur verwiesen wird!¢3/65-e71,

2.3.4. Erfassung metalloradiopharmazeutischer Zusammensetzungen

Dissoziation

Rezeptorbindung

Proteinbindung

Metallaustausch

Ligandenaustausch

Linkerbruch

Metabolisierung

Radiolyse

Abb. 10: In vivo-Reaktionspfade zielspezifischer Metalloradiopharmaka nach Administration.

Die Dissoziation des Metallchelats stellt nur einen mdéglichen in vivo-Reaktionspfad
eines Metalloradiopharmakons nach Administration dar. Dieses unterliegt im

Blutkreislauf einer groflen Vielfalt mdglicher biologischer und chemischer
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Wechselwirkungen (Abb. 10)1. Hierzu zdhlen neben der Rezeptorbindung kompetitive
Reaktionen mit freien Metallionen (vorwiegend Ca? und Fe*) und Anionen (Abb. 11),
Proteinwechselwirkungen (z. B. mit Transferrin) sowie Abbaureaktionen (Linkerbruch,
Metabolisierung, Radiolyse usw.)!20121. Vor diesem Hintergrund ist eine analytische
Methode zur Ermittlung der Speziationskinetik und Dissoziation lediglich als
erganzendes Verfahren zur praklinischen Charakterisierung von Radiopharmaka zu
betrachten, da hierdurch in aller Regel genannte Nebenreaktionen nicht berticksichtigt
werden.

Bei der Untersuchung von Dissoziationskinetiken radiopharmazeutischer
Verbindungen  ist es  zweckmafsig, die  Reaktionsbedingungen  der
Radiopharmakasynthese oder optimierten und erprobten Markierungsbedingungen
anzupassen. Diese Herangehensweise ermoglicht zwar direkte Korrelationen der
Dissoziationskinetik mit dem Assoziationsverhalten, schrankt jedoch die Aussagekraft
iber die in vivo-Dissoziation ein, da signifikante Unterschiede in den

Konzentrationsverhéaltnissen vorherrschen.

Phosphat
0,2%

Lactat 1,2%

Abb. 11. Kreisdiagramme der prozentualen Verteilung anionischer Spezies in Blutplasma.
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Der Ubertragbarkeit der Versuchsbedingungen von Markierungexperimenten auf
FISRE-Studien sind durch inhdrente Grundvoraussetzungen der Methode enge
Grenzen gesetzt. So gilt es sicherzustellen, dass eine Anwendung von
Markierungsbedingungen (pH-Wert, Ionenstirke, Art der Inertsalze und
Losungstemperatur) keinesfalls auf Kosten der Quantitit und Selektivitdt des
Ionenaustausches im Rahmen des FISRE-Experiments erfolgt.

Einen Kompromiss stellen im Allgemeinen die Konzentrationsverhéltnisse in FISRE
dar. Losungen von Metalloradiopharmaka enthalten den Metallkomplex in einer
Konzentration von etwa 10--10° mol/L, wobei Liganden in der Praxis im Uberschuss
appliziert werden, um freie Metallionenkonzentrationen zu vermeiden. Die
Anwendung von FISRE im Sinne einer Extraktion kationischer Radiotracer mit
analoger Zusammensetzung der Versuchslosung resultiert hingegen in einer
Verfdlschung der Messergebnisse aufgrund der Anwesenheit freier Ligandenionen!®l.
Als Mittelweg ist es folglich sinnvoll, die Metall-/Ligandkonzentrationen bei FISRE-
Experimenten auf dem Tracer-Level zu wahlen und den geringsten
Metallioneniiberschuss zu  ermitteln und anzuwenden, bei dem die
Dissoziationskinetiken unverfalscht wiedergegeben werden.

Die Menge des applizierten Radiotracers pro FISRE-Probe (< 150 kBg/mL) steht
ebenfalls im Kontrast zu typischen Zusammensetzungen von Radiopharmaka (> 50
MBg/mL), ist jedoch zugunsten der Wirtschaftlichkeit und Handhabbarkeit der
Analysemethode praktikabel. Im Vergleich derartiger Losungen steht die
unterschiedliche Ausprdagung radiolytischer Prozesse im Vordergrund. Unter
Radiolyse wird die Trennung einer chemischen Bindung aufgrund von ionisierender
Strahlung verstanden, in verdiinnten Losungen eingeleitet durch die
strahlungsinduzierte Zersetzung von Wassermolekiilen unter Bildung von u. A.

Radikalspezies und solvatisierten Elektronen eg, 122!
H,0 ws— H,0,, H, OH, H ez, ,H" .. [35]

Dem Studium radiolytischer Prozesse in Radiopharmaka wird zunehmende

Bedeutung beigemessen, insbesondere bei Immunokonjugaten harter 3-Emitter, wobei
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Radikalfanger wie z. B. Gentisin- und Ascorbinsdaure als Stabilisatoren Verwendung
finden'?M121, Die Analyse der Labilitit von Metallkomplexen setzt einen mdoglichst
geringen Einfluss von Radiolyseeffekten auf das Reaktionsgeschehen voraus. Diese
sind in FISRE-Experimenten prinzipiell nicht auszuschliefien, sollten jedoch durch die
Anwendung von Radionukliden in verhdltnismafiig geringer Konzentration
vernachldssigbar gering sein. Es gilt ferner zu beachten, dass sich lediglich Radiolyse
auf intermolekularer Ebene potentiell auf die mittels FISRE bestimmte
Speziationskinetik  auswirkt, ~wéhrend intramolekulare Zersetzungsprozesse

(Autoradiolyse) keinerlei Einfluss auf die FISRE-Messung austiben.

2.4. Theoretischer Hintergrund zu den untersuchtem Metallkomplexen

2.4.1. Radiotracer
2.4.1.1. Radioaktivitit und radioaktiver Zerfall

Der Begriff Radioaktivitat (lat. radiare = strahlen) beschreibt die Eigenschaft
instabiler Atomkerne, sich spontan und unbeeinflussbar umzuwandeln. Die
Strukturanderung der Atomkerne geht mit einer Energieabgabe in Form von
ionisierender Strahlung durch Emission von Teilchen und/oder y-Quanten einher.

Zu den wichtigsten und haufigsten Arten der Kernumwandlung gehoren die a-, B-
und y-Strahlung. Die in dieser Arbeit verwendeten Nuklide stellen entweder reine p-
Strahler (*°Y) oder B-Strahler mit y-Anteil (*'Tb, '$¢Re) dar, weshalb in den folgenden
Ausfiihrungen ausschliefilich auf f- und y-Strahlung eingegangen wird.

Radioaktiver Zerfall ist eine Reaktion erster Ordnung gemafs:

X —>Y + 7 +A4E [36]

X entspricht dem Mutter-, Y dem Tochternuklid, Z dem emittierten Teilchen/Quant und
AE der kinetischen Energie von Z. Im statistischen Mittel ergibt sich folgendes

Zeitgesetz[130) [1311;
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—S=1-N [37]

Z—IZ bezeichnet die Zerfallsrate [s], N die zur Zeit t vorhandenen Atomkerne und A die

nuklidspezifische Zerfallskonstante [s']. Unter der Voraussetzung, dass bei t=0 N=0
und zum Zeitpunkt ¢t N=N, ist, kann durch Integration von Gl. [37] das radioaktive

Zerfallsgesetz abgeleitet werden:
Ny = N, - et [38]
Ny bezeichnet die Anzahl der radioaktiven Atome zum Zeitpunkt t=0, N: jene zum

Zeitpunkt t. Die Aktivitit A entspricht der Zerfallsrate (SI-Einheit [s?], auch als Bg

(Becquerel) bezeichnet) und ist proportional zu N gemaf3:

A=1-N [39]
Somit gilt:
A=Ay -e [40]
mit A, , = %AO erhélt man:
Ar,j, = 28y, e 00 [41]

t172 wird Halbwertszeit genannt und entspricht der Zeit, nach der im statistischen
Mittel die Halfte der radioaktiven Atome eines Nuklids zerfallen ist. Eine Aufldsung

von Gl. [41] nach ¢;zergibt:

In2
tip == [42]

Unter pB-Zerfall versteht man eine Kernumwandlung unter Emission eines Elektrons

(B7) oder Positrons (B*). Die allgemeinen Kernreaktionsgleichungen lauten:

X — 4V +e +7, [43]

und
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X — ;Y +et + v, [44]

Wiéhrend die Massenzahl A unverdndert bleibt, erhoht (B-) oder erniedrigt (B*) sich
die Kernladungszahl Z um eine Einheit. Neben der Emission von Elektronen und
Positronen werden Antineutrinos v, und Neutrinos v, freigesetzt. Da sich die
Zerfallsenergie statistisch zwischen den p-Teilchen und den Neutrinos bzw.
Antineutrinos verteilt, wird fiir die Energie des P-Partikels ein kontinuierliches
Spektrum gemessen.

Befindet sich ein aus einem radioaktiven Zerfall entstehendes Tochternuklid in
einem energetisch angeregten Zustand, so kann die Relaxation zum Grundzustand
durch Emission von Photonen mit diskreter Energie erfolgen. Dieser Vorgang wird als
y-Strahlung bezeichnet.

Die Reichweite der y-Strahlung {ibertrifft jene der B-Strahlung aufgrund der
ladungsbedingt geringeren Wechselwirkung mit Materie. Dieser Umstand macht
niederenergetische y-Emitter fiir bildgebende Verfahren in der Medizin interessant
(Gamma-Szintigraphie), wahrend B-Strahler tiiberwiegend fiir radiotherapeutische

Anwendungen verwendet werden.
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2.4.1.2. Die Nuklide Y, 6'Tb und #8Re
In Tab. 5 sind die wichtigsten chemischen und physikalischen Eigenschaften der

verwendeten Radionuklide und entsprechenden stabilen Isotope zusammengefasst.

Tab. 5: Physikalische und chemische Eigenschaften der verwendeten Radionuklide!'36],

Nuklid 0y 161Th 185Re

Zerfallsschema NY D0Zr + e+ 7, 11Th>161Dy + e+ V+ v 185Re>1880s + e + V,+ ¢
Produktion 0Sr/Y-Generator  19°Gd(n,y)'**Gd () 188\7/188Re-Generator
Halbwertszeit 641h 6,88 d 16,98 h

Eg (max.) [MeV] 2,28 0,593 2,12

Eg (D)[MeV] 0,934 0,155 0,764

Ey [keV] - 26,49, 75 (9,8%), 58, ... 155 (15%), 633, ...
Atomgewicht [amu] 89,907151886 160,927569919 187,958114438
Kernspin 2 3/2 1
Elektronenkonfiguration [Xe] 4f° 6s? [Xe] 4f° 6s2 [Xe] 4f' 5d5 6s?
Elektronegativitat (Pauling) 1,2 1,22 19

Ionenradius (Oxidationszahl) 90 pm (+3) 92,3 pm (+3), 76 pm (+4) 63 pm (+5), 53 pm (+7)...

Das am haufigsten applizierte therapeutische Nuklid ist *Y. Es entsteht durch B--
Zerfall des Mutternuklids °Sr und ist ein reiner B-Strahler. Im Gewebe geben B~
Partikel zudem nach Wechselwirkung mit Materie einen Teil ihrer Energie in Form von
elektromagnetischen Wellen ab (Bremsstrahlung). Zur weiten Verbreitung des Y in
der nuklearmedizinischen Praxis trdgt neben der hohen Teilchenenergie die
ausgezeichnete Verfligbarkeit bei, da “Sr (ti>= 28,8 a) als Spaltprodukt in
Kernreaktoren anféllt und sich somit hervorragend fiir die Generator-basierte
Produktion von Y  ohne zugesetzten Trager (no-carrier added) eignet. Die
Halbwertszeit des Y von 64,1 h ist im Hinblick auf Produktion, Synthese des
Radiopharmakons und Transport gut geeignet!®. Ein Nachteil der Anwendung von
0Y stellt die Abwesenheit von y-Photonen dar, wodurch zwar die
Ganzkorperstrahlenbelastung verhaltnismaflig gering ist, ~ Untersuchungen der
Bioverteilung, Pharmakokinetik und Dosimetrie jedoch erheblich erschwert sind. Die

maximale Reichweite der B-Strahlung von Y im Gewebe betragt etwa 9-11 mm (0,5 bis
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4 mm in Knochensubstanz)!’*3l. Freies *YCls im menschlichen Korper hat eine hohe
Knochenmarkstoxizitat und Schadigung der hamatopoetischen Stammzellen zur Folge
(Myelosuppression)!*4. Untersuchungen der Pharmakokinetik an Ratten ergeben, dass
nach intravendser Gabe von *YCls zundchst eine rasche Eliminierung aus dem Blut
erfolgt (Aktivitaitsabnahme von 11% auf 0,14% der injizierten Aktivitdt nach 24 h). Die
Leber nimmt 5 Minuten nach der Injektion 18% der angewendeten Aktivitit auf,
wobei die Aufnahme nach 24 h auf 8,4 % abfidllt. Im Knochengewebe wird die
maximale Aktivititsaufnahme nach etwa 6 h erreicht. Lediglich 31% der injizierten
Aktivitat werden tiber 15 Tage hinweg {iber Stuhl und Urin ausgeschieden!’*.

Im Gegensatz zu Y ist 'Tb trotz radiopharmazeutisch interessanter
Nuklideigenschaften!’¥1138 (sowohl niederenergetische y- als auch B-Emission mit
hohem Anteil an Auger- und Konversionselektronen im Vergleich zu z. B. 77Lu) wenig
verbreitet. Der Hauptgrund hierfiir ist in der aufwendigeren Darstellung des Nuklids
zu suchen. Die bevorzugte Methode zur Produktion von 'Tb hoher spezifischer

Aktivitat (theor. 4,36 TBq/mg) ist indirekter Art, durch die Neutronenbestrahlung von

stabilem '°Gd und anschlieffendemf --Zerfall gemaf3 160Gd(n,y)lélGdﬁ—;161Tb. Die
Halbwertszeit von 'Gd betrdagt tiz= 3,6 min 3. Diese Methode setzt eine
nachfolgende  chemische Separation  des ©Tb  von  Gd  mittels
Ionenaustauschchromatographie voraus. Alternativ ist Tb durch doppelten
Neutroneneinfang von Tb entsprechend »Tb(2n,2y)'*'Tb zuganglich, aufgrund der
verhdltnismafiig  geringen spezifischen Aktivitit des Produkts ist dieser
Produktionsweg allerdings wenig sinnvoll. Zur Biodistribution von freiem '¢'TbCls
sind bislang keine Daten verfiigbar, jedoch ist davon auszugehen, dass freies *'Tb in
Analogie zu anderen freien Seltenerdmetallionen {iberwiegend in Knochen und Leber
akkumuliert wird 1391,

Der B-Emitter Re (ti2= 16,98 h) kann analog zum System *Sr/*Y {iber einen
Generator aus dem B~-Zerfall des Mutternuklids W (ti2= 69 d) gewonnen werden!'4l.
18W  selbst wird in Forschungsreaktoren mit hohem Neutronenfluss iiber eine
mehrwochige (>20 d) Bestrahlung von W entsprechend der Reaktion

186W (1, y)"W(n,y)'W produziert!'4l. 1%5Re weist eine maximale -Energie von 2,12 MeV
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mit einer y-Komponente (15%) von 155 keV, welche zur Dosimetrie und Bildgebung
herangezogen werden kann’2. Die Emissionscharakteristik von ®Re lasst auf eine
maximale Reichweite von 23-32 mm im Gewebe (3-5 mm in Knochensubstanz)
schliefen!"l. Die pharmakokinetischen Eigenschaften von ®Re wurden iiberwiegend
anhand des Perrhenats '®ReOs in Mausen untersucht!'144, Zusammen mit dem
Pertechnetat *mTcOs zeigt es eine dem Iodid dhnliche Biodistribution, bei welcher die
Aufnahme vorwiegend in Magen, Speichel- und Schilddriise erfolgt. Im Falle des
#mTcOs konnen drei Tage nach Injektion noch etwa 30% der eingesetzten Aktivitdt im
Bereich der Verdauungsorgane gefunden werden, wahrend iiber den Stuhl nach 8
Tagen etwa 60% der Aktivitat ausgeschieden!®l. Eine vergleichbare Ausscheidungsrate

ist auch fiir das Perrhenat zu erwarten.

2.4.1.3. Beta-Spektrometrie

Die Ermittlung der Aktivitit von B-strahlenden Nukliden ohne y-Emission in
fliissigen Proben erfolgt tiblicherweise mittels Fliissigszintillationszahlung, haufig als
LSC (engl. Liquid Scintillation Counting) bezeichnet. Dieser Messmethode liegt das
Prinzip zugrunde, dass bestimmte organische Verbindungen (Szintillatoren) nach
Einwirkung ionisierender Strahlung angeregt werden und durch Aussendung von
Photonen zum Grundzustand relaxieren!*/1'7], Diese Photonen werden anschlieffend
detektiert. Der schematische Aufbau einer LSC-Vorrichtung ist in Abb. 12 dargestellt.
Organische Verbindungen mit Phenyl-, Naphthyl-, Biphenylgruppen sowie Oxazol
werden in Alkylbenzolen (Toluol, etc.) gelost als Szintillatormolekiile verwendet. Das
untersuchte Radionuklid wird in diesem Szintillationscocktail geldst oder suspendiert
und kann in Probenbehéltern (Vials) aus Polyethylen oder Glas zur Messung gegeben
werden. Im Photomultiplier treffen die von der Probe emittierten Photonen auf die

Photokathode, an der wiederum Elektronen ausgestofien werden.
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Abb. 12: Schematische Darstellung einer LSC-Apparatur.

Diese werden anschlieflend elektronenoptisch fokussiert, an mehreren Dynoden
vervielfacht und l6sen schliefflich durch Kontakt mit der Anode einen elektrischen
Impuls aus. Der Photomultiplier selbst tragt durch thermische Photonenemission zu
einer Untergrunderhdhung bei, weshalb in neueren Gerdten {iiblicherweise zwei
Photonenvervielfacher in Koinzidenzschaltung angeordnet sind (siehe Abb. 12).
Dadurch werden Impulse, die nicht innerhalb einiger Nanosekunden von beiden
Photomultipliern erzeugt werden aus dem Signalweg genommen. Simultane Impulse
gelangen iiber einen Analog-Digital-Wandler zu einem Mehrkanalanalysator, der die
energieaufgeloste Darstellung der Impulsrate durch Kanalzuordnung der Impulse
ermoglicht.

Die Energietibertragung zwischen Radionuklid und Photomultiplier kann durch
komplexe Prozesse, deren Gesamtheit man als Quenching bezeichnet, gestort werden.

Man unterscheidet zwischen chemischem Quenching (Energieaufnahme mit
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anschliefender strahlungsloser Relaxation), Farbquenching (Photonenabsorption
durch fluoreszierende Molekiile), Phasenquenching (Auftreten mehrerer Phasen in
Szintillatorlosung) und Konzentrationsquenching (Photonenabsorption bei hohen
Szintillatorkonzentrationen). Fiir Absolutmessungen ist deshalb eine Quenchkorrektur
durchzufiihren, beispielsweise unter Verwendung einer externen geschlossenen y-
Quelle (transformed Spectral Index of External Standard, tSIE). Hierbei ist die y-Quelle in
Probennédhe im LSC-Gerét integriert. Es wird ein Compton-Spektrum aufgezeichnet,
dessen Form von der Probenumgebung (Quench) abhéngig ist. Die Veranderung des
Spektrums wird als tSIE-Wert registriert und dient somit als Maf fiir das Quenching in
der Probe.

Eine alternative, mit Fliissigszintillationszdhlern anwendbare Zdahlmethode stellt die
sogenannte CERENKOV-Zihlung dar. P.A. CERENKOV entdeckte 1934, dass geladene
Teilchen, deren Geschwindigkeit die Phasengeschwindigkeit des Lichts im
betreffenden Medium {iibertrifft, eine blauliche Leuchterscheinung verursachen! 4811141,
Dieses Phanomen wird als CERENKOV-Effekt bezeichnet und z. B. in Abklingbecken
von Kernreaktoren beobachtet. Es beruht auf der Tatsache, dass geladene Teilchen
wahrend ihrer Bewegung durch ein dielektrisches Medium Atome lings der
Teilchenflugbahn kurzzeitig polarisieren. Diese polarisierten Atome relaxieren unter
Emission von Photonen. Ist die Teilchengeschwindigkeit vr kleiner als die
Lichtgeschwindigkeit ¢’ im Medium, so ist durch destruktive Interferenz der
elektromagnetischen Wellen keinerlei Strahlung messbar. Ist jedoch vr grofier als c,
werden die Photonen schneller erzeugt als die Ausloschung stattfinden kann.
Zwischen ¢’ und der Lichtgeschwindigkeit im Vakuum ¢ gilt folgender
Zusammenhang:

=%
c= [45]

Das Eintreten des CERENKOV-Effekts ist somit von der Geschwindigkeit des

Teilchens und vom Brechungsindex (Brechzahl) des Mediums 7o abhangig. Es gilt:

-0,5
Em = 0,511 - [(1 - %) - 1] MeV [46]
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no betragt fiir Wasser 1,333 (bezogen auf Vakuum, 20°C), wodurch sich die
CERENKOV-Schwellenenergie Emin fur Elektronen in Wasser zu 0,263 MeV berechnen
lasst. Die Photonenausbeute einer CERENKOV-Messung ist von dem Anteil der p-
Energie iiber dem Schwellenwert abhdngig und kann durch Verwendung von
Polyethylenvials anstelle von Glassvials zusatzlich erhoht werden. Die Vorteile von
CERENKOV-Messungen  gegenitber 1SC  liegen in dem  Verzicht auf
Szintillationscocktails und dem Ausbleiben chemischen Quenchs.

Die in dieser Arbeit untersuchten Tracerproben der hoherenergetischen B-Strahler
Y und '®Re eignen sich aufgrund ausreichend hoher p-Energien gut fiir CERENKOV-
Zahlungen, jene des °'Tb sind zu Zwecken einer optimalen Zihlausbeute iiber

Fliissigszintillationszdhlung zu quantifizieren.

2.4.2. °°Y- und 'Tb-Komplexe

2.4.2.1. Chemie der seltenen Erden

Die die Elemente Scandium, Yttrium und die Lanthanoiden umfassende Gruppe der
Seltenerdmetalle nehmen bevorzugt die Oxidationsstufe +3 ein. Gemafs HSAB-Prinzip
werden Seltenerdmetallkationen als harte Sauren eingestuft und zeichnen sich durch
hohe Oxophilie aus. Im Gegensatz zu den d-Elektronen der Ubergangsmetalle handelt
es sich bei den 4f-Elektronen der Seltenerdmetalle um durch 5s?-, 5pf- und 6s*
Elektronenorbitale  abgeschirmte  Elektronen. Der  Ligandenfeldeffekt  ist
verhaltnisméfiig schwach, wobei die koordinative Umgebung des Metallions geringen
Einflufd auf dessen magnetische Eigenschaften ausiibt. Die 4f-Elektronen sind nicht an
der Bindungsblidung beteiligt, daher sind die Wechselwirkungen zwischen
Seltenerdmetallionen und Donoratomen iiberwiegend ionischer Natur. Die
unvollstandige Abschirmung der 4f-Elektronen von der Kernladung bewirkt eine fein
abgestufte Abnahme der Ionenradien der Lanthanoiden (La-Lu) mit steigender
Kernladungszahl (Lanthanoiden-Kontraktion, Abb. 13). Scandium und Yttrium
werden aufgrund dhnlicher Ionenradien, Koordinationschemie und Redoxverhalten

haufig als ,Pseudo-Lanthanoide” bezeichnet. Freie Seltenerdmetallionen sind in
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wassriger Losung je nach lonengréfle von 7 bis 10 Wassermolekiilen koordiniert,

welche bei Komplexierungsreaktionen vom jeweiligen Liganden verdrangt werden

konnen!2!,

130 +
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-‘3 701 H3+
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Abb. 13: Ionenradien der Lanthanoiden sowie Scandium und Yttrium.

Seltenerdmetallionen bilden in wassriger Losung bereitwillig Prazipitate mit

Carbonat-, Phosphat- und Hydroxidanionen (Tab. 6).

Tab. 6: Loslichkeitsprodukte einiger ausgewihlter Yttrium- und Terbiumverbindungen!!50M151],

Verbindung logKsp Verbindung logKsp
Y(OH)s -24,1 Tb(OH)s -24,3
Y2(COs)s -31,5 Tb2(COs)s -34,9
YPOu -25,0 TbPOx -25,4

Insbesondere Phosphat- und Carbonatanionen konkurrieren um die Bindung mit
freien Seltenerdmetallionen im Blutkreislauf. So wird die Akkumulation letzterer in

Knochengewebe haufig der hohen Affinitat zu Phosphatanionen zugeschrieben!'>2.
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Eine direkte, kovalente Bindung von Seltenerdmetallionen an Biomolekiile ist nicht
moglich, daher werden bei trivalenten Metallen bifunktionelle, kovalent an

Biomolekiile gebundene Chelatoren als Linker benétigt.

2.4.2.2. Komplexe mit offenkettigen Polyaminocarboxylaten

Im Vergleich zu den inerten Komplexen trivalenter Ubergangsmetalle (z.B. Cr®)
verlaufen Substitutionsreaktionen bei Seltenerdmetallkomplexen im Allgemeinen
schneller ab. 1958 analysierten BETTS et al. die ersten Metallaustauschreaktionen an
EDTA-Komplexen der Lanthanoide, weitere Untersuchungen folgten anhand der
Komplexe Ln(EDTA), Ln(HEDTA), Ln(DCTA) und Ln(DTPA)> (%61 Da nach
Koordination der hexadentaten EDTA- oder oktadentaten DTPA-Liganden an
trivalente Seltenerdmetalle (Koordinationszahl i. A. 8 oder 9) keine freien funktionellen
Gruppen verfiigbar sind und die Bildung binuklearer Intermediate beeintrachtigt ist
treten direkte Austauschreaktionen nur mit geringer Wahrscheinlichkeit auf. Die
Ergebnisse einiger Studien deuten darauf hin, dass der Metallaustausch in diesen
Komplexen im pH-Bereich von 4-6 iiber die Dissoziation der ein- bzw. zweifach
protonierten Komplexspezies ablduft 811162, Die Zahl der am Metallion koordinierten
Carboxylgruppen nimmt durch deren Protonierung ab und erleichtert somit die
Komplexdissoziation. Eine allgemeine Beschreibung der in wadssriger LOsung
auftretenden Gleichgewichtsreaktionen von Seltenerdmetallpolyaminocarboxylaten

kann durch folgendes Schema wiedergegeben werden:

+ H+ + +]
(ML)™*" (MHL)™"1 (MH,L)™"™*? ——== (MH3L)"™*"? —=

K; Kz K3 Ky
kA() kDo kAl kDI kAZ kDZ kA3 kD3

[47]
M™ 4+ L1 M™ +HLn+1 MM +H2Ln+2 MM +H3Ln+3
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Ki, K; K3 und K: bezeichnen die thermodynamischen Konstanten der
Protolysegleichgewichte (siehe Tab. 7), k4, und kp, die Assoziations- und

Dissoziationskonstanten der n-fach protonierten Komplexspezies.

Tab. 7: Thermodynamische Konstanten der Protonierungs- und Yttrium(IIl)-Komplexbildungsgleichgewichte von

EDTA und DTPA (25°C, I=0,1 NaCl oder I=1,0 K/HCI)!1501

Kation Gleichgewicht EDTA DTPA
logK
H Lo+ H = HL 9,42 +0,05 9,45 +0,03
HL™ + H* 2 Haln2 6,22 +0,07 8,21 +0,09
HoL2+ H* 2 HaLn3 2,88 +0,04 4,09 +0,09
HaLm3+ H* & Haln+ 2,19 0,04 2,49 +0,07
HuLo+ + H = HsLns - 1,87+0,11
HsLrs + H* & HeLmo - L7+0,2
Heln*6 + H* = HyLn7 - 09+0,2
Y3+ Mm + Ln = MLmn 18,5 22,1

Das Ausmafi der Beitrdge der einzelnen Dissoziationspfade zur experimentell
bestimmten Ratengleichung einer Dissoziations- oder Isotopenaustauschreaktion ist
somit in erster Linie abhédngig von dem Metallion, dem Ligandentyp, Ionenstarke und
nicht zuletzt dem untersuchten pH-Bereich. GLENTWORTH et al. etwa schlugen
ausgehend von Isotopenaustauschstudien anhand des Systems *Y/Y(EDTA) im pH-
Bereich von etwa 45 bis 59 (Acetat-Puffer, 25°C, I = 0,1) folgendes

Geschwindigkeitgesetz vor!e:

V = kp - [Y(EDTA)] - [H*] + kp, - [Y(EDTA)"] - [H*]?

+kpy - [Y(EDTA)™] - [H*] - [Y3*]? (48]

mit kp;= 30 L-mol?-s?, kpy=5,2:10° L2mol2s? und kpy= 3,9:10° L2-mol?-s!. Der relative
Beitrag des letzten Terms zur Reaktionsrate ist in dem pH-Bereich mit unter 5% sehr

gering, jener des zweiten Terms - entsprechend der Dissoziation einer zweifach
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protonierten Spezies- betragt bei pH 4,5 40% und sinkt auf unter 5% bei pH 5,75. Man
beachte, dass die spontane (protonenunabhingige) Dissoziation des Y(EDTA)-
Komplexes in dem gefundenen Geschwindigkeitsgesetz vernachlassigbar ist.

Der Austausch der Carboxymethylenprotonen in Y(EDTA) und Ce(EDTA) in
Abhidngigkeit vom pH (2-5) wurde von LAURENCZY et al. "H-NMR-spektroskopisch
untersucht und ein vereinfachtes Geschwindigkeitsgesetz fiir die Dissoziation

vorgeschlagen!163l:

V = kopg - [M(EDTA)] [49]

Wihrend im Falle des Ce(EDTA) -Komplexes die zweifach protonierte Spezies nicht

detektiert wurde entsprechend

kpobs = kpo + kpy - [H*] [50]

mit der Ratenkonstante der spontanen Dissoziation kpo= 2-10 s und kp= 2,9-10° L-M-

.51, lautet der Ausdruck fiir Y(EDTA)-

kpobs = kpo + kpy - [HT] + kp, - [H*]? [51]

kpo wurde nicht veroffentlichten Ergebnissen zufolge von LAURENCZY et al. zu 1-10# s
bestimm(tl163],

Im Vergleich zu den EDTA-Komplexen der Seltenerdmetalle wird den
entsprechenden DTPA-Komplexen eine hohere Anfilligkeit fiir direkten
Metallionenaustausch zugesprochen. Diese Vermutung fufst einerseits auf der
Tatsache, dass die thermodynamisch stabile Spezies zweifach negativ geladen ist sowie
der Tendenz zur sterischen Hinderung der funktionellen Gruppen bei kleineren
Metallionenradien, erkennbar am Maximum der thermodynamischen
Komplexbildungskonstante K bei Dysprosium (Abb. 14)U¢4. Eine experimentelle

Bestatigung steht allerdings noch aus.
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Abb. 14: Thermodynamische Gleichgewichtskonstanten der EDTA-, DTPA- und DOTA-Komplexe der trivalenten
Seltenerdmetalle (Zu Sc(DOTA) und Pm(DOTA)- sind derzeit keine Daten verfiigbar )10

Prinzipiell folgt die Dissoziation der DTPA-Komplexe dem allgemeinen Schema
[47]. MCMURRY et al. untersuchten die Dissoziation des Y(DTPA)*-Komplexes mittels
einer Stopped-Flow-spektrometrischen Analyse des Ligandenaustausches mit
Arsenazo III (AAIIl) und ermittelten bei [Y-DTPA] = 1-10° mol/L und [AAIII] = 5-10°

mol/L die Konstante der protonenassistierten Dissoziation zu 144 s (I=0,2 NaClOx)!15,

Die DTPA-Komplexe der Seltenerdmetalle konnen aufgrund der eingeschrankten
Inversion (,,Umbrella-Flip”, Abb. 15) am koordinierten Aminstickstoff verschiedene
isomere Formen annehmen, wobei prinzipiell acht unterscheidbare Isomere gebildet

werden konnenl(1¢,

Inversion
"Umbrella-Flip"
@ ——
+M +M
A /A
B—\N—M %% M—NTB
C/ C

ADbb. 15: Inversion am koordinierten und unkoordinierten Aminstickstoff.



THEORETISCHER HINTERGRUND 53

Die 'H-NMR-Spektren der Pr* und Eu*-Komplexe von DTPA zeigen, dass bei
Raumtemperatur hauptsdchlich zwei Isomere von Bedeutung sind, welche in Losung
bei Temperaturen iiber 95°C rasch interkonvertieren. Der Austauschprozess erfolgt
hierbei nicht iiber Inversion des Aminstickstoffs, sondern iiber die Verschiebung einer
koordinierten = Acetatgruppe mit gleichzeitiger Drehung der Hauptketten-
Ethylengruppen zwischen den gestaffelten Konformationen (Abb. 16). Die kinetische
Konstante kex fiir den Isomerenaustausch ist stark vom Metallion abhangig und wurde
bei 278 K fiir Pr(DTPA)?* zu 265 s?, fiir Eu(DTPA)%* zu 360 s' und fiir Eu(DTPA)? zu

4300 s bestimmt(1é7],

OH, OH,

Ny H,
N
N 2
H 2 H H H
Hy Hp Ng Hy Hp N3  Hp Ha
H H H

Abb. 16: Mafsgebliche Isomere der Seltenerdmetall-DTPA Komplexe in Losung bei Raumtemperatur und Newman-

Projektion.

2.4.2.3. DOTA-Komplexe und Peptidrezeptorkonjugate

Die Bedeutung von DOTA als Komplexon zur Synthese thermodynamisch stabiler
Metallkomplexe wurde 1976 erstmals von STETTER et al. mit der Darstellung des bis
dahin thermodynamisch stabilsten Ca?-Komplexes hervorgehoben (logK= 15,85; 25°C,
I=0,1 KCl)'*8l. Angesichts der vergleichbaren Ionenradien von Ca?(106 pm) und jenen

der Lanthanoide (85-122 pm) wurden in den folgenden Jahren Untersuchungen an
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DOTA-Komplexen von Lanthanoiden insbesondere von DESREUX und MERCINY
vorangetrieben und deren Potential fiir radiopharmazeutische Anwendungen
erkanntl'®H172l, F{ir die Dissoziation der DOTA-Komplexe von Yttrium und den

Lanthanoiden im sauren Medium ist gemeinhin folgender Dissoziationsmechanismus

anerkannt(!72l;
HDOTA)]
langsam / \S\Chne//
H \\ schne//
M(DOTA) H[M( DOTA)] HMHDOTA)]* —— M3+ + H,DOTAZ

Ki
schnell

schne// H 5 [M DOT. A] *+ /angsam

Die Dissoziation wird durch die Protonierung einer oder mehrerer Carboxylgruppen
unter Entstehung von H[M(DOTA)] bzw. H:M(DOTA)]* eingeleitet. Der erste
Protonierungsschritt erfolgt hierbei an dem Sauertoffatom einer nicht koordinierten
Carboxylgruppe  ohne  Beeintrachtigung der  Koordinationssphdre.  (Bei
Protonenkonzentrationen kleiner 0,2 mol/L verlduft die Dissoziation ausschliefslich
iiber die einfach protonierte Spezies.) Anschlieffend wird ein Proton auf ein
Stickstoffatom im Ringsystem iibertragen, gefolgt von einer schnellen Dissoziation in
freies Metallion und Ligand.

Die Literatur zur Ermittlung der kinetischen Konstanten der sdurekatalysierten
Dissoziation von Seltenerdmetall-DOTA-Komplexen ist nicht nur aufgrund
unterschiedlicher Versuchsbedingungen und Messmethoden von sehr uneinheitlicher
Natur™l.  Auch die zugrundeliegenden mechanistischen Modelle und
Vereinfachungen sind vielfdltig, da die Berechnung der kinetischen Konstanten in
hohem Mafse von der Messgenauigkeit abhdngig ist. Generell gilt fiir die

Dissoziationsrate:

__ d[M—DOTA]

20T = kpops - [M — DOTA] ges [53]

koobs entspricht der beobachteten Dissoziationsratenkonstante (pseudo-)erster

Ordnung.
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Tab. 8: Beobachtete Dissoziationsratenkonstanten ko,oss der Komplexe Y-DOTA und Gd-DOTA.

Komplex kb,obs Ti2 pH T I Literatur
[s] (h] (K]
Y-DOTA 1,5-10% 12,8 1 310 0,1 [173]
1,9-10 102 1,5 310 0,1 [173]
3,3-107 583 2,0 310 0,1 [173]
2,0-10+ 0,96 2,0 298 3,0 (H,Na)CIOs4 [174]
Gd-DOTA 3,2-10° 60,2 1 310 0,1 [173]
9-107 214 1,5 310 0,1 [173]
5-10% 3929 2,0 310 0,1 [173]
2,1-10° 9,17 74 298 0,1 NaCl [175]

kp,obs stellt zu Zwecken des Screenings von kinetischen Stabilitdten verschiedener
Ligandenmodifikationen eine sehr niitzliche Grofle dar, gibt jedoch keine Auskunft
iiber die Abhéngigkeit der Dissoziation von der Protonenkonzentration. Einige Werte
aus der Literatur sind in Tab. 8 wiedergegeben.

Unter Bedingungen pseudo-erster Ordnung (Komplexiiberschuss relativ zum
Metallion oder hohe H*Konzentration) wird die pH-Abhangigkeit von ko,cs haufig
durch einen linearen Zusammenhang analog Gl. [51] wiedergegeben. Die
Ratenkonstanten koo, ko1 und ko2 ertffnen somit Vergleichsmoglichkeiten zu den

Komplexen der azyklischen Polyaminocarboxylate (Tab. 9).

Tab. 9: Ratenkonstanten der spontanen und protonen-assistierten Dissoziation einiger DOTA-Komplexe.

Komplex koo ko1 ko2 T I Literatur
[s7] Ms?] [M*sT] (K]

Y-DOTA - 2,310+ - 310 0,1 [173]
Eu-DOTA - 1,4-105 - 310 3,0 (H,Na)ClOs [172]
Gd-DOTA 5-10-10 2,0-10% - 310 3,0 (H,Na)ClOs [172]

5-108 8,4-10° - 298 1,0 NaCl [176]

Ce-DOTA - 8-10+ 2-10° 310 3,0 (H,Na)ClOs [177]
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Eine Beriicksichtigung des Dissoziationsmechanismus (Gl. [52]) erfordert eine
genauere Interpretation von koes. Es gilt zu beachten, dass [M-DOTA]ges in Gleichung
[54] die Gesamtkonzentration des Komplexes darstellt. Unter Miteinbezug der

protonierten Spezies entsprechend Schema [52] gilt nach Stoffbilanz:

[M — DOTA] 505 = [M(DOTA)™] + [M(HDOTA)] + [M(H,DOTA)*] [54]

Die thermodynamischen Gleichgewichtskonstanten Ki und K: sind definiert als:

_ [M(HDOTA)] _ [M(H,DOTA)*]

17 M(DoTA)"|-[H*] und 2 7 [M(HDOTA)-[H*] [553/b]
Es gilt:
— k1'K1'[H+]+k2'K1'K2'[H+]2
kD,obs T 1+ Ky [H¥]+Kq Ky [HY)? el

Bei schneller Protonierung von [M(DOTA)] ([H*] > 0,5 mol/L und [M(DOTA)] <
[M(HDOTA)]) lasst sich Gl. [56] zu folgendem Term vereinfachen!'74:

k _ katky Ky [HY] - kz-Ky-[HY]
Dobs =™ "1k, [HY] | 1+K,[H']

[57]
Hat K: einen kleinen Wert, kann es im Nenner vernachldssigt werden und es gilt
naherungsweise:

kD,obs =ky K- [H+] [58]
Ist die Protonenkonzentration hingegen klein ([H*] < 1-103 mol/L), gilt K;-[H*] « 1
und K; - K, - [H*] « 1 kann Gl. [56] folgendermaflen vereinfacht werden:

kD,obs =ky Ky - [H+] =ky [H+] [59]

Tab. 10 zeigt einige Literaturdaten zu den genannten kinetischen und
thermodynamischen Konstanten, welche mitunter durch hohe Diskrepanz

gekennzeichnet sind.
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Tab. 10: Raten- und Protonierungskonstanten der Dissoziation einiger DOTA-Komplexe.

Komplex Ki ki Kz ko Literatur
[s7] [s7]

Y-DOTA - - 57 3,7-10% [174]
1202 - 0,05 - [178]
20 - - - [173]
Eu-DOTA 63 1-10¢ 0,12 6,2-10* [172]
Gd-DOTA 634 - - - [179]
141 - - - [180]
200 - - - [181]

Im Vergleich zur Komplexierung von Seltenerdmetallen mit den azyklischen
Liganden EDTA und DTPA wird der vollstandig koordinierte Komplex mit dem
DOTA-Chelator sehr langsam gebildet. Die Bildung von Y-DTPA verldauft nach
Angaben von KODAMA et al. um einen Faktor 1600 schneller ab als jene von Y-
DOTALDI#2, Zur Assoziation von Seltenerdmetall-DOTA-Komplexen im schwach sauren
Milieu wurden zwei Mechanismen vorgeschlagen. Einerseits geht man davon aus, dass
das im pH-Bereich 6-7 primdr vorliegende H:DOTA?* zundchst schnell mit dem
Metallion das Zwischenprodukt [MH:DOTAYJ*, in welchem das Metallion aufSerhalb
der Kafigstruktur des DOTA-Liganden durch die Carboxylatgruppen koordinativ
gebunden ist. Dieses Intermediat steht im Gleichgewicht mit [MHDOTA], welches im
folgenden geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wiederholt deprotoniert wird.
Gleichzeitig wird das Metall in den Kafig eingebunden und die maximale
Koordinationszahl erreicht!'721177111831184 - Der zweite vorgeschlagene Mechanismus
beruht auf der Assoziation von dem Metallion mit HDOTA?*, der zwar in
verhdltnismafliig geringer Konzentration vorhandenen aber erheblich reaktiveren
DOTA-Spezies. In dem gebildeten Intermediat [MHDOTA] ist das Metallion
zusatzlich durch ein  makrozyklisches  Stickstoffatom  koordiniert. =~ Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist die Deprotonierung unter weiterer

Einbettung des Metallions in die Kafigstrukturl7el1$5101861  Generell ist die
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Komplexbildung im basischen Milieu begiinstigt, da die Deprotonierung der
Intermediate OH- -katalysiert ablauft. In der Praxis liegt der optimale pH-Bereich fiir
das Labelling von DOTA-Peptid-Konjugaten zwischen pH 4,0 und 5,0 87l Wahrend
bei kleinerem pH der Komplex zu langsam assoziiert, ist die Komplexbildung im
basischen pH-Bereich durch Bildung von Hydrolyseprodukten der Metallionen
eingeschrankt.

Die bisher vorliegenden Studien der Dissoziations- und Assoziationskinetik von
peptidgekoppelten DOTA-Komplexen mit Seltenerdmetallen sind vorwiegend
semiquantitativer Natur, da gemeinhin davon ausgegangen wird, dass das gekoppelte
Biomolekiil nur geringen Einfluss auf Mechanismus und Geschwindigkeit der Metall-
Ligand-Wechselwirkung ausiibt. SHERRY et al. untersuchten Unterschiede im
Komplexierungsverhalten und Gleichgewichtskonstanten im System Gd(DOTA)- und
Gd(DOTA-PA), einem Analogon mit einer {iber eine Peptidbindung an einen
Carboxylarm gekoppelten Propylamidgruppe (Tab. 11)188],

Die Assoziationskinetik ~wurde {iber spektrometrische Messungen des
Ligandenaustausches im System Gd(AAIIl)/ DOTA-PA untersucht ([Gd] = 9,410
mol/L ,[AAIII] = 7,6-105 mol/L, [DOTA-PA] = 3,7-10* mol/L; pH 4, 60°C) und eine
Assoziationsratenkonstante pseudo-erster Ordnung von kaoebs von 2-105 s ermittelt
(kaobs = 1-10° s fiir GA(DOTA)). Aufgrund der geringeren K von Gd(DOTA-PA)
wurde gefolgert, dass Gd* etwa 100 mal schneller aus Gd(DOTA-PA) dissoziieren
miisste als aus GA(DOTA)- (vgl. Gl. [20]). Aus Tab. 11 ist hingegen ersichtlich, dass die
Basizitdt der chelatisierenden Gruppen bei PA-Konjugation geringer ist, was der
protonenassistierten = Dissoziation  entsprechend  Schema  [52] tendenziell

entgegenwirkt.
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Tab. 11: Vergleich thermodynamischer Gleichgewichtskonstanten von DOTA (25°C, 1=0,1 KCI) und DOTA-PA
(25°C, 10,1 KNO5)!188112],

Kation Gleichgewicht DOTA DOTA-PA
logK

H* L»+H* = HL! 11,14 9,6
HL~! + H* & HaolLn+? 9,69 9,2

H:Lr2+ H* = HsLn3 4,85 4,4

HsLr3+ H = Haln 3,95 1,7

Gd3 Mm + L = MLmn 24,6 20,1

Y3+ Mm + L = MLmn 23,5 ~ 21,8

Insbesondere bei peptidkonjugierten DOTA-Komplexen ist der Einfluss
stereochemischer und struktureller Eigenschaften auf die Kinetik von Assoziation und
Dissoziation = der  Komplexe nicht auszuschliefen. Alleine in  den
Seltenerdmetallkomplexen von DOTA sind bereits vier isomere Formen moglich,
davon jeweils zwei NMR-spektroskopisch nicht unterscheidbare Enantiomerenpaare
(Abb. 17)ue91%1 Die Isomere A(8666) und A(AAAL) (major-Isomere M) weisen eine
reguldre antiprismatische Geometrie, die Isomere A(5666) und A(AAAL) (minor-Isomere
m) eine invertierte antiprismatische Geometrie auf (beide Cs-symmetrisch). Die major-
und minor-Isomeren unterscheiden sich in der Helizitdt der Carboxylgruppen bei

identischer Konformation des Tetraazamakrozyklus!'*l.
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A(B588) i; ;% A(AALR)

Ringinversion
Armrotation Armrotation
A(8555) 0 Kohlenstoft A(RALR)
. Stickstoff
. Sauerstoff

‘ Seltenerdmetallion

Abb. 17: Schematische Darstellung der isomeren Formen von DOTA-Komplexen der trivalenten Seltenerdmetalle.

Die Interkonversion der Enantiomerenpaare erfolgt durch Inversion der
Ethylengruppen des Ringsystems und schrittweiser oder konzertierter Rotation der
Carboxylat-Arme. Die Energiedifferenz der M- und m-Isomere betrdgt zwar einige

kJ/mol, die Interkonversionsbarriere wird jedoch weitaus hoher geschétzt. Im Falle von

Yb(DOTA) liegen die M-Isomere beispielsweise um 18 kJ/mol energetisch giinstiger als
die m-Isomere, wahrend fiir die Interkonversion 92 kJ/mol aufgewendet werden

miussen91l,
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Neuere 2D-NMR-Studien an Y-DOTATOC in H20:D:0 (90:10) bei pH 6,0 belegen,
dass der Komplex in Form von zwei Isomeren mit identischer DOTA-Konformation
vorliegt (Abb. 18), bedingt durch eine cis-trans-Isomerisierung entlang der DOTA-
Peptid-Verkniipfung  ((DOTA)CH2CO-D-Phe'HN-Amidbindung). Die cis/trans-
Isomerie ist unmittelbar mit dem Eintreten des Carbonylsauerstoffs der Amidbindung
in die Koordinationssphare verkniipft und erzeugt laut DESHMUKH et al. bei 290 K
zwei Signalsdtze mit einem Integralverhiltnis von etwa 33:67 zugunsten der trans-
Konfiguration. Die Energiebarriere fiir die Isomerisierung wurde zu etwa 71 kJ/mol

bestimmt(192],

Abb. 18: Strukturen der cis- und trans-Isomere von Y(III)-DOTATOC (entnommen aus Ref. [191]).

2.4.3. 1%Re(CO)s-Komplexe

Rhenium ist ein 1925 von NODDACK (geb. TACKE) und BERG entdecktes Element und
mit Mangan und Technetium der Gruppe VIla des Periodensystems zugehorig.
Aufgrund der Lanthaniden-Kontraktion sind die Ahnlichkeiten der physikalischen
Eigenschaften zwischen Re und Tc bedeutend hoher als jene mit Mangan (Tab. 12).
Grofle, Dipolmoment, Formalladung, Ionenbeweglichkeit, Lipophilie analoger

Komplexe von Tc und Re sind in aller Regel vergleichbar(1*.
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Tab. 12: Eigenschaften der Elemente Mangan, Technetium und Rhenium.

Element Elektronen- Oxidationsstufen Atomradius Ionenradien
konfiguration
Mn [Ar] 3d5 452 +2,+3,+4,7 127 67(+2), 70(+3), 46(+4)
(+2 bis +7)
Tc [Kr] 4d5> 5s2 +1, 42, +4, +7 136 92(+2), 72(+4), 62(+6), 56(+7)
(+1 bis +7)
Re [Xe] 4f4 5d5 652 +1, +2, +4, +7 137 72(+4), 61(+6), 53(+7)

(-3 bis +7 aufler -2)

Die chemischen Eigenschaften von Tc- und Re-Komplexen weisen hingegen
signifikante Unterschiede auf, die bei der Entwicklung von Re- und Tc-Radiopharmaka
deutlich zum Tragen kommen. Einerseits verlangsamt die verhaltnismaflig hohere
Ligandenfeldaufspaltung ~ bei =~ Re-Komplexen  Substitutionsreaktionen = am
Metallzentrum. Der bedeutendste Unterschied liegt jedoch in der Tatsache, dass
Rhenium in hohen Oxidationsstufen (+VII) thermodynamisch stabilere Komplexe
bildet bzw. nur wunter vergleichsweise drastischen Bedingungen in den
Oxidationsstufen +III/+V verbleibt!'*4. Aus diesem Grund richtet sich der Augenmerk
der Entwicklung von *mTc- und '®*Re/'®*Re-Radiopharmaka in dem letzten Jahrzehnt
zunehmend auf Komplexe mit Tc und Re in der niedrigen Oxidationsstufe +I 1%,
Gemafd HSAB-Prinzip sind die Zentralmetalle in der Oxidationsstufe +I weiche Sauren
und zeigen nur geringe Affinitit gegeniiber harten  Stickstoff- und
Sauerstoffdonorgruppen.

1994 stellten ALBERTO et al. die Bedeutung des in wassriger Losung darstellbaren
organometallischen Aquokomplexes fac-[Re(I)(CO)s(H20)s]* als Ausgangsverbindung

fiir Biomolekiilkonjugate heraus!'®.

OH,

OC’////,,,,BL‘\\\\\\OHZ M = Tc, Re

o | \OHQ

CO

Abb. 19: Chemische Strukturformel von fac-[M(I)(CO)s(Hz20)3]*.
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Tc(I) und Re(I) weisen in diesen Komplexen eine d®-Konfiguration im oktaedrischen
Feld auf - ein Indiz fiir hohe kinetische Stabilitdt. Leicht substituierbare Aquogruppen
ermoglichen eine Einfiihrung chelatisierender Liganden.

Wahrend unterhalb des physiologischem pH 7,4 fac-[Re(I)(CO)s(H20)s]* die
dominante Spezies ist, tritt unter basischen Bedingungen Deprotonierung und

Oligomerisierung ein (Abb. 20)171,

OH;, OH, OH, @ = Re(CO)’*

‘\\\\\\O H 2 L ‘\\\\\\O H L ‘\\\\\\O H
o, NoH, NoH

\\\\ //;‘ ’*OH"—‘ .—0H7.

HO XL OH

pH > 8 pH < 10-11 pH > 11

ADbb. 20: Schematische Darstellung der Hydrolyse von fac-[Re(I)(CO)s(H20)3]*.

Fir die Darstellung des  fac-Triaquatricarbonylrhenium-Kations  fac-
[88Re(CO)3(H20)3]* mittels Carbonylierung einer Perrhenatvorstufe wurden im
Wesentlichen in Schema [60] dargestellten Methoden A-D vorgeschlagen, wobei
Methode A lediglich fiir fac-[*mTc(CO)3(H20)s]* hohe Ausbeuten liefert und im Falle
von fac-['%Re(CO)s(H20)s]* ungeeignet ist!'8.
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1. HsPO, (98%)

Methode A:  ['8ReQ,]
2.CO/NaBH,4
75°C, 30 min.

1. HgPO, (98%)

Methode B:  ['®ReQ,]" - o+
2.CO /BHgyNH; OH
60°C, 15 min. —> 2
—> | oc, I WOH2
> 188
1. HgPO, (98% Re
Methode C:  ['®8ReQ,] 04 98%) OC/ I\OH

2. Nag[HgBCO3] / BHG’NHS
60°C, 15 min. CO

1. H3POy (98%)
ethode V. e
Methode D 188ReQ,] 60
2. BER / Nay[H3BCO3] /
BH3‘NH3
60°C, 15 min.

Wahrend in Methode B Kohlenmonoxid unmittelbar in die Reaktionslosung geleitet
wird”], verwendet Methode C Natriumboranocarbonat Na:[HsBCO:], ein Reagenz,
welches CO in situ nach Hydrolyse freisetzt!®112%. Diese Synthesevariante ist
insbesondere von grofler Bedeutung fiir die Entwicklung kommerzieller Labelling-Kits
(IsoLink® Mallinckrodt), da die Carbonylierung in der nuklearmedizinischen Praxis
durch den Verzicht auf Umgang mit CO erheblich vereinfacht wird. (Die Darstellung
des Boranocarbonats selbst erfolgt durch Einleiten von CO in eine auf -78°C gekiihlte
NaOH-Losung.) Unter Warmeeinwirkung entwickelt Na:[HsBCO:] im sauren Milieu
Kohlenstoffmonoxid unter gleichzeitiger Wasserstofffreisetzung. Daneben steht

[B(OH)4]- als Reduktionsmittel zur Verfiigung;:

2. +

0 OH,
\\ H*/100°C 188Re 0, OC///, ’ \\\\\\OHE’
C——BH3| ———HCOO™ +CO + H, + [BOH,] —> ﬁ*ﬂe“\

y oc¥” | YoH

co

Eine weitere Syntheseoptimierung (Methode D) von PARK et al. sieht den Einsatz von

BER als Festphasen-Reduktionsmittel und Anionentauscher in Kombination vorl20111202],
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X~ = BH4 (BER)

= 18Re0, (festphasengebundenes Perrhenat)

= A (festphasengebundenes Anion)

Abb. 21: Schematische Darstellung der funktionell aktiven Gruppen des Borhydrid-lonenaustauschers (BER) auf
Styrol-DVB-Matrix.

Nach erfolgter Reduktion kann iiberschiissiges BER durch Membranfiltration entfernt

werden.

Als Linkergruppen zwischen der Rheniumtricarbonyl-Einheit und Biomolekiilen
gelten Liganden mit Imidazolgruppen, also beispielsweise Histamin und Histidin
aufgrund schneller Komplexierung als besonders vielversprechend®?®. Die
Aminosdure Histidin vermag es, dreizdhnig und facial mit nur geringer Verzerrung
der Komplexgeometrie an das Metallzentrum zu koordinieren. Ist Histidin in eine
Proteinsequenz eingebunden, kann eine derartige tridentate Koordination nicht
erreicht werden. Zur Peptidkopplung von Biomolekiilen steht allerdings die primare

Aminogruppe zur Verfligung:

\\\\OH2 His-R/ 75°C, 30 min.
[62]
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3.1. Reagenzien

Zur Vorbereitung samtlicher Losungen wurde ausschlieslich iiber ein Millipore-
System (Milli-Q plus 185, Millipore, Schwalbach) gereinigtes Wasser verwendet
(Leitwiderstand < 18.5 MQ-cm, TOC: 1-5 ppb). Die Einstellung der Ionenstarke erfolgte
mit Natriumchlorid (99,999%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), jene der
pH-Werte mit Natriumhydroxid (98%, Fluka Chemie, Buchs, Schweiz), Salzsaure (37%,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) und den Puffersubstanzen MES (> 99%),
HEPES (= 99,5%), Piperazin (= 99%) und 1-Methylpiperazin (= 99,5%, jeweils Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen). Als nicht-radioaktive Metallverbindungen
wurden Yttrium(III)-chlorid-Hexahydrat (99,99%), Natriumperrhenat (99,99%) und
Terbium(III)-chlorid-Hexahydrat (99,999%, jeweils Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen) herangezogen.

Die zur Komplexierung eingesetzten Liganden waren DOTA (99,99%), DTPA
(>99%), EDTA (99,995%, jeweils Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) sowie
DOTANOC (> 95%), DOTATOC (> 95%, jeweils JPT Peptide Technologies GmbH,
Berlin), DOTATATE (> 97%, ABX GmbH, Radeberg) und DOTA-di(RGD) (> 95%), zur
Verfiigung gestellt von der Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin der LMU
Miinchen. Die zur Chelatisierung der Rheniumspezies benétigten Aminosauren und
Peptide L-Histidin, L-Carnosin und Gly-His (jeweils > 95%) wurden ebenfalls von der
Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin der LMU Miinchen synthetisiert und
bereitgestellt.

Als Ionenaustauscher wurden Chelex-100 (200-400 mesh), Dowex 50 WX 8 (jeweils
BioRad Laboratories, Miinchen), Dowex Marathon MSC, Amberlite CG-50 (Type I),
Dowex Marathon MR-3, Dowex Marathon WBA, Dowex Marathon MSA, DEAE
Sephadex A-50, DEAE Sephadex A-25, QAE Sephadex A-25, Amberlite IRA-400 (20-50
mesh), Dowex 1 X8 (jeweils Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), Eprogen
SynchroPak AX 300 (Bischoff Chromatography Analysentechnik und —gerate GmbH),
AG 1x8 (100-200 mesh), AG 1x8 (200-400 mesh), AG 1x8 (400- mesh, jeweils BioRad
Laboratories, Miinchen) sowie Poly-Prep-Sdulen der Fa. BioRad Laboratories

(Richmond, CA) verwendet.
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Fiir Reinigung- und Aufarbeitungszwecke verwendete Sduren waren -
gegebenenfalls verdiinnt — HCl (37%), HNOs (65%), HsPOs (98%) sowie H2SO4 (Oleum,
jeweils Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen).

Die Herstellung und Reinigung der Rheniumcarbonyl-Vorstufen erfolgte mit
Kohlenmonoxid (2.0, Reinheit > 99%) der Fa. Linde AG (Pullach), BHs-NHs (= 97%) und
NaReOs (99,99%) der Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen), PTFE-Filter (0,2
um) der Fa. Pall (Dreieich) sowie BER, welches entweder mit Hilfe von Amberlite IRA-
400 (20-50 mesh) und Natriumborhydrid (99,99%) entsprechend PARK et al. manuell
synthetisiert oder kommerziell bezogen (jeweils Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen) wurde 21, Ferner wurden IsoLink-Kits der Fa. Mallinckrodt (B.V. Petten,
Niederlande) verwendet.

Fiir analytische Zwecke kamen daneben Methanol (99,9%, Merck KGaA,
Darmstadt), TEAP Natriumhydrogencarbonat (=99,7%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen), der Fliissigszintillationscocktail Hionic-Fluor (Perkin-Elmer LAS GmbH,
Rodgau-Jiigesheim), ITLC-SG-Streifen der Fa. Gelman Science (Ann Arbor, MI) und

TLC-Streifen der Fa. Fluka Chemie (Buchs, Schweiz) zum Einsatz.

3.2. Herstellung und Reinigung der Radiotracer
3.2.1. Yttrium-90

20Y3 ohne Tragerzusatz (no carrier added) wurde mit hoher spezifischer Aktivitat aus
dem institutseigenen  *Sr/*Y-Generator in komplexierter Form als «-
Hydroxyisobutyrat eluiert und zur Verfligung gestellt. Die Entfernung eventueller *Sr-
Verunreinigungen und Uberfithrung in 0YCls wurde mittels
Ionenaustauschchromatographie durchgefiihrt. Hierzu wurde eine ungefiillte Poly-
Prep- Saule zunachst 30 Minuten mit 4 N HCI gespiilt. Anschliefend wurde ca. 1 g
DOWEX 50 WX 8 in 3 ml 6 N HCl-Losung suspendiert, auf die Sdule gegeben und
nacheinander mit jeweils 15 ml H20 (dest.), 0,1 N, 3 N, 6 N HCI und H20 gewaschen.
10 pl des *°Yttrium(Ill)-a-hydroxyisobutyrats (18,5 MBq bis 30 MBq) wurden mit 0,5
ml 0,1 N HCI versetzt und auf die Saule gegeben. Nach Zugabe von 50 ml 0,1 N HCl
und 7 ml 3 N HCl wurde die Aktivitit schliefflich mit 6 ml 6 N HCl eluiert. Das Eluat
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wurde nun im Stickstoffstrom bei 120 °C bis zur Trockne eingedampft, zur Beseitigung
von «a-Hydroxyisobuttersaure-Riickstanden mit 0,5 ml eines 1:1-Gemisches jeweils
konzentrierter H:50: (Oleum) und HNOs aufgenommen und wiederholt im
Stickstoffstrom bei 310 °C eingedampft. Der *YCls-Riickstand wurde in 0,4 ml 0,05 N
HCl aufgenommen und die Radioaktivitit wurde mit einem Aktivimeter des Typs
ISOMED 501 (MED, Nuklearmedizintechnik Dresden GmbH) gemessen. Aufgrund der
mit 64,1 Stunden kurzen Halbwertszeit des Yttrium-90 wurde ein 0,4 ml-Aliquot fiir
max. 5 aufeinanderfolgende Versuchstage verwendet. Die Ausbeute an *Y nach der
geschilderten Reinigungsprozedur betrug zwischen 81 % und 99 %, womit die
volumenbezogene spezifische Aktivitdt der *YCl:-Proben zu 37 MBq/ml bis 74 MBq/ml
nach Reinigung) ermittelt wurde. Die Priifung der radiochemischen Reinheit erfolgte
einerseits mittels ITLC nach MALJA et al. unter Verwendung von ITLC-SG-Streifen in
0,1 N NaHCOs-Losung®4. Zusdtzlich wurden LSC-Messungen (Wallac 1415 oder
TriCarb 2900 TR, PerkinElmer) mit jeweils 10 pl der *YCls-Lésungen in 10 m] HIONIC-
FLUOR-LSC-Cocktail durchgefiihrt. Die radiochemische Reinheit sdmtlicher Proben
betrug mindestens 96 %.

Pro Versuchsreihe wurden im Falle der kontinuierlichen Messungen 20 pl (< 1,48
MBq), zu Zwecken der diskontinuierlichen Messungen 10 ul (< 0,74 MBq) der *YCls-

Losung entnommen.

3.2.2. Terbium-161

Der Darstellung von Terbium-161 ging eine (n,y)-Reaktion von '°Gd mit dem
Primadrprodukt ©'Gd voraus. Hierfiir wurden 2 mg 'Gd an der Bestrahlungs-
einrichtung KBA 1-1 der Forschungsneutronenquelle Heinz-Maier-Leibnitz (FRM II)
der Technischen Universitat Miinchen 14 Tage bei einem thermischen Neutronenfluss
von etwa 1,33-10% n-cm?s' bestrahlt. Unmittelbar nach Bestrahlung wurde die
Aktivitat der Rohprodukte mit dem Aktivimeter ISOMED 501 zu 1,1 GBq bestimmt, zu
Beginn der Nuklidreinigung wurden 595 MBq detektiert. Die Reinigung selbst erfolgte
nach einem semi-automatisierten Ionenaustauschverfahren, welches im Wesentlichen

auf der fiir Y beschriebenen Reinigungsprozedur beruht, im Detail jedoch an anderer
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Stelle beschrieben wird?®l. Die spezifische Aktivitat der *'TbCls-Probe betrug nach
Reinigung 376 MBqg-ml'. Die radiochemische Reinheit wurde mittels ITLC in 0,1 N
NaHCOs-Losung sowie durch LSC-Messungen (TriCarb 2900 TR, PerkinElmer) mit
jeweils 10 ul der ' TbCls-Losungen in 10 ml HIONIC-FLUOR-LSC-Cocktail durchgefiihrt.

Die radiochemische Reinheit der Probe betrug mindestens 98%.

3.2.3. Rhenium-188

188Re ohne Tragerzusatz (no carrier added) wurde mittels NaCl-Losung (0,9%) in Form
von Na'®#ReOs aus einem $W/!%Re-Generator (Isotopen Technologien Miinchen AG)
eluiert. Die spezifische Aktivitit des Eluats wurde mittels Aktivimeter zu 9 GBq-ml~
bestimmt. Es wurden fiir pro Versuchszyklus jeweils 300 - 340 MBq an Na'®®ReOs
herangezogen (spezifische Aktivitat > 300 MBqg/mL). Die radiochemische Reinheit
betrug in allen Fallen > 99% (ITLC).

3.2.3.1. Synthese von fac-[1¥¥Re(CO)3(H20)s]*

Zur Synthese des fac-Triaquatricarbonylrhenium-Kations mittels Carbonylierung

von Perrhenat wurden sowohl literaturbekannte 19112011 (sieche Methoden B-D in

Schema 60) als auch eine neu entwickelte kombinierte Methode (E) herangezogen:

- -+
OH,
1. H3PO,4 (98 %) H,O,, , WOH,
Methode E:  ['®ReQ,] > 188Re\“\\\ [63]
2. BER/CO /BHg NHg 7 I
60°C, 30 min. oc \ co

Methode B:
In ein 20 mL-Glas-Vial wurden 5 mg BHs-NHs gegeben. Dieses wurde mit
Gummiseptum und Aluminium-Cap verschlossen und 20 min. mit CO gespiilt. Nach

Zugabe von einer zuvor mit 7 pL HsPOs (85%) versetzten Losung von 1 mL Na'®®ReOs
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(> 50 MBq) wurde die Reaktionsmischung anschliefSend 15 Minuten bei 60°C inkubiert,
wihrend durch Wasserstoffentwicklung entstehender Uberdruck mit einer 20 mL
Spritze ausgeglichen wurde. Die Produktlosung wurde im Eisbad gekiihlt und deren
pH zu etwa 7,0 bestimmt. Die Ausbeute betrug zwischen 29% und 75% (Radio-HPLC
und Radio-TLC).

Methode C:

Die kommerziell erhiltlichen lyophilisierten IsoLink®-Kits (Mallinckrodt ) setzen
sich pro Vial aus 8.5 mg Natriumtartrat, 2,85 mg Na:B:O»10 H:0, 7.15 mg
Natriumcarbonat und 4.5 mg Naz[HsBCO:] zusammen. 1 mL Na'¥ReOs (> 50 MBq)
wurden mit 7 pL. HsPOs (85%) versetzt und mit Hilfe einer 2 mL-Injektionsspritze in
das zuvor mit Stickstoff gespiilte IsoLink®-Vial gegeben. Die Reaktionsmischung
wurde anschlieffend 15 Minuten bei 60°C unter Druckausgleich (20 mL-Spritze)
inkubiert. Das Vial wird abschlieffend mit einem Eisbad gekiihlt. Der pH-Wert der
Losung wurde zu 6,5 - 7,0 bestimmt, die Ausbeute der Reaktion zu < 33% (Radio-

HPLC, Radio-TLC).

Methode D:

3 mg BER, 3 mg BH3sNHs und 3 mg Naz[HsBCO:] wurden in ein 20 mL Vial gegeben
und mit einem Gummiseptum sowie einem Aluminium-Cap verschlossen.
Anschlieffend wurden 1 mL Na'®¥ReOs (> 50 MBq) mit 7 pL. HsPOs (85%) versetzt und
in das Vial gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten bei 60°C unter
Druckausgleich (20 mL-Spritze) erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde
das BER-Harz mit einem 0,2 um-PTFE-Filter entfernt. Die Ausbeuten wurden zu 51%

bis 59% bestimmt.

Methode E:
3 mg BER und 3 mg BHsNHs wurden in ein 20 mL Vial gegeben und mit einem
Gummiseptum sowie einem Aluminium-Cap verschlossen. Das Vial wurde zunachst

fiir 5 Minuten mit Stickstoff und weitere 20 Minuten mit Kohlenmonoxid gespiilt. 1 mL
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Na'®ReOs (> 50 MBq) wurden mit 7 pL. HsPOs (85%) versetzt und mit Hilfe einer 2 mL-
Injektionsspritze in das Vial gegeben. Die Reaktionsmischung wurde anschliefSend 15
Minuten bei 60°C unter Druckausgleich (20 mL-Spritze) inkubiert. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurden Feststoffriickstinde mit Hilfe eines 0,2 um-PTFE-Filters

entfernt. Die Ausbeuten betrugen pro Synthese zwischen 87% und 98% (Radio-TLC)
ohne Hinweise auf '*ReOs als Nebenprodukt.
Die Synthese der nicht-radioaktiven Verbindung fac-[Re(CO)s(H:0)s]" erfolgte

ausschliefilich iiber Methode E unter Verwendung von 0,4 g BER ( ~ 1-10° meq BHx+),
30,9 mg BH3>NHs (1-10° mol) und 1 ml NaReOs (1 mol/L; 1-10 mol).

Die Analytik zur fac-[1¥Re(CO)s(H20)s] -Synthese erfolgte einerseits mittels reversed

phase-HPLC oder diinnschichtchromatographisch.

Radio-HPLC:

Agilent 1100/HP® System, Aktivitatsdetektor: Raytest® Gabi Nal, Probenaufgabeventil:
Rheodyne® Typ 8125, Sdule: RP-18 Hypersil® BDS 4,6 x 250)

Gradientensystem: Solvent A: 0,05 M TEAP (pH 2,25), Solvent B: Methanol; HPLC
Gradient: 0-3 min.: 100% A / 0% B; 3-9 min.: 75% A / 25% B, 9-20 min.: Gradient von
66% A /34% B zu 0% A / 100% B.

Retentionszeiten: 3,7 min. (ﬁlC—[lSSRe(CO)3(H20)3]+); 9,2 min. (1¥8ReOs )

Radio-TLC:
TLC auf Aluminiumfolie mit Kieselgelmatrix 60F2s: (Fluka Chemie, Buchs, Schweiz);

mobile Phase: 99% Methanol / 1% HCI (37%)

Re: 0,4 (fac-[*Re(CO)s(H:0)3]"); 0,8 (1¥5ReOx )
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3.2.3.2. Synthese von fac-1¥Re(CO)s(his) und Derivaten

OH,

H20y, WOH: His-R / 75°C, 30 min.
188"

e
oc” | Neo
Co

[64]

Y

0,8 ml fac—[188Re(CO)a(HzO)3]+-L'dsung (= 50 MBq) sowie 50 pl einer 10 mM Losung
der entsprechenden Liganden L-Histidin, Glycyl-L-Histidin oder L-Carnosin wurden
in ein 20 ml-Vial gegeben welches anschlieffend mit Gummistopfen und Aluminium-
Cap verschlossen und 30 Minuten bei 75°C inkubiert wurde. Die Ausbeuten wurden

mittels Radio-TLC zu mindestens 97% bestimmt.

3.2.4. Sicherheitsaspekte

Die hochenergetische (--Strahlung der Nuklide Y und '®*Re stellen eine direkte
Gefahr fiir Augen und Hautgewebe dar. Es gilt insbesondere, auf einen Schutz vor
Sekundarstrahlung zu achten. Die maximale Reichweite d@r ~Strahlung betragt in
Luft 9 m, in Wasser 11 mm. Aus diesem Grund wurden sdamtliche Experimente in
spezialisierten = Laboratorien unter Einhaltung der Sicherheitsvorschriften
durchgefiihrt. Bei der Aufarbeitung der Generatoreluate wurden geeignete Plexiglas-
und Blei-Abschirmungen zur Verringerung der Strahlenexposition verwendet. Zur
Abschirmung der y-Strahlung bei Aufbewahrung von ®Re- und '*'Tb-Proben wurden
Blei-Abschirmungen und -behéltnisse verwendet. Eine erhohte Ortsdosisleistung

konnte wahrend der Durchfiihrung der Extraktionsversuche nicht festgestellt werden.
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3.3. Versuchsaufbau
Eine Darstellung des Versuchsaufbaus ist Abb. 22 zu entnehmen, wobei die

wesentlichen Bestandteile im Folgenden genauer erklart werden sollen.

¢ Pumpensystem:
Zur Forderung der mobilen Phase wurde eine HPLC-Pumpe LC-10Ai der Fa.
Shimadzu® (Kyoto, Japan) verwendet. Nahezu alle Komponenten (Pumpenkopfe,
Schldauche, Ventile etc.) des Pumpensystems wurden aus inerten metallfreien
Materialien (PEEK, Tefzel) gefertigt, um eventuelle Verunreinigungen durch
Fremdmetalle und Nebenreaktionen der mobilen Phase an Materialoberflachen zu
vermeiden. Samtliche Leitungen der Pumpe wurden vor jeder Versuchsreihe mit
Isopropanol gereinigt. Zur Einschatzung von Schwankungen in der Pumpleistung
wurde bei verschiedenen Flussraten die Zeit gemessen, die die Pumpe benétigt, um
10 mL an wassriger Losung zu fordern {Tab. 31}*. Die aus der Standardabweichung
der Messreihe ermittelten Fehler lagen fiir den gesamten Flussratenbereich weit
unter 1 Prozent, lediglich bei baulich bedingten maximalen Flussrate von 10
mL-min" wird dieser Wert iiberschritten.
¢ Injektorsystem:

Der Injektor 7125 der Fa. Rheodyne mit PEEK-Rotoranschluss diente in
Kombination mit einem 20 uL-Loop (PEEK, Rheodyne) der Probenzufuhr, wobei die
Probelosung mittels 2 ml-Einmalspritze in den Loop gesaugt wurde.
Verunreingungen des Systems durch Fremdmetalle (Kaniile) konnen auf diese
Weise weitgehend vermiden werden. Die Anschlussbelegung des Injektors ist Abb.
22 zu entnehmen. Das tatsdachliche Volumen des 20 pL-Loops kann laut Hersteller
aufgrund einer Lochdurchmessertoleranz von #0,05 mm um 13 pL (65%)
abweichen?®l. Fiir die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten Versuche ist

allerdings lediglich das relative Volumen ausschlaggebend.

In  geschweiften Klammern angegebene Tabellenbeziige verweisen im Folgenden auf experimentelle

Messergebnisse im Anhang.
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¢ Jonenaustauscherkartusche:
Die Ionenaustauschersaulen wurden fiir jeden Versuchstag neu befiillt. Hierzu
wurde das zuvor in 0,1 mM Metallldsung gesattigte Ionenaustauscherharz in eine
leere PEEK-Kartusche (& 4,6 mm, 0,1 mL Leervolumen, Upchurch Scientific®, Oak
Harbour, WA, USA) gegeben. Das Sdulenmaterial wurde daraufhin mit mobiler
Phase konditioniert (30 Minuten bei 0,1 mL/min, anschlieSend 2 Minuten bei 10

mL/min) und wahrenddessen der pH-Wert des Eluats auf Konstanz gepriift.

20 ul PEEK-Loop

lonenaustauscher Abfall

A mobile Phase

B Shimadzu LC-10Ai HPLC-Pumpe

C Rheodyne 7125 manueller Injektor
mit 20ul PEEK-Loop

D PEEK-Kartusche mit lonenaustauscher

E Pumpenvorbauabfluss
F Ventilabfluss

G &quilibrierte Probe

H Abfallbehalter

I Messprobe

—— Fliesspfad mobile Phase
—— Fliesspfad Probe mit Radiotracer
Fliesspfad Abfall/Ablauf

=
J@Q

Abb. 22: Graphische Darstellung des FISRE-Versuchsaufbaus.
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3.4. Durchfiihrung des kontinuierlichen FISRE-Experiments

Um etwaige Prazipitation von Metallspezies einschdtzen und vermeiden zu kénnen
wurde vor der Vorbereitung der Losungen mit Hilfe der Software CHEAQSPro die
Metall-Speziation der jeweiligen Proben im thermodynamischen Gleichgewicht
ermittelt (sieche Ergebnisse und Diskussion). Fehlende thermodynamische
Gleichgewichtskonstanten wurden der NIST-Datenbank 46 entnommen und
erganzt!'®. NIST-gepriifte thermodynamische Daten zu den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten peptidgebundenen Komplexen sind nicht verfligbar, weshalb sich
Speziationsberechnungen auf die Komplexe Y-EDTA, Y-DTPA und Y-DOTA
beschréanken.

Zur Vorbereitung der Losungen wurden zundchst Stammldsungen hergestellt,
indem je nach Ionenstiarke und pH-Bereich NaCl und Puffersubstanz in Millipore-
Wasser gelost wurden. Als Puffer wurden bei pH 4,5-4,75 N-Methylpiperazin, bei pH
5,0-5,5 Piperazin, bei pH 5,75-6,5 MES und bei pH 6,8-7,4 HEPES verwendet.
Anschliefiend wurde der pH-Wert der Losung mit konzentrierter HCI (37%) oder 10 M
NaOH eingestellt (pH-Meter 691, Metrohm, Filderstadt, Genauigkeit + 0,001).

o

-(N-Morpholino)ethansulfonsaure

(MES) Piperazin
o O
\V
/\/S\
K\N OH K\NMG
N\) HN \)
oo N
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure N-Methylpiperazin
(HEPES)

Abb. 23: Strukturformeln der verwendeten biologischen Puffersubstanzen.
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Durch Losen von YCls, TbCls oder fac-[Re(CO)s3(H20)s3]* in Stammldsung wurden die
mobile Phasen hergestellt ([M]=1-10° mol/L), durch Lésen von DOTA, DTPA, EDTA,
DOTATOC, DOTATATE, DOTANOC, 1S20I, L-Histidin, Glycyl-L-Histidin oder L-
Carnosin die Ligandenldsungen.

Fiir die kontinuierlichen FISRE-Versuche wurden durch die Mischung von mobiler
Phase, Liganden- und Stammldsung Proben mit einem Gesamtvolumen von 9,98 mL
vorbereitet. Einen Uberblick {iber die Zusammensetzung der Probeldsungen liefert

folgende Tabelle:

Tab. 13: Probenzusammensetzung fiir kontinuierliche FISRE-Versuche vor Tracerzugabe.

Yttrium-Komplexe Terbium-Komplexe Rhenium-Komplexe
Reagenzien c Reagenzien c Reagenzien c
[mol/L] [mol/L] [mol/L]
YCls 1-10¢ TbCls 1-10¢ fac-[Re(CO)s3(H20)s]* 1-10¢
NaCl 1-102 NaCl 1-101 NaCl 1-101
Puffer 5-10° Puffer 5-10° Puffer 5-10°
Ligand 7,5-10¢ Ligand 7,5-10¢ Ligand 7-10¢

Nach Zugabe von 20 uL der entsprechenden Radiotracerlosungen wurden die
Yttrium- und Terbium-Proben etwa 18 h bei 60° dquilibriert um die Einstellung des
thermodynamischen Gleichgewichts zu gewdahrleisten. Etwaige Zersetzungsprozesse
des fac-[Re(CO)3(H20)s]* -Kations iiber langere Zeitraume storen potentiell den FISRE-
Versuch, weshalb die Aquilibrierung im Falle der Rhenium-Proben auf 30 min.
(Raumtemperatur) verkiirzt wurde.

Zur Analyse der Dissoziationskinetik iiber den kontinuierlichen FISRE-Betrieb
wurden mit der nach Zugabe der Tracerlosung dquilibrierten Probe Extraktionen mit
verschiedenen Flussraten V von 10 bis 0,1 mL-min! durchgefiihrt. Die Kontaktzeit
tkontakt der injizierten Probe an dem Ionenaustauscherharz ldsst sich mit folgendem

Ausdruck berechnen:

tkontakt = SﬂVu < [65]
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Bei einem Sdulenvolumen von Vsiue = 0,1 mL entspricht dies einem Kontaktzeit-
bereich von 0,6 bis 60 s. Es wurden jeweils Eluatproben mit 1 mL Gesamtvolumen
entnommen.

Zur Prifung der Reproduzierbarkeit wurde jede Versuchsreihe dreimal
durchgefiihrt. Des Weiteren wurden zu jeder Versuchsreihe drei Proben in
Abwesenheit der Chelex-Saule gemessen (Referenz).

Zum Studium der Metallaustauschkinetik an Chelex und der Einfliisse von
Verunreinigungen und Puffersubstanzen wurden iiberdies kontinuierliche FISRE-
Messungen ohne Zugabe von Ligandenlosung durchgefiihrt. Zudem wurde die
Ionenstarkeabhangigkeit der Dissoziation von Y-DOTA durch Einstellung
unterschiedlicher NaCl-Konzentrationen gepriift (I=0,002; 1=0,051; 1=0,1; 1=0,5; I=1,0;
I=1,5).

Dariiber hinaus wurden Einfliisse des Metall/Ligand-Verhaltnisses auf die
gemessene Dissoziation von Yttrium- und Terbiumkomplexen gepriift. Hierzu wurden
die Probenzusammensetzungen aus Tab. 13 gewdhlt, die Metallkonzentrationen jedoch
in einem Bereich von 4:107 mol/L bis 1,5:10-¢ mol/L variiert. Es wurden pro Komplex
und Metall/Ligand-Verhalinis jeweils drei Extraktionen bei einer Flussrate von 1

mL/min durchgefiihrt.

3.5. Durchfiihrung des diskontinuierlichen FISRE-Experiments

Im diskontinuierlichen FISRE-Versuch wurden die Probenzusammensetzungen
analog Tab. 13 gewahlt, jedoch wurden die Proben in diesem Fall nicht mit der nicht-
radioaktiven Metallspezies, sondern mit dem Radiotracer dquilibriert (Gesamtvolumen
der Proben 9 mL). Die Extraktionsschritte wurden 60 s nach Zugabe von 1 mL der
nicht-radioaktiven Metallsalzlosung eingeleitet. Hierbei wurden bei einer konstanten
Flussrate von 1 mL-min in verschiedenen Zeitabstanden jeweils Eluatproben mit 1 mL
Gesamtvolumen aufgefangen. Jede Versuchreihe wurde dreimal durchgefiihrt. Des
Weiteren wurde zu jeder Probe eine Referenzprobe in Abwesenheit der Chelex-Saule

gemessen.
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3.6. Analytik

Die Cerenkov-Strahlung der Y- und '$Re-Proben sowie die f-~Emission der '6'Tb-
Proben (Zugabe von 10 ml Hionic-Fluor Szintillationscocktail) wurde mit Hilfe eines
Fliissigszintillationszahlers des Typs TriCarb 2800TR der Fa. PerkinElmer bestimmt (20
min. Zahldauer pro Probe). Mit Hilfe der zugehorigen Software QuantaSmart wurden
die Messergebnisse halbwertszeitkorrigiert. Die zusammengefassten Resultate sind
dem Anhang zu entnehmen. Fiir die weitere Auswertung wurde die relative

Radioaktivitat der jeweiligen Proben beziiglich der Referenzproben herangezogen.

3.7. Ionenaustauscherpriifung

Anhand von Batch-Messungen der Adsorption der kationischen und anionischen
Modellspezies ©0Y? und “0Y(DOTA) an einer Auswahl von Kationen-, Mischbett- und
Anionenaustauschern wurde deren Anwendbarkeit fiir die FISRE-Technik untersucht.
Es wurden Losungen von jeweils 20 mL Volumen der in Tab. 14 aufgefiihrten

Zusammensetzung hergestellt (pH 7).

Tab. 14: Probenzusammensetzungen der Modelllosungen fiir Ionenaustauschertests.

Y3*Modellosung Y(DOTA)-Modelldsung
Reagenzien ¢ Reagenzien c
[mol/L] [mol/L]
YCls 1-105 YCls 1-10¢
NaCl 1-102 NaCl 1-102
HEPES 5-103 HEPES 5-103
DOTA - DOTA 1-10°

Diese wurden mit 40 pL (< 3 MBq) *YCls versetzt und zur Einstellung des
thermodynamischen Gleichgewichts 18 h bei 60°C und anschlieffend 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. 0,1 g des jeweiligen Ionenaustauschers (Tab. 15) wurden
indes 1 h in 2 mL gepufferter Losung (c(HEPES)= 5-10° mol/L, ¢(NaCl)= 1-10> mol/L)
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde anschliefend mit 2 mL

Modelllésung versetzt und die Cerenkov-Strahlung des Gemisches mit einem
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Fliissigszintillationszdhler gemessen. Nach einstiindigem Riihren bei Raumtemperatur
wurde die Suspension filtriert (0,2 pm-PTFE-Filter) und eine éerenkov—Zéhlung des
Filtrats durchgefiihrt. Die Retention an *Y* und “Y(DOTA) wurde mit Hilfe des

Zahlratenverhaltnisses von Suspension und Filtrat ermittelt.

Tab. 15: Uberblick und Eigenschaften der verwendeten Kationen-, Anionen und Mischbettaustauscher.

Ionenaustauscher Typ Funktionelle Gruppe pH- Kapazitait Matrix

Bereich  [meq/g]

Dowex SC Sulfonyl 0-14 1,5 Styrol-DVB
Marathon MSC (makropords)
Biorad WC Iminodiacetyl 4-14 0,6 Styrol-DVB
Chelex-100 (makropords)
Amberlite WC Carboxyl 5-14 1,0 Polyacrylat
CG-50 (Type I) (makropords)
Dowex MB Sulfonyl-/ 0-14 - Styrol-DVB
Marathon MR-3 tert. Amin (Gel)

Dowex WA tert. Amin 0-7 4,2 Styrol-DVB
Marathon WBA (makropords)
DEAE WA Diethyl-(2-hydroxypropyl)- 2-12 3-4 Dextran
Sephadex A-50 aminoethyl (Gel)

DEAE WA Diethyl-(2-hydroxypropyl)- 2-9 3-4 Dextran
Sephadex A-25 aminoethyl (Gel)

QAE SA tert. Aminoethyl 2-10 2,6-3,4 Dextran
Sephadex A-25 (Gel)

Dowex SA Trialkylbenzylammonium 0-14 4,0 Styrol-DVB
Marathon MSA (makropords)
Biorad SA tert. Amin 0-14 0,6 Styrol-DVB
AG 1 x8 (100-200 mesh) (makropords)
Biorad SA tert. Amin 0-14 1,0 Styrol-DVB
AG 1 x8 (200-400 mesh) (makropords)
Biorad SA tert. Amin 0-14 1,2 Styrol-DVB
AG 1 x8 (400- mesh) (makropords)
Dowex SA tert. Amin 0-14 1,2 Styrol-DVB

1x8 (Gel)
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Analog zur beschriebenen Vorgehensweise wurde die Chelex-Adsorption von fac-
[Re(CO)3(H20)3]* in Abhdngigkeit vom pH-Wert (Bereich 4,5 bis 7,5) der Losung

gepriift.

3.8. Datenprozessierung

Die graphische und rechnerische Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe des
Programms LABFit?7l. Die korrekte Funktionsweise des Programms wurde im
Rahmen des Statistical Reference Datasets Project (SRD) des National Institute of Standards
and Technology (NIST) gepriift und bestatigt.

Zur Auswertung wurde jeweils der Mittelwert der relativen Aktivitat der Probe mit
der zugehorigen Standardabweichung eingegeben. Als Standardeinstellung fiir den Fit
wurde eine Konvergenztoleranz vonl@ - verwendet, die maximale Anzahl der
Iterationen betrug 110 % Falls erforderlich, wurden die Initialwerte der Parameter
manuell variiert.

Die Eingabe der Testfunktionen fiir die Daten der Dissoziationsstudie erfolgte nach

folgendem Schema:

¢ Ein Dissoziationsverlauf erster Ordnung wird gemafs Gl. [11] durch folgende

Funktion wiedergegeben:

Y = A*EXP(-B*X) [66]

+ Wurde mit dieser Funktion der Dissoziationsverlauf nur unzureichend beschrieben
(Ryy*(x) < 0,96), erfolgte der Fit gemdfl der exponentiellen Funktion zweiter

Ordnung;:
Y = A*EXP(-B*X)+C*EXP(-D*X) [67]
X entspricht tkontakt [s], A und C der Anteil der ersten und zweiten Spezies an der

Gesamtkonzentration des erfassten Komplexes [mol/L] und B und D den

zugehorigen kp,obs (in s7)
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3.9. Fehlerbertrachtung

Samtliche den Messergebnissen zugeordneten Fehler entsprechen der mit der
Software Microsoft ExceL 2007, Originlab ORIGIN PRO 8 oder LAB Fit ermittelten
Standardabweichung mindestens dreier Messresultate und werden in den Graphen als
Fehlerbalken dargestellt207-20,

Die Standardabweichung ist ein Maf3 dafiir, wie weit die Werte einer Stichprobe um
den jeweiligen Mittelwert (Durchschnitt) streuen. Ausgehend von einem
Stichprobenmittelwert ¥ und dem Stichprobenumfang n wird die Standardabweichung

o durch folgende Gleichung berechnet:

0= 5 - 57 68

In den durchgefiihrten Experimenten werden Fehler aus der Zahlratenmessung im
Vergleich zu experimentellen Fehlern als vernachldssigbar gering angenommen.

Die Qualitdt der Fit-Kurven mit Hilfe des Bestimmtheitsmafles Ryy*(x) beurteilt.
Ryy’(x) gibt wieder, wie gut die aus der mittels der oben genannten Software
durchgefiihrten Regressionsanalyse resultierende Gleichung die zwischen den

Variablen bestehende Beziehung beschreibt und ist definiert als:

2
L) -2 2)-(2Y)

JzeravEr-tan]

RZ, (x) = [69]

Das Bestimmtheitsmafs kann Werte von 0 (Regressionskurve ungeeignet) und 1
(vollkommene Korrelation) annehmen. Je komplexer eine Modellgleichung bzw.
grofier die Anzahl der unabhdngigen Variablen, desto grofier wird Ryy*(x). Um die
Aussagekraft zweier unterschiedlich komplexer Modellfunktionen vergleichen und
einschiatzen zu konnen, ist die Berechnung des korrigierten Bestimmtheitsmafles

RZ, (x) sinnvoll:

RSy (x) = R3y(x) — (1 — R3y,(x)) - —> [70]

n-p—1
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R3, (x) sinkt durch steigende Komplexitét der Modellfunktion, reprasentiert durch die
Anzahl unabhéngiger Variablen p.
Die Ermittlung der Bestimmtheitsmafle erfolgte ohne Gewichtung der Mittelwerte

gemaf3 der Streuung der Messergebnisse.
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4

ERGEBNISSE UND DISKUSSION
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4.1. *°Y-Polyaminocarboxylate

4.1.1. Vorversuche
4.1.1.1. Ionenaustauscherpriifung

Aus Abb. 24 ist ersichtlich, dass sich zusammen mit dem Kationenaustauscher
Amberlite CG-50 (Type I) insbesondere Chelex 100 aufgrund nahezu quantitativer
Adsorption freier Yttrium-Ionen und sehr geringer Affinitdt zu anionischen Spezies

hervorragend fiir die FISRE-Technik eignet.
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Abb. 24: Retention der Modellspezies ®VY?* und “0Y(DOTA) an verschiedenen lonenaustauscherharzen

{Tab. 32/33.}

Die ferner in Betracht gezogenen Anionen- und Mischbettionenaustascher sind
aufgrund ihrer unter Versuchsbedingungen mangelnden Selektivitat und Adsorption
fiir kationische und anionische Yttriumspezies fiir FISRE-Zwecke ungeeignet.

Obwohl Chelex 100 im pH-Bereich von 2-14 funktionell aktiv ist, ist der

Ionenaustausch unter pH 4 zunehmend eingeschrankt. CHEAQSPro-Kalkulationen
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(Abb. 25) fiir die in den Versuchen verwendete Yttriumspeziation im
thermodynamischen Gleichgewicht zeigen ferner, dass bei pH > 8 potentiell
Prazipitationen von Yttriumhydroxid sowie —carbonat zu erwarten sind, weshalb die
pH-Abhédngigkeit der Dissoziation von Yttriumchelatkomplexen zwischen pH 4,5 und

7,4 untersucht wurde.

Anteil der Spezies an der Y-Gesamtkonzentration [%0]

Abb. 25. CHEAQSPro-Kalkulation der Konzentrationsanteile der Yttriumspezies im pH-Bereich 5-8 (I=0,01 NaCl;
CO:-Partialdruck p=35,97 Pa).

4.1.1.2. Empirische Analyse der Wechselwirkung des Yttriums mit Puffersubstanzen

Wenngleich den fiir den vorgenannten pH-Bereich gewahlten biologischen Puffer
HEPES, MES, Piperazin und N-Methylpiperazin generell geringe Bindungsaffinitat
gegeniiber Metallionen zugeschrieben wird, ist es unabdingbar, Fehlerquellen durch
die Bildung mdglicher terndrer Komplexe mit freien Yttriumionen einzuschatzen,
insbesondere wenn die entsprechenden Pufferverbindungen in 5000-fachem
Uberschuss zur Metallkonzentration appliziert werden!!l. Zu diesem Zwecke wurden
kontinuierliche FISRE-Experimente bei pH 7,4 (HEPES), 6,0 (MES), 5.0 (Piperazin) und

4,5 (N-Methylpiperazin) ohne Zugabe von Chelatbildnern durchgefiihrt.
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Abb. 26: Yttrium-Eluatkonzentrationen in Abhingigkeit von der Chelex-Kontaktzeit* {Tab. 34-37}

Die hohe Ahnlichkeit der in Abb. 26 dargestellten Elutionsprofile weist weniger auf
das Vorhandensein und die Dissoziation moglicher bindrer  Yttrium-
Pufferverbindungen als vielmehr auf einen unvollstindigen Yttrium-Ionenaustausch
bzw. eine verzogerte Austauschkinetik unterhalb von Chelex-Kontaktzeiten von 2 s
hin. Bei langeren Kontaktzeiten tragen diese Nebeneffekte mit weniger als 1% zum
Dissoziationsprofil bei und bleiben weitgehend konstant, weshalb auf eine
Beriicksichtigung dieser Fehlerquellen in der weiteren Versuchsauswertung verzichtet

werden soll.

* Gestrichelte Linien dienen in diesem und den folgenden Graphen lediglich der Veranschaulichung.
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4.1.1.3. Einfluss verschiedener M/L-Verhiltnisse auf den kontinuierlichen FISRE-
Modus

Die Annahme, dass das freie Metallion umgehend an Chelex adsorbiert wird sobald
ein Metallkomplex dissoziiert - die Voraussetzung fiir eine unidirektionale
Betrachtung des Dissoziationsvorgangs - sollte in einem weiteren Versuch tiberpriift
werden. Hierzu wurden die Rahmenbedingungen des kontinuierlichen FISRE-
Experiments unter Variation des Verhaltnisses cys+/c;n- mit den Liganden DOTA,

EDTA, DTPA und DOTATOC herangezogen (pH 6,0; I=0,01; Flufrate: 0,1 mL/min).

107 --x--Y-DOTA
8 0,91 --+--Y-EDTA
N ] --2--Y-DTPA
D 084 --v-- Y-DOTATOC
1 LIS R S
o] ety
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3 8 034 = i hy
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0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6
Verhaltnis ML

Abb. 27: Dissoziierte Fraktionen der Gesamt-Y ttriumkonzentration in Abhingigkeit von cyz+/cyn- {Tab. 44-47)}.

Abb. 27 stellt den dissoziierten Anteil der Yttrium-Spezies nach 60 s Kontaktzeit dar.
Im Falle der Komplexe der azyklischen Liganden EDTA und DTPA wird bis zu einem
cys+/cn--Verhidltnis von 1 konstante Dissoziation beobachtet, gefolgt von einer
starken Minderung der gemessenen Dissoziation bei genau cys+/c;n- = 1. Im Gegensatz
hierzu ist der Kurvenabfall bei den Komplexen der zyklischen Liganden DOTA und
DOTATOC moderat, setzt jedoch bereits ab einem cy3+/c;n--Verhiltnis von etwa 0,85
ein. Eine Erklarung hierfiir wére die Abschirmung dissoziierter freier Yttriumionen vor

dem extrahierenden Agens durch das zyklische DOTA-Ligandengeriist — selbst bei
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geringem Metalliiberschuss. Die Tatsache, dass die gemessene Dissoziation trotz
kontinuierlicher Zufuhr von Metallionen tiber die mobile Phase (cys+ = 1-10° mol/L)
abnimmt ldsst auf eine unvollstindige Vermischung zwischen Probe und mobiler
Phase bei gegebenen Versuchsbedingungen schliefsen. Eine umso grofiere Bedeutung
kommt demnach der Ausgangszusammensetzung der Probe zu. Generell gilt, dass sich
die Anwesenheit freier Ligandionen erheblich auf FISRE-Experimente mit Chelex
auswirkt und letztlich erheblich weniger Dissoziation detektiert wird als in
Wirklichkeit auftritt.

Die im Folgenden fiir kontinuierliche FISRE-Versuche verwendeten cys+/cin--
Verhidltnisse von 0,75 sind gemadfS Abb. 27 gut fiir die Bestimmung der

Dissoziationsparameter geeignet.

4.1.2. *°Y-DOTA
4.1.2.1. Dissoziationskinetik von *°Y-DOTA im kontinuierlichen FISRE-Betrieb

0,8- «  pH7,4(HEPES
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- 074 T A p|'|6,8 (MES)
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Abb. 28: pH-abhingige Dissoziation von Y-DOTA im kontinuierlichen FISRE-Betrieb {Tab.48-59}

Die im Fluat ermittelte Konzentration an komplexgebundenen Yttrium ist in Abb.

28 in Abhéngigkeit von der Kontaktzeit mit Chelex in einem pH-Bereich von 4,5 bis 7,4
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wiedergegeben. Mit Ausnahme des Dissoziationsverlaufs bei pH 7,4 liefern Fits fiir
Dissoziationsreaktionen erster Ordnung nur eine unzureichende Beschreibung fiir die
experimentellen Daten (R?y(x) < 0,6792). Eine erheblich bessere Ubereinstimmung wird
fiir die Annahme zweier kinetisch unterscheidbarer Spezies gefunden (R%y(x) > 0,9671).

Die hierdurch erhaltenen Parameter sind in Tab. 16 zusammengefasst.

Tab. 16: pH-abhingige Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten von Y-DOTA bei 1=0,01 (NaCl),

ermittelt aus den Fits zweiter Ordnung.

pH c (Y-DOTAA) kp,obs(a) ¢ (Y-DOTAB) KD,o0bs(B) R2yy(x)
[10-° mol/L] [s7] [10-° mol/L] [104s1]
7,4 - - 0,753 + 0,003 0,7+2,6  0,008614
7 0,022 + 0,003 0,28 £ 0,08 0,740 £ 0,003 1,7+0,8 0,982443
6,8 0,069 + 0,008 0,40 £0,12 0,692 + 0,006 56+3,7 0967052
6,5 0,134 £ 0,015 0,37 £0,15 0,632 £ 0,013 53+4,3 0973665
6,25 0,196 £ 0,015 0,36 £ 0,07 0,593 £ 0,013 79+52  0,982630
6 0,271 £ 0,025 0,64+0,12 0,553 (0,552)+0,010 9,9+6,0 0,986181
5,75 0,213 £ 0,006 0,67 £ 0,04 0,546 + 0,002 90+£1,2 0999173
55 0,278 £ 0,011 0,71 £ 0,06 0,504 + 0,004 54+26 0997378
5,25 0,252 £ 0,003 0,79 £ 0,02 0,507 + 0,001 7309 0999778
5 0,272 £ 0,018 0,71 +£0,07 0,470 £ 0,007 03+34 0992160
4,75 0,276 £ 0,010 0,75 £ 0,05 0,470 + 0,003 52+1,2 0,999410
4,5 0,321 £ 0,020 1,04 +0,08 0,460 + 0,002 11,4+23 0,998347

Die Auswertung der Fits zweiter Ordnung liefern die in Abb. 29 und 30
dargestellten pH-abhdngigen Konzentrationen und kinetischen Konstanten. Im
Hinblick auf die Speziation ldsst die vollstandige Riickgewinnung der Ausgangs-
Ligandenkonzentration, entsprechend der Summe der einzelnen Spezies-
konzentrationen im Eluat, darauf schlieflen, dass die Akquisitionszeit des Versuchs gut
fir das Komplexsystem geeignet ist und bestdtigt die Beobachtung, dass im
thermodynamischen Gleichgewicht keinerlei positiv geladene Y-DOTA-Komplexe

auftreten.
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Abb. 29: pH-abhingige Speziation von Y-DOTA.

Im Einzelnen sind die Speziationsprofile durch einen gegenldufigen Trend

gekennzeichnet, wobei bei physiologischem pH 7,4 lediglich die kinetisch inerte

Spezies Y-DOTAs detektiert wird.
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Abb. 30: Beobachtete Dissoziationskonstanten in Abhingigkeit vom pH.
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Die beiden kinetisch unterscheidbaren Spezies Y-DOTAa und Y-DOTAs konnen
durch die vorliegenden Ergebnisse nicht eindeutig zugeordnet werden.
Thermodynamische Berechnungen deuten lediglich auf das Vorhandensein einer
Spezies (Y(DOTA)) hin, erfassen jedoch keine stereochemischen Zusammenhange.
Angesichts der Energiedifferenz und Interkonversionsbarriere der M- und m-Isomere
von Y(DOTA) ist daher ein Dissoziationsmuster zweiter Ordnung aufgrund von
kinetisch unterscheidbaren Komplex-Isomeren prinzipiell nicht auszuschliefien.
Dennoch ist anzunehmen, dass die Differenz der beobachteten Dissoziationsraten-
konstanten ko,obsa) und kpoebs) von etwa 3 Grofienordnungen (Abb. 30) nicht allein
durch die Anordnung der Carboxylatgruppen und die Inversion der Ringgeometrie,
sondern vielmehr durch tiefgreifende Unterschiede in der Koordination verursacht
wird. Die offensichtlich hohe pH-Abhangigkeit der kinetischen Konstanten deutet auf
die Mitwirkung eines konsekutiven Dissoziationsmechanismus entsprechend Schema
[52] hin. Der Ausgangsschritt ist hierbei die Protonierung eines nicht koordinierten
Carboxylsauerstoffs, gefolgt von einem Protonentransfer zu einem Ringstickstoff (mit *
gekennzeichnete Komplexe) und einer raschen Komplexdissoziation. Wird eine
Protonenkonzentration von 0,2 mol/L unterschritten, ist im Dissoziationspfad lediglich
das Auftreten der einfach protonierten Spezies YHDOTA bzw. (YHDOTA)* zu
erwarten. Demnach entsprache Y-DOTAa dem elektrisch neutralen Komplex
YH(DOTA), entstanden wdahrend einer protonenassistierten Dissoziation der
thermodynamisch stabilen Spezies Y(DOTA)- (entsprechend Y-DOTAG).

Der pH-abhangige Verlauf der beobachteten Ratenkonstanten kp,bs ist im Falle der
Spezies Y-DOTAA durch eine nicht-lineare Sittigung gekennzeichnet. Ein dhnlicher
Zusammenhang wurde von FORSTEROVA et al. bei pH < 2 ermittelt und durch eine
Fitfunktion entsprechend GI. [59] interpretiert!’’4. Ein derartiger Ansatz ist fiir den hier
untersuchten pH-Bereich nicht mdglich, da das nicht-lineare Fitting aufgrund zu
kleiner Werte fiir das Produkt K, - [H*] nicht durchgefiihrt werden kann.

Uber die pH-Abhéngigkeit der Dissoziation der inerteren Spezies Y-DOTAs kann

aufgrund der verhaltnismafsig hohen experimentellen Fehler aus dem kontinuierlichen
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FISRE-Experiment keinerlei Schlussfolgerung gezogen werden, wohl aber aus dem

Batch-Betrieb (Kapitel 4.1.2.3).

4.1.2.2. Abhingigkeit der Dissoziationskinetik von **Y-DOTA von der Ionenstarke
Die speziationskinetischen Konstanten der Ionenstiarke-abhéngigen Messung {Tab.

38-43} bei konstantem pH 6,0 sind in Tab. 17 aufgefiihrt.

Tab. 17: lonenstirkeabhhingige Speziation und Dissoziationskonstanten von Y-DOTA (pH=6,0).

Ionenstédrke c (Y-DOTAA,) Kp,obs(a) c (Y-DOTAB) Kp,obs(B) R2yy(x)
(NaCl)
[10-° mol/L] [s7] [10-° mol/L] [10+4s7]

0,002 0,321 +0,011 0,52 + 0,04 0,489 + 0,006 6,2+3,4 0,997330
0,011 0,271 + 0,025 0,64 +0,12 0,553 + 0,010 9,9+6,0 0,986181
0,051 0,280 + 0,004 0,62 + 0,02 0,539 + 0,002 85+1,0 0,999583

0,1 0,266 + 0,008 0,67 + 0,04 0,565 + 0,003 11,0+ 1,5 0,998831

0,5 0,286 + 0,017 0,69 + 0,08 0,516 + 0,006 6,8+3,5 0,994373

1 0,262 + 0,010 0,72 +0,06 0,517 + 0,004 11,5+2,0 0,997907

1,5 0,270 + 0,032 0,92+0,17 0,498 + 0,007 13,9 +4,2 0,988594

Es zeigt sich, dass die Ionenstdrke unter gegebenen Bedingungen nur sehr geringen
Einfluss auf Speziation und kpebs des Y-DOTA-Systems ausiibt. Tendenziell ist bei
zunehmender Ionenstirke eine geringfligige Zunahme der beobachteten
Ratenkonstanten unter Beibehaltung der Speziation auszumachen, was mit den im

Kapitel 2.1.3. abgeleiteten Zusammenhangen (In (k) ~ VI) konform ist.
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Abb. 31: Beobachtete Dissoziationsratenkonstanten von Y-DOTA in Abhingigkeit von der Ionenstirke.

Die Ableitung eines detaillierten mathematischen Modells erfordert eine genauere
Untersuchung der Ionenstiarkeabhédngigkeit, gegebenenfalls unter Verwendung

weiterer Inertsalze (NaNOs, Na:SOs, CaCly, etc.).

4.1.2.3. Dissoziationskinetik von *Y-DOTA im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb
Die diskontinuierlichen FISRE-Experimente an Y-DOTA fiihren den Verlauf der aus
dem kontinuierlichen Versuch erhaltenen Dissoziationskurven bei den entsprechenden
pH-Werten aufgrund identischer Konzentrationsverhaltnisse direkt fort. Entsprechend
Abb. 32 konnen die experimentellen Daten in dem Detektionszeitraum zwischen einer

Minute und 648 h sehr gut mit Hilfe von Fitgleichungen erster Ordnung nachvollzogen

werden (Y-DOTAB).
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Abb. 32: pH-abhiingige Dissoziation von Y-DOTA im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb {Tab. 60-63}.

Die ermittelten Speziationsdaten sind in Tab. 18 zusammengefasst.

Tab. 18: pH-abhiingige Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten von Y-DOTAB (I=0,01).

pH ¢ (Y-DOTAs) KD,obs(®) Reyy(x)
[10° mol/L] [10951]

7,4 0,7528 +0,0005 65,8+7,1 0,820643

7,0 0,7312 +0,0011 114+11,6 0,835457

6,0 0,5363 +0,0007 340+ 8,4 0,988304

5,0 04351 +0,0016  2485+39 0,995463

Die Annahme einer direkt proportionalen Abhangigkeit der beobachteten Konstante
(pseudo-) erster Ordnung ko,cbsa) von der Protonenkonzentration entsprechend Gl. [50]
ist mit den experimentellen Daten konsistent (R%y(x)=0,99982). Der Schnittpunkt mit
der Ordinaten kennzeichnet kpwy, die kinetische Konstante fiir die spontane
Dissoziation von Y(DOTA), welche zu 7,4-10® (+ 0,2-10%) s ermittelt wurde, wahrend
die protonen-assistierte Dissoziationskonstante ko) aus der Steigung zu 2,5-102 (=

0,1-102) M5 bestimmt wurde (Abb. 42).
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Beriicksichtigt man mechanistische Aspekte gemafs Gl. [59], gilt:

kp,obss) = kpo + kp1 - [H*] = kpo + ky - [H*] = kpo + K1kq - [H] [71]

logKi wurde von BROAN et al. zu 3,08 (+ 0,05) bestimmt (25 °C, I=0,1 MesNNO:s), ki
betrdgt daher 2,08-10- (+ 0,09-105) s (1781,

Aufgrund  unterschiedlicher = experimenteller = Herangehensweisen = und
Messbedingungen konnen die Resultate nur bedingt mit Literaturdaten verglichen
werden, zumal bisher keine kinetischen Studien von Y-DOTA im pH-Bereich 4,5 -7,4 in
wassriger Losung durchgefithrt wurden. Die protonen-assistierte Dissoziations-
konstante ko) wurde von BROAN et al. bei 37°C und im stark sauren Milieu zu 2,3-10+
M'-s1 bestimmt und liegt somit etwa zwei Grofienordnungen unter dem hier
vorliegenden Ergebnis!'”®l. Nichtsdestotrotz sind die mittels FISRE bestimmten Kobs(a)
erwartungsgemaf’ signifikant kleiner als jene von BROAN et al. bei 37°C und pH 1,0,
1,5, und 2,0 ( (1,5-10° (+ 0,5-10°) s, 1,88:10 (+ 0,03-10-%) s* und 3,3-107 (+ 0,1-107) s™).
Ferner bestatigen die FISRE-Ergebnisse die Vermutung, dass der Beitrag der spontanen
Dissoziation (kpy) jenen des protonen-assistierten Dissoziationspfades (kpw)-[H']) im
neutralen pH-Bereich iibertrifft. ki ist bisher lediglich fiir den Komplex Eu-DOTA
bekannt und liegt mit 1-10¢ (+ 0,5-10-°) s nahe dem hier ermittelten Wert fiir Y-DOTAs.
Zuletzt ist die Schlussfolgerung von MOI et al. aus Studien der Serumstabilitdt eines
modifizierten Y-DOTA-Komplexes bei 37°C und pH 7,4, dass innerhalb von 18 Tagen
weniger als 0,5% freies Y% freigesetzt wiirden, ebenfalls mit den FISRE-Daten

konform/2t1],

4.1.3.°Y-EDTA
4.1.3.1. Dissoziationskinetik von *Y-EDTA im kontinuierlichen FISRE-Betrieb

Der Y-EDTA-Komplex dissoziiert entsprechend Abb. 33 in Abhdngigkeit von der
Chelex-Kontaktzeit nach einer Kinetik (pseudo-) erster Ordnung (R%y(x)> 0,998). Der
Anteil des erfassten Komplexes wurde mittels Speziationsberechnung zu mindestens

99% bestimmt. Die im kontinuierlichen FISRE-Betrieb erhaltenen Ergebnisse spiegeln
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die wiederum hohe pH-Abhingigkeit der Dissoziation des “Y-EDTA-Komplexes
wieder. Wahrend bei physiologischem pH im Akquisitionszeitraum nahezu keine
freien *Y3-lonen detektiert werden ist das “Y-EDTA bei pH 5,0 bereits nach 40 s

Chelex-Kontaktzeit vollstandig dissoziiert.
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Abb. 33: pH-abhiingige Dissoziation von Y-EDTA im kontinuierlichen FISRE-Betrieb {Tab. 64-67}.

Die aus den exponentiellen Fits erster Ordnung ermittelten Daten sind in Tab. 19

aufgefiihrt.

Tab. 19: pH-abhiingige Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten von Y-EDTA (1=0,01) aus dem
kontinuierlichen FISRE-Betrieb.

pH c kp,obs R2yy(x) T2
[10-¢ mol/L] [s7] [s]

7,4 0,744 £ 0,002 2,68:10°+9,74-10% 0,0093830 -

7,0 0,761 + 0,002 1,08-10% + 0,13-10°° 0,8912983 642 +77

6,0 0,764 £ 0,005 2,35-102+ 0,06-102 0,9979160 29,5+0,8

50 0,756 +0,013 1,77-101 + 0,08-101 0,9983349 39+0,2
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4.1.3.2. Dissoziationskinetik von *°Y-EDTA im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb
Abb. 34 zeigt den weiteren Verlauf der Dissoziation des Y-EDTA-Komplexes,
ermittelt durch den diskontinuierlichen Versuch. Bei pH 7,4 wird nach 8 h vollstandige

Komplexdissoziation beobachtet.

Yttrium-Konzentration im Eluat [10°° mol/L]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Zeit nach Tracerzugabe [h]

Abb. 34: pH-abhingige Dissoziation von Y-EDTA im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb {Tab. 68-70}.

Die aus den exponentiellen Fitfunktionen erster Ordnung ermittelten

speziationskinetischen Daten sind Tab. 20 zu entnehmen.

Tab. 20: pH-abhiingige Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten von Y-EDTA (1=0,01) aus dem
diskontinuierlichen FISRE-Betrieb.

pH C(Y-EDTA) kD,obs Rzyy(X) T1,2
[10¢ mol/L] [s7] [min]

7,4 0,756 + 0,017 1,39-10 + 0,07-10+ 0,9940853 83+3

7,0 0,721 +0,043 9,19-10* + 0,99-10 0,9788406 13£2

Eine Auftragung der errechneten kinetischen Konstanten gegen die H*-
Konzentration stiitzt die Annahme einer linearen Beziehung der Parameter gemafs Gl.

[50]. Hierbei wurden die beobachteten Konstanten kos bei pH 5 und 6 aus dem
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kontinuierlichen Versuch, bei pH 7 und 7,4 aus dem diskontinuierlichen Versuch
herangezogen.

LAURENCZY et al. ermittelten in unverdffentlichten 'H-NMR-Studien des AB-
Austausches von Y(EDTA)- Carboxymethylen-Protonen in einem pH-Bereich von 1,8
bis 3 eine Ratenkonstante fiir die Spontandissoziation der Y(EDTA)-Spezies von kpo=
1104 s1. Detaillierte Informationen iiber Messmethoden und -bedingungen
(Ionenstarke und Temperatur) sind jedoch nicht zuganglich¢3l,

Wahrend koo verhdltnismafiig gut mit den Literaturdaten iibereinstimmt,
tiberschreitet die errechnete Ratenkonstante fiir die protonenkatalysierte Dissoziation
kor von 1,76:10*+ M's? die in der Literatur gefundenen Werte um mehrere
Grofienordungen!®™l. GLENTWORTH et al. fanden mittels Isotopenaustauschstudien eine
Konstante ko1 von 30 + 1,5 M™'s'. Unterschiede in der Methodologie und den
experimentellen Bedingungen (I=0,1 KNOs, NHiOAc-Puffer) konnten fiir diese
Diskrepanz verantwortlich sein, nichtsdestotrotz steht eine detaillierte Begriindung
hierfiir aus, da tibliche experimentelle Fehlerquellen ausgeschlossen werden konnten.
Waihrend der Experimente konnten beispielsweise keine pH-Schwankungen detektiert
werden, demnach konnen mogliche, durch die Bildung einer zweifach protonierten
Spezies YH2(EDTA)* hervorgerufene Storungen ausgeschlossen werden. Eine weitere
mogliche Fehlerquelle stellt der bekanntermafien eingeschrankte Chelex-
Metallionenaustausch im sauren Bereich dar. Dieser Effekt hatte die Messung erhohter
Dissoziationsraten zur Folge, macht sich allerdings tiblicherweise erst ab einem pH < 4
bemerkbar. Zudem konnte im pH-Bereich zwischen 4,5 und 7,4 keine Verminderung in
der Yttrium-Sorption an Chelex beobachtet werden.

Zur Klarung der Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse ist eine direkte
Gegeniiberstellung der beiden analytischen Methoden unter exakter Ubereinstimmung

der experimentellen Rahmenbedingungen notwendig.
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4.1.4.°°Y-DTPA
4.1.4.1. Dissoziationskinetik von *Y-DTPA im kontinuierlichen FISRE-Betrieb

Die Dissoziationsmuster von Y-DTPA sind in Abb. 35 dargestellt. Entsprechend
einem Fit 2. Ordnung (R%y(x)> 0,996) tragen zwei Spezies zum Dissoziationsverlauf
von Y-DTPA bei, die sich in ihrer Labilitdt betrachtlich unterscheiden. Die mittels
CHEAQSPro ermittelte theoretische Zusammensetzung im thermodynamischen
Gleichgewicht deutet auf lediglich eine nicht-protonierte Y(DTPA)>-Spezies im
untersuchten pH Bereich hin, wobei YH(DTPA) maximal 0,012% (pH 4,5) der
gesamten DTPA-Konzentration ausmacht. Bislang sind keine Hinweise auf kinetisch
unterscheidbare Isomere bekannt. Demnach sind weitere strukturrelevante
Untersuchungen oder genauere Analysen thermodynamischer Zusammenhénge zur

Interpretation der experimentellen Daten unabdingbar.

0,8+ = pH74(HEPES

1 » pH7,0HEPES
0,74 » pHB,0(MES

_ v pH 5,0 (Piperazin)

0,2

Yttrium-Konzentration im Eluat [10° mol/L]

0,14
0,0 T T T T T T T
0 20 40 60
Kontakizeit [s]

Abb. 35: pH-abhiingige Dissoziation von Y-DTPA im kontinuierlichen FISRE-Betrieb {Tab. 71-74}.

Die erhaltenen Speziationsdaten zeigen einen Anstieg des Y-DTPAa:Y-DTPAs-

Verhiltnisses mit zunehmender Protonenkonzentration (Tab. 21).
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Tab. 21: pH-abhingige Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten von Y-DTPA bei 1=0,01 (NaCl),

ermittelt aus den Fits der Dissoziationskurven im kontinuierlichen FISRE-Betrieb.

pH ¢ (Y-DTPAA) KD,obs(a) ¢ (Y-DTPAs) KD,obs(B) R2yy(x)
[10° mol/L] [s1] [106 mol/L] [s1]

7,4 0,163 + 0,044 1,31+0,39 0,580 + 0,005 1,410+ 2,6-104 0,959825

7,0 0,251 + 0,032 1,26 +0,19 0,501 + 0,004 1,0-104¢ 2,4-104 0,989439

6,0 0,421 + 0,098 1,52 +0,34 0,405 + 0,008 8,1-10%+ 6,610+ 0,976223

5,0 0,515 + 0,055 1,78 £0,16 0,357 + 0,003 2,2:10%+ 3,3-10% 0,996427

Ferner ist - analog zu Y-DOTA - ein nicht-linearer Sattigungsverlauf zu beobachten
(Abb. 36). Die Summe der Spezieskonzentrationen spricht fiir eine quantitative

Erfassung des eingesetzten Y-DTPA-Komplexes.

0,6+

0,54

.
e

0,4
034 /

% - -=-- Spezies A - unabhéngiger Fit
02_] - -=-- Spezies B - unabhéngiger Fit

0,14

Spezies-Konzentration [10° mol/L]

0,0 T T T T T T T T T T T T T
0,0 20x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10° 1,2x10°
H*-Konzentration [mol/L]

Abb. 36: pH-abhiingige Speziation von Y-DTPA, ermittelt iiber den kontinuierlichen FISRE-Betrieb.

Die beobachteten Reaktionsraten sind durch eine Zunahme bei erhohter
Protonenkonzentration gekennzeichnet (Abb. 37). Die verhdltnismafiig hohe
Standardabweichung, insbesondere bei der inerteren Spezies Y-DTPAs lasst jedoch
keine genaueren Aussagen iiber die pH-Abhdngigkeit der Ratenkonstanten zu.

Weitere Informationen hieriiber liefert das diskontinuierliche Experiment.
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Abb. 37: Beobachtete Dissoziationsratenkonstanten der Y-DTPA-Spezies in Abhingigkeit von der

Protonenkonzentration.

4.1.4.2. Dissoziationskinetik von °Y-DTPA im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb

038

07

06

05
L \
6‘

Yitrium-Konzentration im Eluat [10° mol/L]

04
0,3
0,2
01
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Abb. 38: pH-abhingige Dissoziation von Y-DTPA im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb {Tab. 75-78}.
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Abb. 38 veranschaulicht die hohe pH-Empfindlichkeit der inerteren Y-DTPA-
Spezies. Betragt die physikalische Halbwertzeit von Y-DTPAs bei pH 7,4 noch etwa 30
Stunden, so liegt sie bei pH 5,0 bereits bei nurmehr 12 Minuten.

Die DTPA-Komplexe der Lanthanoide dissoziieren unter physiologischen
Bedingungen neben der durch endogene Metallionen induzierten Dissoziation
bekanntermaflen vorwiegend durch protonen-assistierte Prozesse. So ist bei
Auftragung der aus einem Fit (pseudo-)erster Ordnung erhaltenen Ratenkonstanten
gegen die Protonen-Konzentration in der Tat ein linearer Zusammenhang
entsprechend Gl. [50] zu erkennen (R2%y(x)> 0,99636). Aus der Fit-Geraden geht hervor,
dass die spontane Dissoziation — gekennzeichnet durch koo = 3,6:10¢ + 0,2:10-¢ — im
untersuchten pH-Bereich von der protonenassistierten Dissoziation mit einer ko: von
111 + 9 Ms! {ibertroffen wird. Dieses Ergebnis zeigt gute Ubereinstimmung mit einer
von MCMURRY et al. mittels Stopped-flow Spektrophotometrie zu 144 M"-s?!
bestimmten ko1 (0,2 M NaClOs, 25°C)16],

Tab. 22: pH-abhiingige Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten von Y-DTPAs bei 1=0,01 (NaCl),

ermittelt aus den Fits der Dissoziationskurven im kontinuierlichen FISRE-Betrieb.

pH c (Y-DTPAB) kb obs(B) Ryy(x)
[10-° mol/L] [s7]

7,4 0,580 + 0,011 5,9-10°+0,3-10-° 0,9957959

7,0 0,490 + 0,005 1,23-10° +0,06-105 0,9980169

6,0 0,374 £ 0,012 1,2:104+0,1-10* 0,9791664

5,0 0,358 £ 0,017 1,1-10°+0,1-10° 0,9853498

Zusammenfassend sind in den Dissoziationsmustern von Y-DTPA einige Parameter
auszumachen, die sich nicht mit einer Anwendung von DTPA als bifunktionellen
Chelator fiir Yttrium-basierte Radiopharmaka vereinbaren lassen. Bei physiologischem
pH liegen etwa 22% des Komplexes in einer labilen Form vor, die bereits nach wenigen
Sekunden vollstandig dissoziiert. Nach einer Halbwertszeit von Y (64,1 h) sind
lediglich 20% des Komplexes intakt. Bei schneller Pharmakokinetik, Clearance und

Verwendung von  Nukliden mit geringer  Halbwertszeit kann die
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radiopharmazeutische Anwendung von Seltenerdmetall-DTPA-Komplexen dennoch
sinnvoll sein, zumal deren Bildung im Vergleich zu Komplexen mit zyklischen

Chelatoren mit verhaltnismaflig hohen Reaktionsgeschwindigkeiten erfolgt.

4.1.5.2°Y-DOTATOC
4.1.5.1. Dissoziationskinetik von °Y-DOTATOC im kontinuierlichen FISRE-Betrieb

08+
< 07+
5 061
B 054
L i
£ 044
5 - pH7.4(HEPES)
B 0,3- «  pH7,0(HEPES)
£ + pHB,0(MES
v pH 5,0 (Piperazin)
S 024
X ]
§ 01
E |
p
010 T T T T T T T
0 20 40 60

Kontaktzeit [s]

Abb. 39: pH-abhingige Dissoziation von Y-DOTATOC im kontinuierlichen FISRE-Betrieb {Tab. 79-82).

Die Dissoziationsprofile des peptidgekoppelten Y-DOTA-Komplexes bei pH 5,0 und
6,0 konnen hervorragend (R%y(x)> 0,9978 wund R%y(x)> 0,9999) durch
Exponentialfunktionen zweiter Ordnung nachgezeichnet werden. Bei pH 7,0 sowie 7,4
zeigt ein Fit (pseudo-) erster Ordnung gute Ubereinstimmung. Die erhaltenen
kinetischen Parameter haben mit Ausnahme der Spezieskonzentrationen allerdings
geringe Aussagekraft, da die detektierte Dissoziation im Rahmen des experimentellen
Fehlerbereichs liegt. Die Gesamtkonzentration der labilen Spezies steigt demzufolge
mit sinkendem pH-Wert. Die aus den Fits ermittelte Summe der Konzentrationen

beider Spezies ist ein Indiz fiir die vollstandige Erfassung des eingesetzten Komplexes.
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Tab. 23: pH-abhingige Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten von Y-DOTATOC bei 1=0,01

(NaCl), ermittelt aus den unabhingigen Fits der Dissoziationskurven.

pH ¢ (Y-DOTATOCx) KD,obs(4) ¢ (Y-DOTATOCs) KD,obs(B) Reyy(X)
[10 mol/L] [s1] [10° mol/L] [s1]

7,4 - - 0,7511 + 0,0003 6,210+ 13106 0,03063116

7,0 - - 0,7629 + 0,0005 7,7105£45105  0,9721373

6,0 0,147 + 0,052 0,072+0,033  0,6115+0,0540 9,2104+1,5104  0,9999726

5,0 0,250 + 0,022 0,098+0,014 05146 +0,0236 6,0104+8,6104  0,9977981

Die in dem kontinuierlichen FISRE-Versuch ermittelten Konzentrationsverhéltnisse
der zwei detektierten Spezies — 20(+7)% : 82(+7)% - sind ein Indiz fiir die Beteiligung
der cis-/trans-Konformationsisomere am Dissoziationsprozess, wonach Y-DOTATOCAa

dem cis- und Y-DOTATOCs dem trans-Isomer entsprache (Kapitel 2.4.2.3.)11°2I,

0.8- -~ Spezies A - unabhéngiger Fit
_:\\ - -+-- Spezies B - unabhingiger Fit
o7
5 1
Lo S—
c O I
= 05 B
5
% 04
I L 1
fé L I
0.1- %
o T T T
00 20x10°  40x10° 60x10° 80x10°  1,0x10°

H*-Konzentration [mol/L]

Abb. 40: pH-abhiingige Speziation von Y-DOTATOC, ermittelt im kontinuierlichen FISRE-Betrieb.
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Abb. 41: Beobachtete Dissoziationsratenkonstanten der Y-DOTATOC-Spezies in Abhingigkeit von der

Protonenkonzentration.

4.1.5.2. Dissoziationskinetik von 2°Y-DOTATOC im diskontinuierlichen FISRE-

Betrieb

Zuvor durchgefiihrte in vivo-Experimente und Studien der Serumstabilitdt spechen

PY-DOTATOC eine bemerkenswerte kinetische Stabilitdt zu. Diese Schlussfolgerung

wird durch Untersuchung der Langzeitdissoziation, veranschaulicht durch Abb. 42,

bekraftigt. Wahrend bei physiologischem pH tiber 27 Tage hinweg keine signifikanten

Konzentrationen an freiem Y3 gemessen wurden, bleiben bei pH 7,0 in diesem

Zeitraum tiiber 95% des Komplexes intakt. Dieser Sachverhalt ist in Einklang mit der

Beobachtung von MOI et al., dass iiber 18 Tage hinweg weniger als 0,5% Y** aus Y-

DOTA-dhnlichen Komplexen in Serum freigesetzt werden?'ll. Wesentlich hohere

Dissoziation wird bei pH Wert 5,0 und 6,0 beobachtet.
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Abb. 42: pH-abhiingige Dissoziation von Y-DOTATOC im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb {Tab. 83-86).

Die Auftragung der ermittelten kobs gegen die Protonenkonzentration kann mit Hilfe

einer linearen Gleichung gemafs Gl. [51] gut nachgezeichnet werden (R?y(x)=0,9904).

Tab. 24: pH-abhingige Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten von Y-DOTATOC bei I=0,01

(NaCl), ermittelt aus den unabhingigen Fits der Dissoziationskurven im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb.

pH ¢ (Y-DOTATOCS) kb, obs(B) R2yy(x)
[106 mol/L] [s1]

7,4 0,750 + 0,001 51010 +13-10°  0,07070221

7,0 0,737 £ 0,002 8-1010 £ 19-10-1° 0,1199831

6,0 0,561 + 0,002 53-10°+0,3-10°  0,9891253

5,0 0,502 + 0,001 3,3:108+0,2:108  0,9930298

4.1.6. Vergleich der Dissoziationskinetiken der *°Y-Polyaminocarboxylate
Die stets zu etwa 7,5-107 mol/L ermittelte Summe der Konzentrationen einzelner Y-
DOTA-, Y-EDTA-, Y-DTPA- und Y-DOTATOC-Spezies zeigt, dass die eingesetzte

Konzentration quantitativ erfasst wird und somit der im kontinuierlichen FISRE-
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Modus erfasste Detektionszeitraum von 0,6 s bis 60 s hervorragend geeignet ist, um die
Kurzzeitdissoziation der genannten Komplexe zu untersuchen. Die Dissoziation
samtlicher  Yttrium-Polyaminocarboxylate ist erwartungsgemdfs durch eine
ausgeprdgte pH-Abhangigkeit gekennzeichnet. Dieses spiegelt sich sowohl in den
beobachteten Reaktionsraten kobs als auch in der kinetischen Speziation wieder, sofern
ein Fit zweiter Ordnung angewendet wurde. Die Auswertung der Fits von Y-DOTA, Y-
EDTA und Y-DOTATOC zeigt, dass der Anteil der labileren Spezies mit sinkendem
pH-Wert zunimmt. Die im kontinuierlichen FISRE-Experiment ermittelten
Ratenkonstanten kobs umfassen einen Detektionsbereich von 6:10¢ s (Y-DOTATOCS)
bis 1,8 s (Y-DTPAA4). Sind die Ratenkonstanten allerdings kleiner als 1-102 s, wie bei
den inerteren Spezies insbesondere bei den pH-Werten 7,0 und 7,4 der Fall, wird die
Standardabweichung durch die Summe der f{iblichen experimentellen Fehler
uiberschritten, weshalb nurmehr ungenaue numerische Angaben mdoglich sind. Der
diskontinuierliche FISRE-Modus ist weitaus besser fiir die Erfassung der inerteren
Spezies geeignet und liefert bei analoger Zusammensetzung der Proben eine exakte
Fortfiihrung der im kontinuierlichen Experiment erhaltenen Dissoziationsmuster.
Obwohl bei Betrachtung der einzelnen Spezies bei der labileren Y-DTPA-Spezies Y-
DTPAx die hochste beobachtete Ratenkonstante gemessen wird, ist tendenziell zu
beobachten, dass die kinetische Labilitit mit steigender Dentizitit des
Komplexliganden abnimmt. So ist der Yttriumkomplex des hexadentaten EDTA im
vergleich zu jenen der oktadentaten Liganden DTPA, DOTA und DOTATOC durch
eine deutlich hohere Gesamtdissoziation gekennzeichnet. Die kinetische Labilitat
verringert sich durch die zyklische Anordnung des Liganden, erkennbar an den
Dissoziationsmustern von Y-DTPA und Y-DOTA. Der Vergleich von Y-DOTA und Y-
DOTATOC zeigt ferner, dass die Peptidkopplung in diesem Fall mit einem
zusatzlichen Stabilitatsgewinn einhergeht. Hinsichtlich der kinetischen Stabilitdt ist in
dieser Versuchsgruppe somit das Radiopharmakon *Y-DOTATOC uniibertroffen. Im
Hinblick auf die spontane und protonen-assistierte Dissoziation wird dieser

Sachverhalt auch durch einen Vergleich der pH-abhdngigen beobachteten
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Ratenkonstanten kobs der jeweils inerteren Spezies wiedergegeben

durch Abb. 43.

, veranschaulicht
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Abb. 43: Beobachtete Dissoziationsratenkonstanten der jeweils inerten Spezies der Yttrium(III)-

polyaminocarboxylate in Abhingigkeit von pH bzw. Protonenkonzentration.

Tab. 25 stellt die Geschwindigkeitskonstanten der spontanen und protonenassistierten

Dissoziation gegentiber.

Tab. 25: Ratenkonstanten der spontanen und protonen-assistierten Dissoziation der Yttrium(III)-

polyaminocarboxylate und BestimmtheitsmafSe der zugrundeliegenden linearen Fit-Gleichungen.
Komplexspezies koo ko1 R?yy(x)
[s1] [L-mol-s7]

Y-EDTA 1,37-103+ 0,08-10 1,76-104+ 0,08-10* 0,96628
Y-DTPAs 3,81-10°+ 0,15-10 1,11-102+ 0,10-10? 0,99636
Y-DOTAs 7,40-10%+ 0,20-108 2,5102+0,1-10® 0,99982

Y-DOTATOCs 9,1-10%+ 6,2:10-1° 3,27-10°%+ 0,02-103 0,99037

Gemessen an den ermittelten Dissoziationskonstanten koo und ko1 ergibt sich

folgende kinetische Stabilitatsreihenfolge: Y-DOTATOC > Y-DOTA > Y-DTPA > Y-
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EDTA. Diese Reihenfolge findet man mit Ausnahme von Y-DOTATOC, fiir welches
bisher = kein  logK  ermittelt  wurde, fiir die thermodynamischen

Gleichgewichtskonstanten wieder: logKy.nora = 24,0 > logKv-.nrea = 22,05 > logKv-epra =
18,08 (1501,
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4.2. "'Tb-Polyaminocarboxylate

4.2.1. Vorversuche

Anteil der Spezies an der Th-Gesamtkonzentration [%]

Abb. 44. CHEAQSPro-Berechnung der Konzentrationsanteile der Terbiumspezies im pH-Bereich 5-9 (1=0,1 NaCl;
CO:-Partialdruck p=35,97 Pa).

CHEAQSPro-Speziationsberechnungen zeigen, dass im Gegensatz zu den Salzen
des Yttriums Prazipitationen von Tb2(COs)s und Tb(OH)s unter Versuchsbedingungen
bei pH > 10 zu erwarten sind, das Dicarbonat Tb(CO:s): allerdings bereits bei pH > 7,0
einen signifikanten Anteil der Terbium-Gesamtkonzentration stellt. Vorausgesetzt,
dass das thermodynamische Gleichgewicht sich nach erfolgter Dissoziation einstellt,
betragt die theoretisch mittels Chelex-Extraktion erfassbare Terbiumkonzentration
demnach unter physiologischen Bedingungen lediglich 93%, da etwa 7% der
Terbiumspezies in anionischer Form vorliegen. In Analogie zu den Experimenten mit
Yttrium(III)-polyaminocarboxylaten wurden die Tb-DOTA-Peptide im pH-Bereich von

5,0 bis 7,4 untersucht.
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4.2.1.1. Empirische Analyse der Wechselwirkung des Terbiums mit

Puffersubstanzen
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Abb. 45: Terbium-Eluatkonzentrationen in Abhingigkeit von der Chelex-Kontaktzeit bei pH 7,4 (HEPES), 6,0
(MES), 5.0 (Piperazin) und 4,5 (N-Methylpiperazin) {Tab. 87-90}.

Die Elutionsprofile unter Verwendung chelatligandfreier Proben zeigen eine nahezu
quantitative Adsorption freier Tb-Ionen (>99%) ab 1 s Chelex-Kontaktzeit bzw.
Flussraten kleiner als 6 mL/min unabhdngig von Puffersubstanz oder pH (Abb. 45).
Wechselwirkungen zwischen Pufferverbindungen und freien Tb-Ionen sind aus den
vorliegenden Ergebnissen nicht auszumachen. Entgegen der Speziationsberechnungen
wird zudem bei physiologischem pH 7,4 keine Adsorptionsminderung beobachtet. Ein
Grund hierfiir wére eine unter Versuchsbedingungen unvollstandige Einstellung des
thermodynamischen Gleichgewichts. Eine Proben-Inkubationszeit von 18 h
(Raumtemperatur) deutet allerdings darauf hin, dass die Bildung von Tb(COs)2 in der

Realitdt erst ab pH-Werten grofler 7,4 bemerkbar macht, moglicherweise aufgrund



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 113

eines lokal verringerten CO:-Partialdrucks relativ zum atmospharischen Standard-

Partialdruck (35,97 Pa).

4.2.1.2. Einfluss verschiedener M/L-Verhiltnisse auf den kontinuierlichen FISRE-

Modus
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Abb. 46: Dissoziierte Fraktionen der Terbiumgesamtkonzentration in Abhingigkeit von cppz+/cn- (pH 6,0)

{Tab. 91-94}.

Abb. 46 stellt den dissoziierten Anteil der Terbium-Spezies nach 60 s Kontaktzeit bei
pH 6,0 (MES-Puffer, 1=0,1 NaCl) dar. Analog zu den =zyklisch koordinierten
Yttriumkomplexen Y-DOTA und Y-DOTATOC wird eine moderate Abnahme der
relativen dissoziierten Fraktion ab einem crps+/cin--Verhdltnis von etwa 0,8
beobachtet - ein zusdtzlicher Hinweis fiir die Abschirmung dissoziierter freier
Metallionenionen vor dem extrahierenden Agens durch den zyklischen DOTA-
Liganden. Das Ausmafle der dissoziierten Fraktionen bei cg;3+/c;n- < 0,8 deuten auf
eine Zunahme der kinetischen Stabilitit von Tb-IS20I < Tb-DOTATATE < Tb-
DOTANOC =  Tb-DOTATOC hin. Ein detaillierteres Bild hierzu liefert der
kontinuierliche FISRE-Versuch.
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4.2.2. Dissoziationskinetiken der 'Tb-Polyaminocarboxylate im kontinuierlichen

FISRE-Betrieb

g Tb-DOTATOC & Tb-DOTATATE
g o0s. g og/
Licz ii‘l"lr:.;—l— g 5 itt:t'k . H
B el 5
§ 06 3 06
£ £
c ! ]
S 04/ 5
5 04 2 04 . .
g . pH7e B P74
S 024 m pH7,0 g 0,2 m pH7,0
2 PHEO & pH6,0
® pH5, m pH50
0,0 T T T T T T 0,0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
_ Kontakizeit [s] — Kontakizeit [s
g To-DOTANOC I i Tb-S201
g o0s. g og/
‘TQ ‘i\]t‘:b= ] ] “:C_) .!:i\i:h 5 . .
8 o6/ 8 o6/
m o
£ z = £
c v c
2 044 S 044
Y g . . x
g m pH74 g m pH74
5 0,21 ™ pH 7’0 S 0,2 | | pH 7,0
e pHEO o pH6,0
m pH50 B pH50
00 : : ‘ ; ‘ : 00 : : : ; ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Kontakizeit [s] Kontakizeit [s]

Abb. 47: pH-abhiingige Dissoziation der Terbium(III)-polyaminocarboxylate im kontinuierlichen FISRE-Betrieb

{Tab. 95-98, 103-106, 111-114, 119-122}.

Abb. 47 stellt die Dissoziationsverlaufe der Tb-DOTA-Peptide bei pH-Werten

zwischen 5,0 und 7,4 dar (I=0,1 NaCl). Im neutralen Bereich nahezu identisch, weisen

diese bei pH 5,0 und 6,0 signifikante Unterschiede auf und bestdtigen die im

Vorversuch gefundene Stabilitatsreihenfolge.

Fits erster Ordnung beschreiben die Dissoziationsverldufe nur unzureichend (R?yy(x)

zwischen 0,35 und 0,65), jene zweiter Ordnung hingegen hervorragend (Tab. 26).
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Tab. 26: pH-abhiingige Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten der Tb(I11)-DOTA-Peptide bei

1=0,1 (NaCl), ermittelt aus den Dissoziationskurven-Fits zweiter Ordnung im kontinuierlichen FISRE-Betrieb.

Komplex pH ¢ (Tb-La) KD,obs(A) ¢ (Tb-Ls) Kp,obs(B) Ryy(x)
[10-6 mol/L] [s1] [106 mol/L] [s1]
7,4 0,028 + 0,039 1,73-10+ 0,55-10 0,730+£0,004  6:10°+13-10° 0,975656
Tb- 7,0 0,042 +0,010 6,92-10+ 0,32-10! 0,722 + 0,003 8105+ 13-10°  0,924338
DOTATOC 6,0 0,265 + 0,013 6,95-101+ 0,65-10! 0,514 + 0,004 2104+ 2:10*  0,996418
50 0,345 £ 0,016 9,03-10+ 0,66-10! 0,452 + 0,003 1-104+2-10¢  0,997652
74 0,027 0,002 2,46-10+ 0,57-10! 0,728 + 0,002 1-105£8:10°  0,981301
Tb- 7,0 0,061 + 0,002 4,24-10"+ 0,44-101 0,703 + 0,002 1-104+ 6-105  0,996100
DOTATATE 6,0 0,299 + 0,002 6,59-10+ 0,10-10! 0,451 + 0,001 1-104+ 5-105  0,999904
50 0,353 + 0,004 8,93-10+ 0,16-10! 0,398 + 0,001 6-105+7-10°  0,999854
7,4 0,038 + 0,004 1,87-10+ 0,45-10 0,722 + 0,004 1-104+£1-10*  0,985736
Tb- 7,0 0,055 + 0,003 3.65-101+ 0,52-10! 0,711+£0,002 1104+ 0,8-10* 0,992583
DOTANOC 6,0 0,269 + 0,006 5,17-10+ 0,31-10! 0,500 + 0,004 2-104+£2:10*  0,998609
50 0,481 + 0,001 7,57-10+ 0,24-10 0,231 £ 0,001 2-104+1-10*  0,999595
7,4 0,060 + 0,002 2,38-101+ 0,25-10! 0,702 £ 0,002 1-105£1-10°  0,996086
7,0 0,080 + 0,004 4,82-10+ 0,60-101 0,693 + 0,002 1-104+1-104  0,994093
Tb-1S201
6,0 0,355 + 0,004 6,26-101+ 0,14-10! 0,410 £ 0,001 1-104+1-10¢  0,999804
50 0,414 £ 0,006 8,37-101+ 0,20-10! 0,353 £ 0,001 2104+ 2-10*  0,999761
Die Annahme zweier unabhidngig dissoziierender Spezies resultiert in

gegenldufigen Trends in deren Konzentration. Wie aus Abb. 48 ersichtlich, nimmt die

Konzentration der vergleichsweise labilen Spezies im thermodynamischen

Gleichgewicht mit steigender Protonenkonzentration zu. Die Summen der

Konzentrationen c(Tb-La) und c(Tb-Ls) sind mit der Annahme einer quantitativen

Komplexbildung im thermodynamischen Gleichgewicht konform.
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Abb. 48: pH-abhingige Speziation der Terbium(III)-polyaminocarboxylate, ermittelt im kontinuierlichen FISRE-

Betrieb mit Hilfe eines unabhingigen Fits zweiter Ordnung.

Bei Betrachtung der Dissoziationsratenkonstanten der labileren Spezies kp,obs(a) wird
deutlich, dass sowohl Unterschiede in der Speziation als auch in kinetischen
Ratenkonstanten fiir Abweichungen der Dissoziationsprofile verantwortlich sind. So
betragt der Anteil der labilen Spezies an der Gesamtkonzentration des Komplexes im
Falle von Tb-IS20I 54,0%, wahrend er bei Tb-DOTANOC 67,6% einnimmt. Dennoch
dissoziieren im Versuchszeitraum mehr Tb-IS20I- als Tb-DOTANOC-Komplexe
aufgrund hoherer kp,bsa) (Abb. 49).

Die im kontinuierlichen FISRE-Versuch ermittelten Dissoziationsratenkonstanten
der jeweils inerteren Spezies kpobsy) sind mit sehr hohen Standardabweichungen
behaftet und konnen durch Batch-FISRE mit hoherer Genauigkeit wiedergegeben

werden.
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ADbb. 49: Beobachtete Dissoziationsratenkonstanten der jeweils labileren Spezies der Terbium(III)-

polyaminocarboxylate in Abhingigkeit von der Protonenkonzentration.

4.2.3. Dissoziationskinetiken der 'Tb-Polyaminocarboxylate im diskontinuierlichen
FISRE-Betrieb

Die Langzeitdissoziation der '©'Tb-markierten DOTA-Peptide wurde in einem
Zeitraum von 60 s bis 1632 h iiberwacht. Die nach 60 s ermittelten Tb-Konzentrationen
im Eluat stimmen gut mit den im kontinuierlichen FISRE-Versuch ermittelten
Konzentrationen nach 60 s Chelex-Kontaktzeit {iberein. Abb. 50 gibt die pH-
abhangigen Tb-Eluatkonzentrationen und Fits (pseudo-) erster Ordnung wieder. Die
kinetische Stabilitat der Tb-DOTA-Peptide bei physiologischem pH tibertrifft samtliche
in der vorliegenden Arbeit studierten Verbindungen. So dissoziieren innerhalb von 68
Tagen - entsprechend etwa 10 Halbwertszeiten von 'Tb - lediglich 7,6 + 0,6 % der Tb-
DOTATOC-, 8,6 + 0,6 % der Tb-DOTATATE-, 8,5 + 0,7 % der Tb-DOTANOC- und 10,4
+1,2 % der Tb-IS20I-Komplexe.
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Abb. 50: pH-abhiingige Dissoziation der Terbium(III)-polyaminocarboxylate im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb

{Tab. 99-102, 107-110, 115-118, 123-126} .

Die Ahnlichkeit der Dissoziationsmuster und der Daten der kinetischen Speziation

(Tab. 26) ist ein Indiz fiir die Tatsache, dass die kinetische Stabilitit der Komplexe

vorwiegend von der Wechselwirkung zwischen Metallion und Chelator gepragt ist

und Substitutionen an der Peptidkette nur sehr geringen Einflufs auf die Dissoziation

austiiben. So resultiert selbst die DOTA-Konjugation eines Nicht-Oktreotids, wie dem

dimeren cyclischen RGD-Peptid im Falle von IS20I, lediglich in einer geringfiigigen

Anderung der kinetischen Speziation.
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Tab. 26: pH-abhingige Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten der Th-DOTA-Peptide bei 1=0,1

(NaCl) sowie die Bestimmtheitsmafle der zugrundeliegenden Fits erster Ordnung im diskontinuierlichen FISRE-

Betrieb.
Komplex pH ¢ (Tb-Ls) KD,obs(B) Ryy(x)
[10¢ mol/L] [s1]

74 0729+0,001  7,9610°+02410°  0,976072

Tb. 70 0721£0,001  1,2410%:0,0610%  0,944552
DOTATOC 6o 0510£0,001  4,2310%:0,0410%  0,997863
50  0450£0,001  3,23107:0,01107  0,999857

74 0725:0001  9,15109%020-10°  0,987583

Tb. 70 0702£0,001  1,4410%:0,02:10%  0,993958
DOTATATE ¢ 04500001  50110%£0,0310%  0,999294
50  0398+0,001  3,50107£0,01-107  0,999865

74 0720£0001  695109%0,3610°  0,933713

Tb. 70 0711:0001  1,0510%:0,0410%  0,958252
DOTANOC ¢ 0502£0,001  4,0910%:0,0810%  0,990182
50  0481+0,001  298107£0,01107  0,999582

74 0702£0,001  84010°+0,6010°  0,880588

70 0,692+0001  1,12:10%:0,0610%  0,938138

Tb-1S201

60  0411:0001 4721000110  0,985729

50  0352:0001  324107£0,03107  0,998758

Eine Auftragung der beobachteten Dissoziationsratenkonstanten gegen die
Protonenkonzentration spiegelt den linearen Zusammenhang der Grofsen wieder (Abb.
51). Die auf diese Weise bestimmten Ratenkonstanten sind in Tab. 28 angegeben.

Die pH-Empfindlichkeit der Komplexe verzeichnet einen geringfiigigen Anstieg
entlang der Reihe Tb-DOTANOCs < Tb-DOTATOCs ~ Tb-IS20Is < Tb-DOTATATEs.
Unterhalb eines pH-Wertes von 6,6 verlauft die Komplexdissoziation vorwiegend
protonen-assistiert, wahrend im neutralen und basischen pH-Bereich der Anteil der

spontanen Dissoziation iiberwiegt.
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ADbb. 51: Beobachtete Dissoziationsratenkonstanten der jeweils inerten Spezies der Terbium(I1I)-

polyaminocarboxylate in Abhingigkeit von der Protonenkonzentration mit zugehdrigen linearen Fits.

Tab. 28: Ratenkonstanten der spontanen und protonen-assistierten Dissoziation der M-DOTA-Peptide und

Bestimmtheitsmafe der zugrundeliegenden linearen Fit-Gleichungen. (* siehe Kapitel 4.1.5.2)

Komplexspezies koo ko1 R2yy(x)
[s1] [L-mol*-sT]

Tb-DOTATOCs 7,89-10°+ 0,20-10° 3,17-102+ 0,01-102 0,99888

Tb-DOTATATEs 1,06:10%+0,01-108 3,46-102+ 0,01-102 0,99266

Tb-DOTANOCs 7,03-10°+ 0,27-10° 2,93-102+0,01-102 0,99817

Tb-1S201s 8,44-10+ 0,40-10° 3,20-102+ 0,03-102 0,99498

Y-DOTATOCs 9,1-101%+ 6,2-10-1° 3,27-10°+0,02-10° 0,99037

4.2.4. Vergleich der Dissoziationskinetiken von 'Tb- mit *Y-DOTATOC

Aus dem kontinuierlichen Versuchen an den DOTATOC-Komplexen beider
Seltenerdmetalle geht hervor, dass die Speziationskinetiken bei Chelex-Kontaktzeiten
unter 60 s prinzipiell vergleichbar sind. Unterschiede werden vorrangig durch die
durchweg hohere Fraktion der labileren Spezies M-DOTATOCa und der um ca. Faktor
10 erhohten Ratenkonstanten koobsia) bei ©'Tb-DOTATOC hervorgerufen.  Das
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Zusammenwirken dieser Parameter resultiert in einer Zunahme der dissoziierten
Fraktion um etwa 5-10% bei ' Tb-DOTATOC (pH < 7).

Wie aus den Batch-FISRE-Studien zu entnehmen ist, bekriftigen zudem die
Ratenkonstanten kpobse), koo und ko1 diese Tendenz und sind im Falle von 16'Tb-
DOTATOC um eine Groienordnung hoher als jene des *Y-Komplexes. So sind 624 h
nach Tracerzugabe bei pH 5,0 ca. 71% des '*'Tb-Komplexes und lediglich ca. 38% des
2Y-Komplexes dissoziiert.

Ausgehend von literaturbekannten thermodynamischen Gleichgewichtskonstanten
fiir Tb-DOTA (28,6 + 0 [I=1,0 (NaCl), 20°C 2121], 24,7 + 0,1 [I=0,1 (KCl), 25°CP%]) und Y-
DOTA (24,9 £ 0,2 [I=0,1 (MesNNO:s), 25°C1781 ], 24,3 + 1 [I=0,1 (KCl), 25°CI?4l) erscheint
das Ausmaf der Unterschiede der kinetischen Stabilitdt nicht {iberraschend und ist
vermutlich vorwiegend auf die Differenz der Ionenradien (r(Tb*) = 92,3 pm; r(Y*) =
89,3 pm) zurlickzufiihren®®. In diesem Zusammenhang gilt es in
Markierungsversuchen zu priifen, ob die Bildungsgeschwindigkeit des Tb-
DOTA(TOC)-Komplexes gemafs Gl. [20] im Vergleich zur Y-DOTA(TOC)-Assoziation

erhoht ist.
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4.3. 38Re(I)(CO)s(his)-basierte Komplexe

4.3.1. Vorversuche

Im Vorfeld der kinetischen Messungen wurden die Rahmenbedingungen der
FISRE-Versuche im Hinblick auf die Synthese der fac-[(¥Re(CO)s(H20)s]*-Spezies,
deren Affinitat und Austauschkinetik an Chelex gepriift.

Die  Durchfiihrung  samtlicher literaturbekannter  Synthesen  fiir  fac-
[189Re(CO)3(H20)3]* (B-D) lieferte lediglich unzureichende Ausbeuten (Tab. 29). Vor
allem Synthesevarianten mit Verwendung von Naz[H2BCO:s] weichen hinsichtlich ihrer
Ausbeute stark von den von SCHIBLI et al. und PARK et al. genannten Werten ab
(Methode C und D)0l Zur Optimierung wurde die Synthese deshalb unter
Verwendung von sowohl CO als auch BER durchgefiihrt (Methode E), entsprechend

Tab. 29 mit erheblich verbesserter Ausbeute.

Tab. 29: Vergleich der Produktausbeuten der fac-[13¥Re(CO)s(H20)s]*-Synthese.

Methode Ausbeute [%]
Literatur vorliegende Arbeit
A R R
B 85+5 29-75
C 805 0-33
D 97 51 -59
E - 87 -98

Die Tendenz der fac-[189Re(CO)s(H20)s]*-Spezies zur Deprotonierung und
Oligomerisierung und der damit verbundenen Bildung ungeladener Spezies schrankt
die Quantitat der Chelex-Adsorption der Rhenium-Spezies potentiell ein. Diesem
Sachverhalt wurde durch eine Priifung der Batch-Adsorption in Abhéangigkeit vom
pH-Wert nachgegangen (Abb. 52).
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Abb. 52: Batch-Retention von fac-[1¥Re(CO)s(H20)s]* an Chelex in Abhingigkeit vom pH {Tab. 127}.

Titrationsexperimenten von EGLI et al. zufolge tritt ab pH 5 die Bildung des
trinuklearen Hydrolyseprodukts [(CO)s(u-HO)s(us-HO)Res]- ein (das deprotonierte
Intermediat fac-[Re(CO)3(OH)(H20)2] macht im thermodynamischen Gleichgewicht bei
diesen Bedingungen weniger als 1% der Rhenium-Gesamtkonzentration aus
(Abb.18))%7.  Dieser Effekt macht sich unmittelbar in der Chelex-Adsorption
bemerkbar, wie aus Abb. 52 ersichtlich. Bei pH 5,0 ist ein Maximum der Adsorption zu
verzeichnen, wobei diese zu niedrigeren pH-Werten hin sinkt - mutmafilich aufgrund
der verminderten Ionenaustauschaktivitit der Chelex-Iminodiacetatgruppen bei
niedrigem pH!".. Folglich ist eine pH-abhangige FISRE-Studie von '®*Re(CO)s(his) und
Derivaten mit Chelex nicht ohne Weiteres moglich. Die Untersuchung der Kinetik

dieser Komplexe beschrankt sich daher auf Messungen bei pH 5,0.

Die Ergebnisse der kontaktzeitabhdngigen Extraktion mit ligandenfreien Proben
sind in Abb. 53 dargestellt. Wahrend bei 0,6 s Chelex-Kontaktzeit etwa 2,7% der
eingesetzten Rheniumkonzentration im Eluat wiedergefunden wird, iibersteigt die
Rhenium-Adsorption ab 4 s Chelex-Kontaktzeit (V = 1,5 mL/min) 99% der Rhenium-

Gesamtkonzentration. Einfliisse etwaiger Wechselwirkungen zwischen fac-
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[189Re(CO)3(H20)3]* und Piperazin sowie sonstiger Verunreinigungen sind folglich

unter den gegebenen Versuchsbedingungen zu vernachléssigen.
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Abb. 53: Rhenium-Eluatkonzentrationen in Abhingigkeit von der Chelex-Kontakizeit {Tab. 128].

4.3.2. Dissoziationskinetiken der '**Re-Tricarbonyl-Komplexe

Die Anwendung des FISRE-Experiments im kontinuierlichen Betrieb resultiert in
einer quantitativen Wiederfindung der Re(I)-Spezies im Eluat. Im Rahmen einer
Chelex-Kontaktzeit von 0,6 s bis 60 s ist keinerlei Dissoziation messbar, womit ferner
die Abwesenheit positiv geladener Spezies im thermodynamischen Gleichgewicht
bestatigt wird.

Der Langzeit-Dissoziationsverlauf in einem experimentellen Zeitfenster von 60 s bis
162 h ist in Abb. 54 angegeben. Der Bestimmtheitsmafie der exponentiellen Fits erster
Ordnung deuten auf die Dissoziation einer Spezies nach einer Reaktion (pseudo-)

erster Ordnung hin (Tab. 30).
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Abb. 54: pH-abhingige Dissoziation der Rhenium(I)-Tricarbonyl-Komplexe im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb

Die Erfassung der Komplexspezies

{Tab. 129-131}.

ist angesichts einer Ausgangs-

Ligandenkonzentration von 7-107 mol/L quantitativ. Im Hinblick auf die beobachteten

Dissoziationsratenkonstanten sind geringe Unterschiede zwischen (#Re(CO)s(his) und

den dipeptidischen Analoga auszumachen. Eine (-alanyl oder Glycyl-Substitution an

der primaren Aminogruppe bewirkt entsprechend Tab. 30 einen Gewinn an kinetischer

Stabilitdit, was mutmafllich auf eine verstirkte Abschirmung des Metallzentrums

gegeniiber potentiellen Reaktanten zuriickzufiihren ist.

Tab. 30: Speziation und beobachtete Dissoziationsratenkonstanten der Re(CO)s-Peptide (1=0,1 (NaCl), pH=5,0),

ermittelt aus den Fits erster Ordnung im diskontinuierlichen FISRE-Betrieb sowie Bestimmtheitsmafe der

zugrundeliegenden exponentiellen Fits erster Ordnung.

Komplex c(Re(CO)sL) Kp,obs R2yy(x)

[10¢ mol/L] [s1]
Re(CO)s(L-His) 0,7049 + 0,0004 1,71-10-° + 0,01-10- 0,99995
Re(CO)s(L-His-Gly) 0,6911 +0,0027 1,28-10¢ + 0,02-10- 0,99955
Re(CO)s(L-Carnosin)  0,6930 +0,0018 1,39-10¢ + 0,02-10- 0,99701
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Bisher sind keinerlei Dissoziationsratenkonstanten von Re(CO)s-Peptiden
literaturbekannt. Aus Studien der Serumstabilitit an analogen Bis[imidazol-
2yllmethylamin-Chelaten und deren Derivaten geht hervor, dass nach 24 h
Inkubationszeit in Humanserum bei 37°C etwa 80 + 4% und nach 48 h 63 + 3% der
Komplexe intakt sind. Im vorliegenden Versuch betragen diese Werte fiir Re(CO)s(his)
8 + 1% (24 h) und 74 + 1% (48 h) und sind somit unterschiedlicher

Versuchsanordnungen und -bedingungen zum Trotz vergleichbar2%I.
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Zusammenfassung

Die  Entwicklung neuartiger zielspezifischer = Metalloradiopharmaka zu
therapeutischen und diagnostischen Zwecken nimmt seit drei Dekaden einen hohen
Stellenwert in der nuklearmedizinischen Grundlagenforschung ein. Die Tendenz zur
individuellen, patientenabhangigen Krebsbehandlung und deren Diagnostik fithrte zu
einer groflen Vielfalt an Kombinationen von Radionukliden, bifunktionellen
Chelatoren und zielspezifischen Biomolekiilen und deren Derivaten. Wahrend die
thermodynamischen Eigenschaften applizierter Metallchelate in aller Regel bekannt
sind, sind Informationen iiber deren kinetisches Verhalten und die zeitabhingige
Speziation der Komplexe in radiopharmazeutischen Zusammensetzungen
vorherrschenden Konzentrationen von 10%-10¢ mol/L rar. Ferner gilt es, die
Dissoziation von Radionuklidkomplexen und die damit verbundene Freisetzung freier
radioaktiver Metallionen vor in wvivo-Studien zu quantifizieren, um die

Strahlenexposition von gesundem Gewebe zu vermeiden.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Anwendung, Modifikation und
Diskussion der sogenannten Free-Ion Selective Radiotracer Extraction (FISRE)-Technik
zur Bestimmung der kinetischen Stabilitdt und Speziation von Metallkomplexen mit
radiopharmazeutischer Relevanz. FISRE beruht auf herkémmlicher Extraktion freier
Metallionen in sorgfaltig dquilibrierten wassrigen Losungen unter iiberschiissigem
Einsatz von Metallionen zur Vermeidung freier Ligandenionenkonzentration. Die
Probenzusatz von korrespondierenden Radiotracer-Metallionen erlaubt die
Quantifizierung der dissoziierten Komplexfraktion. Das urspriingliche, kontinuierliche
FISRE-Verfahren basiert auf Extraktionen in Abhdngigkeit von Kontaktzeit zwischen
Metallkomplex und stationdrer Phase durch Variation der Probenflussrate. Erganzend
zu diesem Ansatz, der sich im Besonderen fiir kinetische Studien in einem
experimentellen Zeitfenster zwischen 0,6 s und 60 s eignet, wurde ein Batch-Betrieb der

FISRE-Technik entwickelt, der die experimentelle Zeitskala je nach Detektierbarkeit
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bzw. Halbwertszeit des Radiotracers erweitert und daher bevorzugt dem Studium

kinetisch inerter Spezies dient.

Ausgangspunkt der FISRE-Studie war die Untersuchung von Komplexen des
Yttriums mit offenkettigen und zyklischen Polyaminocarboxylatliganden - ®Y-EDTA,
©0Y-DTPA, ©OY-DOTA  sowie OY-DOTATOC, einem zur Behandlung
neuroendokriner Tumoren eingesetzten Radiopharmakon. Das Dissoziationsverhalten
dieser Verbindungen wurde in einem pH-Bereich zwischen 5,0 (4,5 bei ®0Y-DOTA)
und 7,0 und einem experimentellen Zeitfenster von 0,6 s bis zu 648 d untersucht. Mit
Ausnahme von ©9Y-EDTA, welches nach einer Reaktion (pseudo-) erster Ordnung
dissoziiert, tragen zwei kinetisch unterscheidbare Spezies zum Dissoziationsprofil bei.
Die pH-abhdngigen Geschwindigkeitskonstanten bestdtigen die Abnahme der
kinetischen Komplexlabilitat mit steigender Ligandenzdhnigkeit vom hexadentaten
EDTA zum oktadentaten DTPA. Im Vergleich zu den offenkettigen Liganden bildet
das zyklische DOTA inerte Yttriumspezies, wobei die Kopplung der [Tyr®]-Oktreotid-
Einheit die kinetische Stabilitdt noch zusatzlich erhoht. Anhand von ®0Y-DOTA wurde
gezeigt, dass eine Verdnderung der Ionenstiarke in einem Bereich von 0,002 bis 1,5
(NaCl) nur geringen Einfluss auf Geschwindigkeitskonstanten und die zeitabhédngige
Speziation ausiibt. Extraktionsversuche mit chelatligandfreien Proben belegen
empirisch, dass mogliche Wechselwirkungen zwischen Yttriumionen mit den
verwendeten biologischen Puffersubstanzen und/oder Systemverunreinigungen
vernachlassigt werden konnen. FISRE-Experimente unter Variation des Metall/Ligand-
Verhiltnisses lassen daneben darauf schliefsen, dass die zyklischen Liganden DOTA
und DOTATOC im Gegensatz zu den offenkettigen Polyaminocarboxylaten freie
Metallionen von der stationdren Phase selbst bei {iiberschiissigem Einsatz der

Metallspezies abschirmen.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden Komplexe von (Tb mit DOTA-basierten
Biokonjugaten DOTATOC, DOTATATE, DOTANOC und IS20I mittels FISRE
untersucht, um die Auswirkungen von Biomolekiil-Substitutionen verschiedenen

Umfangs auf die Komplexdissoziation zu ermitteln. Innerhalb eines Messzeitraums
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von 0,6 s bis zu 68 d konnten lediglich geringe Unterschiede in Speziation und pH-
abhéngigen Ratenkonstanten ausgemacht werden, wodurch bestatigt werden konnte,
dass die kinetische Stabilitat primar durch die Wechselwirkung zwischen Metallion

und bifunktionellen Chelator gepragt wird.

Die Anwendbarkeit von FISRE an vergleichsweise komplexen Systemen wurde mit
Hilfe von auf dem organometallischen Synthon [1%Re(CO)s]* basierenden
Verbindungen gepriift. Als Liganden wurden das tridentate L-Histidin sowie die
Dipeptide Glycyl-L-histidin und L-Carnosin (B-Alanyl-L-histidin) ausgewdhlt, um
Substitutionseffekte an der primdren Aminogruppe von L-Histidin zu studieren.
Aufgrund von Hydrolysevorgangen der Spezies fac-[(1¥Re(H20)3(CO)s]* im neutralen
pH-Bereich erfolgt die Chelex-Adsorption der Spezies nicht quantitativ, weshalb sich
die durchgefithrten FISRE-Experimente auf pH 5,0 beschranken. Uber einen
experimentellen Zeitraum von 7 Tagen hinweg dissoziieren die Komplexe
entsprechend Kinetiken (pseudo-) erster Ordnung. Eine geringfligig verbesserte
kinetische Stabilitdt wird fiir die Dipeptid-Konjugate verzeichnet, was vermutlich auf
die zusidtzliche Abschirmung des Zentralions gegeniiber kompetitiven Reaktanten

durch die Seitenketten zuriickzufiihren ist.

FISRE erweist sich als geeignete Methode zur experimentellen Ermittlung von
Dissoziationsratenkonstanten und zeitabhadngiger Speziation unter der Bedingung,
dass ein hohes Mafi an Versuchskontrolle aufrechterhalten wird und beobachtete
kinetische Ratenkonstanten mit Vorsicht interpretiert werden. Die Anwendung der
Technik erscheint angesichts geringer Kosten fiir Ausstattung und Instandhaltung
besonders fiir Laboratorien interessant, welche sich routinemaflig mit der Entwicklung
neuartiger bifunktioneller ~Ligandensysteme beschiftigen. Die mafigebliche
Beschrankung von FISRE beruht derzeit auf der experimentellen Voraussetzung eines
raschen, quantitativen und zugleich selektiven Ionenaustauschs zwischen

extrahierendem Agens und untersuchter Spezies.
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Summary

The development of novel therapeutic and diagnostic target-specific
metalloradiopharmaceuticals has been playing a vital role in the fundamental research
in nuclear medicine through the last three decades. The tendency to customize cancer
treatment and diagnosis led to a large variety of combinations of radionuclides,
bifunctional chelators, target-specific biomolecules and modifications thereof. Whereas
the thermodynamic properties of applied metal chelates are usually well-studied,
information on their kinetic behavior and time-dependent speciation at tracer
concentrations present in radiopharmaceutical compositions (10-%-10° mol/L) is scarce.
Furthermore, in order to prevent significant radiation dose to healthy tissue, the
dissociation of radiopharmaceuticals and the accompanying release of free radioactive

metal ions has to be assessed and quantified accurately prior to in vivo-investigations.

This study comprises the application, modification and discussion of the so-called
Free-Ion Selective Radiotracer Extraction (FISRE) technique in order to determine the
kinetic stability and speciation of metal complexes of radiopharmaceutical relevance.
FISRE is based upon common metal ion extractions in carefully equilibrated aqueous
solutions with minimized free ligand concentrations and a surplus of free metal ions in
the mobile phase and the resin renouncing competing extrinsic metal and ligand ions.
Spiking the sample with the corresponding radiotracer allows a determination of
dissociated complex fractions. The original continuous FISRE mode involves
extractions with varying contact time between metal complex and extracting agent by
adjusting the sample flow rate through the column. Supplementary to this approach,
which is suitable for lability studies in a time frame between 0.6 s and 60 s, a batch
FISRE mode was developed that extends the experimental time frame in dependence
of the radiotracer half life and is therefore especially useful for studies of kinetically

inert species.

Initially, the focus of investigations was laid on open-chain and cyclic polyamino-

carboxylate complexes of yttrium COY-EDTA, 9Y-DTPA, ®9Y-DOTA as well as “0Y-
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DOTATOC, a radiopharmaceutical for neuroendocrine tumor treatment. The
dissociation behavior was studied in a pH range between 5.0 (4.5 in case of ®0Y-DOTA)
and 7.4 and a time scale of 0.6 s to 648 h. Except for the (pseudo-) first order
dissociation of ®Y-EDTA, two kinetically distinguishable species were detected, which
both contribute to the dissociation patterns. The acid-dependent rate constants confirm
the decrease of kinetic lability of the complexes with higher ligand denticity from the
hexadentate EDTA to the octadentate DTPA. In comparison with the open-chain
ligands, the cyclic octadentate DOTA forms kinetically inert yttrium complexes. The
coupling of a [Tyr’]-octreotide residue in ®9Y-DOTATOC additionally improves the
kinetic inertness. It was shown by means of experiments with 0Y-DOTA that
variations of ionic strength within a range of 0.002 to 1.5 (NaCl) only have a minor
impact on rate constants and time-dependent speciation. On the basis of extractions
with ligand-free samples, the influence of interactions of yttrium ions with the applied
biological buffers and/or system impurities was empirically deduced to be negligible.
Extractions performed under variation of the metal/ligand-ratio lead to the conclusion
that the ligands DOTA and DOTATOC tend to shield the ion exchanger from free

metal ions even at slight excess of the metal species in the sample.

As a second series of experiments, complexes of (VTb with DOTA-based
bioconjugates DOTATOC, DOTATATE, DOTANOC and IS20I were investigated by
FISRE in order to quantify effects of slight and major substitutions at the biomolecule
residues on complex dissociation. Only slight differences in terms of species
concentrations and rate constants were observed within a time frame of 0.6 s to 68 d
alluding to the fact that kinetic stability is primarily dependent on the interaction

between metal and bifunctional chelator.

The applicability of FISRE on comparatively sophisticated systems was tested on
complexes bearing the organometallic precursor [#Re(CO)s]*. As ligands, the
tridentate L-histidine as well as the dipeptides glycyl-L-histidine, and L-carnosine (-
alanyl-L-histidine) were chosen in order to study the effects of different moieties

attached to the primary amine of L-histidine. Hydrolysis processes of the species fac-
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[189Re(H20)3(CO)s]* occurring at neutral pH restrict FISRE studies to pH 5.0 due to
non-quantitative Chelex adsorption. Over an acquisition time frame of 7 days the
complexes dissociate similarly according to (pseudo-) first order kinetics while a slight
kinetic stability gain is recorded for the dipeptide conjugates, presumingly caused by

additional protection of the central ion towards competing reactants.

FISRE proves to be a suitable technique to experimentally determine dissociation rate
constants and time-dependent speciation within high acquisition time frames if a good
control of interacting parameters is upheld and the results are interpreted carefully.
The application of FISRE is geared towards laboratories developing novel bifunctional
ligand systems in demand of a technique for preclinical kinetic stability screenings. It is
unmatched in terms of low costs in equipment and maintenance. A major restriction of
FISRE is given by the precondition of rapid, quantitative and at the same time selective

ion exchange between extracting agent and species under study.
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Es wurde gezeigt, dass FISRE eine im apparativen Aufwand und der Wartung
kostengiinstige Methode zur Analytik von Speziationskinetiken darstellt und unter
Kombination des kontinuierlichen und Batch-Betriebs prinzipiell hervorragend fiir
zielspezifische Metalloradiopharmaka geeignet ist. Dennoch offenbart diese Technik
Ansatzpunkte zur Verbesserung, denen es in kiinftigen Experimenten zu widmen gilt.

Die FISRE-Technik ist durch die stringente Voraussetzung eines raschen,
quantitativen und zugleich selektiven Ionenaustauschs zwischen extrahierendem
Agens und untersuchter Spezies stark eingeschrankt. Dieses betrifft sowohl die
einzuhaltenden Reaktionsbedingungen, den Extraktanten als auch die Natur der
untersuchten Spezies. So sind beispielsweise FISRE-Experimente mit Chelex aufgrund
nicht-quantitativen Ionenaustauschs auf Losungen mit pH > 4 beschrankt und Systeme
mit kationischer Tracer- und Komplexspezies, wie etwa Kupfer-Komplexe mit 1,4,7-
Triazacyclononan (Cu?/[Cu(TACN):]**) und Derivaten, sind gar vollig von der
Untersuchung ausgenommen®'?l. Es wére in erster Linie wiinschenswert, FISRE um
eine umfassende ladungsabhingige Speziation zu erweitern. Diese Aufgabe schliefdt
einerseits die Suche nach geeigneten Kombinationen von Metallen-/Metallkomplexen
und Kationen-/Anionenaustauschern ein, welche die Kriterien der Quantitit,
Selektivitat und Ionenaustauschkinetik erfiillen, und andererseits die Anwendung der
Ionenaustauscher - separat, als Mischbettionenaustauscher und in Kaskade. Angesichts
der rasch wachsenden Zahl an potentiellen a- und p-Radioimmunotherapeutikal?'7-21°]
kommt zudem der groflenabhdngigen Separation zunehmende Bedeutung zu, weshalb
es zu priifen gilt, ob grofienausschlufichromatographische Trennschritte sinnvoll in
FISRE implementiert werden kénnen. Ein derartiges System kann anschliefSfend mit
alternativen = Methoden (Elektromigration!’®,  Diinnschicht-Diffusionsgradienten
(DGT)29, etc.) verglichen und validiert werden.

Eine weitere Aufgabe liegt in der Weiterentwicklung der FISRE-Technik zur
Bestimmung von Assoziationskinetiken von Metallkomplexen, insbesondere mit dem
Ziel einer Ausdehnung des experimentellen Detektionszeitfenstersl®®. Die
Gegeniiberstellung von Assoziations- und Dissoziationskinetiken ist aus Griinden des

Studiums thermodynamischer Gesichtspunkte wiinschenswert.
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Parallel zur methodischen Weiterentwicklung sind die Kinetiken weiterer
Radiotherapeutika und -diagnostika quantitativ zu untersuchen. Hierbei gilt es neben
der Variation der Ligandensysteme (Chelator-Biomolekiil-Kombination) den Kreis der
verwendeten Radionuklide um a- (z. B. 23Bi), $*- (z. B. ®Ga) und y-Emitter(z. B. 1'In)
zu erweitern sowie die Verwendung kurzlebiger Nuklide (z. B. %Ga (ti2= 67,63 m)) zu
erortern.

Es sei betont, dass die Anwendungsmdglichkeiten von FISRE aufgrund des hohen
Vorkommens von Metallkomplexen in zahlreichen chemischen Disziplinen sehr
vielfaltig sind. Neben der Anwendung in der reaktionskinetischen
Grundlagenforschung  erscheint FISRE  besonders fiir  umweltchemische
Untersuchungen von hohem Nutzwert - z. B. zum Studium der Migration von
Metallen in Naturgewdssern. Hierbei gilt es nicht nur, die Speziationskinetik der
Bindung von Metallionen mit Humin- und Fulvinsduren, sondern auch mit
Wasserorganismen (z. B. Algen) zu quantifizieren.

Anhand des Beispiels ®2Y-DOTA wird offensichtlich, dass die Interpretation der
FISRE-Messergebnisse in hohem Mafle von der Information iiber Strukturdynamik,
Thermodynamik und mechanistischen Sachverhalten der untersuchten Komplexe
profitiert, weshalb zur optimalen Auswertung ein stetiger Vergleich mit neuen
Erkenntnissen aus alternativen Messtechniken und gegebenenfalls

Neuinterpretationen der FISRE-Ergebnisse erforderlich sind.
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7.1. Vorversuch

Tab. 31: Messergebnisse zur Pumpforderung von 10 mL H20 (Pumpleistungspriifung)

Flussrate Zeit Zeit Zeit Sollwert Fehler
Messung 1 Messung 2 Messung 3
[mL/min] [s] [s] [s] [s] [%]
0,5 2408 2403 2404 2400 0.11
1 1195 1199 1203 1200 0.33
2 602 599 601 600 0.25
2,5 482 479 481 480 0.32
4 301 298 301 300 0.58
5 239 241 238 240 0.64
8 151 150 149 150 0.67

10 122 119 120 120 1.27
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7.2. Messergebnisse — Yttrium(III)-polyaminocarboxylate

7.2.1.Jonenaustauschertests im Batch-Betrieb

Tab.32: Retention von Y 3* an Ionenaustauscherharzen. Kationen-, Mischbett- und Anionenaustauscher sind blau,

violett und rot markiert.

Ionen- Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
austauscher Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Y- abweichung
1 1 2 2 3 3 Retention
(h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [%] [%]
DOWEX
Marathon MSC 12769 52984 5590 55349 10668 60273 82,7 7,0
BIORAD
Chelex-100 418 83676 1046 80498 452 75293 99,2 0,4
AMBERLITE 1324 73563 559 69836 1814 72551 98,3 0,9
CG-50 (Type )
DOWEX
Marathon MR-3 34523 82987 41250 85937 19403 72399 61,2 10,9
DOWEX
Marathon WBA 19155 75118 16521 70301 24586 72101 72,3 56
DEAE 14381 84098 21020 77280 14095 83405 79,6 5,9
Sephadex A-50
DEAE 17201 69360 18306 59823 4983 49827 78,2 10,6
Sephadex A-25
QAE
6965 72552 13164 78360 8730 69286 87 3,6
Sephadex A-25
DOWEX
Marathon MSA 24936 45670 28489 52466 23597 58265 50,2 8,1
BIORAD AG
1 X8 (100-200 16437 38405 18374 48737 20297 39877 56,2 6,7
mesh)
BIORAD AG
1 X8 (200-400 13777 50837 21491 52934 15355 56041 68,3 7,7
mesh)
BIORAD AG
1 X8 (400- 15391 63600 22066 68955 12553 65721 74,9 6,5
mesh)
DOWEX 1 X8 27039 53755 23566 60271 20031 50204 56,9 6,2
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Tab. 33: Retention von Y (DOTA) an Ionenaustauscherharzen. Kationen-, Mischbett- und Anionenaustauscher

sind blau, violett und rot markiert.

Tonen- Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
austauscher Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz 920Y- abweichung
1 1 2 2 3 3 Retention
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [%] [%]
DOWEX
Marathon MSC 5775 52984 4926 55349 7594 60273 10,8 1,9
BIORAD
Chelex-100 1171 83676 966 80498 753 75293 1,2 0,2
AMBERLITE
CG-50 (Type I 1030 73563 2584 69836 435 72551 19 1,6
DOWEX
Marathon MR-3 15436 82987 21828 85937 16797 72399 22,4 3,5
DOWEX
Marathon WBA 45221 75118 39579 70301 36483 72101 55,7 4,8
DEAE
Sephadex A-50 40788 84098 40881 77280 42787 83405 50,9 2,2
DEAE
Sephadex A-25 32460 69360 33621 59823 24615 49827 50,8 4,9
QAE
45055 72552 50150 78360 36929 69286 59,8 5,7
Sephadex A-25
DOWEX
Marathon MSA 19547 45670 20252 52466 23714 58265 40,7 2,1
BIORAD AG
1 X8 (100-200 19548 38405 22322 48737 20656 39877 49,5 3,2
mesh)
BIORAD AG
1 X8 (200-400 29689 50837 30119 52934 37435 56041 60,7 53
mesh)
BIORAD AG
1 X8 (400- 44329 63600 43580 68955 41207 65721 65,2 3,9
mesh)
DOWEX 1 X8 31178 53755 32366 60271 27813 50204 55,7 2,2
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7.2.2. Ligandenfreier Versuch

Tab. 34: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments ohne Ligandzugabe bei pH 7,0 (HEPES-Puffer) und I

=0,01.
Kontaktzeit  Zéahlrate Zéhlrate Ziahlrate Ziahlrate Zidhlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 302 75612 1448 62947 2030 70204 0,019 0,013
0,8 2782 77290 1366 65029 260 73315 0,020 0,016
1 476 79415 1593 66394 2096 75271 0,019 0,012
2 2080 80012 665 66497 602 75989 0,015 0,010
4 400 80092 466 66600 1859 76031 0,012 0,011
6 1121 80064 133 66524 1247 76059 0,011 0,008
12 1041 80103 598 66398 749 75994 0,011 0,002
20 721 80077 267 66755 857 76012 0,008 0,004
40 80 80048 467 66714 1039 76224 0,007 0,006
60 481 80114 469 67043 303 76098 0,006 0,002

Tab. 35: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments ohne Ligandzugabe bei pH 6,0 (MES-Puffer) und I =

0,01.
Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 113 56732 2219 58387 912 45620 0,020 0,018
0,8 1979 58204 60 60308 897 47205 0,018 0,017
1 179 59647 371 61798 1305 48349 0,012 0,013
2 778 59821 495 61936 436 48405 0,010 0,003
4 179 59791 742 61840 439 48752 0,008 0,005
6 540 60023 434 61995 243 48633 0,007 0,002
12 778 59844 620 62041 340 48549 0,010 0,003
20 301 60104 745 62088 354 48730 0,008 0,004
40 475 59388 558 62005 487 48699 0,009 0,001

60 511 60073 422 62037 278 48704 0,007 0,001
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Tab. 36: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments ohne Ligandzugabe bei pH 5,0 (Piperazin-Puffer) und

I=0,01.
Kontaktzeit  Zahlrate Zdhlrate Zghlrate  Zahlrate  Zahlrate Zghlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 1588 75618 158 78955 1948 74612 0,016 0,013
0,8 2260 77927 246 82058 1146 77298 0,016 0,013
1 158 79168 1934 84073 1052 79245 0,013 0,011
2 644 80495 926 84205 1109 79357 0,011 0,003
4 1296 80992 673 84161 1063 80020 0,012 0,004
6 324 81021 1100 84650 210 80007 0,007 0,006
12 162 81004 253 84421 748 79804 0,005 0,004
20 81 80698 169 84285 412 79443 0,003 0,002
40 162 80872 85 84607 84 79718 0,001 0,001
60 49 80885 203 84552 312 80105 0,002 0,002

Tab. 37: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments ohne Ligandzugabe bei pH 4,5 (N-Methylpiperazin-
Puffer) und I=0,01.

Kontaktzeit  Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate = Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 119 99263 2135 92847 1470 102433 0,013 0,011
0,8 2832 104892 191 95488 1168 106286 0,013 0,013
1 2019 106279 198 99042 1586 108551 0,012 0,009
2 217 108344 992 99205 1319 110201 0,008 0,005
4 1625 108305 203 101405 917 110598 0,008 0,007
6 218 109021 906 100677 1013 111002 0,007 0,004
12 109 109235 500 99928 414 110526 0,003 0,002
20 218 108927 100 100380 381 111394 0,002 0,001
40 109 108873 203 101275 50 111026 0,001 0,001

60 66 109233 244 101617 346 110994 0,002 0,001
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7.2.3. Ionenstirkeeinfluss

Tab. 38a: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments mit Y-DOTA bei I = 0,002 (pH 6,0).
Kontaktzeit Zéhlrate Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Probe Refrenz

1 1 2 2 3 3 4 4

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm]

0,6 19368 26458 10853 14655 10134 13984 14422 19484

08 19183 27305 10621 15041 9999 14680 14389 21038

1 18719 27968 10464 15598 10370 15048 14636 22045

2 16512 27511 9384 15629 9381 15097 13103 22103

4 15033 27836 8205 15677 8054 15085 11618 22086

6 14239 27904 8009 15704 7498 15102 11082 22244

12 13915 27831 7424 15698 7378 15099 10592 22075

20 13518 27562 7512 15711 7199 15115 10586 22049

40 13294 27633 7332 15694 7087 15128 10456 22038

60 13484 27704 7374 15702 7101 15106 10384 22087

Tab. 38b: Aus Messergebnissen berechnete Yttrium-Eluatkonzentrationen.

Kontaktzeit berechnete Standard-
Yttrium- abweichung
Konzentration
im Eluat
[s] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 0,7344 0,0076
0,8 0,6934 0,0127
1 0,6733 0,0110
2 0,6037 0,0123
4 0,5308 0,0076
6 0,5037 0,0074
12 0,4853 0,0117
20 0,4812 0,0063
40 0,4728 0,0064
60 0,4741 0,0084
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Tab. 39a: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments mit Y-DOTA bei I = 0,051 (pH 6,0).
Kontaktzeit Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Probe Refrenz

1 1 2 2 3 3 4 4

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm]

0,6 19121 25736 15051 20478 19086 26834 24298 32746

0,8 18550 26487 15334 21336 20012 27947 23357 33617

1 19341 27701 15127 21975 19470 28605 24151 34591

2 17136 27634 13625 22043 17915 28749 21107 34460

4 15854 27850 12267 22098 15950 28830 19639 34772

6 15419 27756 12176 22015 15559 28802 18565 35006

12 15049 27793 11748 22132 15249 28857 18772 34963

20 14655 27807 11655 22144 15391 28906 18165 34885

40 14679 27745 11483 22095 14923 28895 18176 34509

60 14474 27814 11330 22111 14533 28723 17540 34466

Tab. 39b: Aus Messergebnissen berechnete Yttrium-Eluatkonzentrationen.

Kontaktzeit berechnete Standard-
Yttrium- abweichung
Konzentration
im Eluat
[s] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 0,7328 0,0148
0,8 0,7075 0,0117
1 0,6914 0,0085
2 0,6185 0,0045
4 0,5606 0,0077
6 0,5448 0,0117
12 0,5344 0,0059
20 0,5266 0,0048
40 0,5230 0,0059
60 0,5119 0,0062
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Tab. 40a: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments mit Y-DOTA bei I =0,1 (pH 6,0).
Kontaktzeit Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zidhlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Probe Refrenz
1 1 2 2 3 3 4 4
[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm]
0,6 29232 39477 27036 35895 29948 41366 19449 25618
0,8 29069 40974 26665 37032 31701 43820 19381 26903
1 28780 41378 26831 38206 30838 44608 19321 27140
2 25920 41605 24530 38314 28194 44823 17563 27209
4 24395 42027 22221 38297 25594 44855 15861 27313
6 23733 42048 21641 38366 25834 44796 15739 27258
12 22911 42133 21465 38350 24723 44768 15322 27355
20 23108 42086 21293 38402 25136 44839 15131 27401
40 22767 42189 21043 38395 23754 44870 14463 27299
60 22351 42155 20721 38324 23769 44903 14332 27435

Tab. 40b: Aus Messergebnissen berechnete Yttrium-Eluatkonzentrationen.

Kontaktzeit berechnete Standard-
Yttrium- abweichung
Konzentration
im Eluat
[s] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 0,7442 0,0156
0,8 0,7183 0,0061
1 0,7003 0,0090
2 0,6344 0,0103
4 0,5780 0,0049
6 0,5706 0,0074
12 0,5540 0,0077
20 0,5541 0,0049
40 0,5367 0,0089
60 0,5307 0,0075
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Tab. 41a: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments mit Y-DOTA bei I = 0,5 (pH 6,0).

Kontaktzeit Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zidhlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate

Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Probe Refrenz
1 1 2 2 3 3 4 4

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm]
0,6 13336 18677 11546 15837 10493 15204 24363 33688
0,8 13509 19509 10954 16389 10870 16299 23251 35021
1 13071 20047 10997 16958 10991 16572 23465 35704
2 12236 20141 10019 17046 9749 16704 21102 35820
4 10726 20098 9177 16937 9145 16822 19042 35915
6 10155 20117 8793 17003 8756 16805 18405 35870
12 10310 20135 8818 17024 8855 16797 18600 35749
20 10043 20080 8657 16992 8337 16804 18472 35902
40 10105 20149 8569 17122 8181 16769 17851 35866
60 9978 20079 8746 17034 8248 16820 17735 35484

Tab. 41b: Aus Messergebnissen berechnete Yttrium-Eluatkonzentrationen.

Kontaktzeit berechnete Standard-
Yttrium- abweichung
Konzentration
im Eluat
[s] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 0,7141 0,0171
0,8 0,6729 0,0132
1 0,6552 0,0064
2 0,5920 0,0106
4 0,5373 0,0064
6 0,5140 0,0070
12 0,5194 0,0063
20 0,5051 0,0084
40 0,4969 0,0062

60 0,5001 0,0097
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Tab. 42a: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments mit Y-DOTA bei I=1,0 (pH 6,0).
Kontaktzeit Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zidhlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Probe Refrenz
1 1 2 2 3 3 4 4
[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm]
0,6 24786 36480 24668 35204 24643 36997 27446 39812
0,8 25751 37968 24220 36722 25882 38569 27676 41627
1 25236 38520 23967 37041 24807 39204 27399 42718
2 22783 38625 21305 37129 22384 39418 25111 43061
4 20902 38909 19314 37188 20805 39614 22452 43219
6 19990 39021 19131 37209 20932 39522 22888 43187
12 19681 39048 18215 37147 20470 39731 22066 43349
20 19559 39006 18393 37171 20711 39702 22465 43268
40 19566 39075 17881 37216 19509 39818 21668 43554
60 18972 39102 17941 37230 19475 39844 20688 43817

Tab. 42b: Aus Messergebnissen berechnete Yttrium-Eluatkonzentrationen.

Kontaktzeit berechnete Standard-
Yttrium- abweichung
Konzentration
im Eluat
[s] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 0,6839 0,0147
0,8 0,6684 0,0081
1 0,6441 0,0094
2 0,5787 0,0098
4 0,5253 0,0084
6 0,5215 0,0096
12 0,5047 0,0106
20 0,5093 0,0132
40 0,4922 0,0090
60 0,4820 0,0072
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Tab. 43a: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments mit Y-DOTA bei I=1,5 (pH 6,0).
Kontaktzeit Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zidhlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Probe Refrenz
1 1 2 2 3 3 4 4
[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm]
0,6 23327 36480 23260 35204 23452 36997 26247 40360
0,8 23473 37968 22751 36722 25056 38569 27025 42938
1 23310 38520 22856 37041 24595 39204 26957 43916
2 20465 38625 20191 37129 20521 39418 22771 43204
4 19483 38909 18942 37188 19890 39614 21530 43381
6 19599 39021 18387 37209 19726 39522 21871 43519
12 19290 39048 17844 37147 19721 39731 20935 43661
20 19169 39006 18207 37171 20327 39702 20889 43875
40 18003 39075 16765 37216 18609 39818 20110 43689
60 18190 39102 16936 37230 19006 39844 20192 43912

Tab. 43b: Aus Messergebnissen berechnete Yttrium-Eluatkonzentrationen.

Kontaktzeit berechnete Standard-
Yttrium- abweichung
Konzentration
im Eluat
[s] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 0,6461 0,0119
0,8 0,6292 0,0145
1 0,6158 0,0092
2 0,5303 0,0098
4 0,5021 0,0054
6 0,4995 0,0039
12 0,4876 0,0089
20 0,4923 0,0148
40 0,4597 0,0070
60 0,4642 0,0095
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7.2.4. Einfliisse unterschiedlicher M/L-Verhiltnisse

Tab. 44: Messung der Dissoziation von Y-DOTA nach 60 s Chelex-Kontaktzeit bei unterschiedlichen M/L-

Verhiltnissen.
M/L- Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Verhéltnis Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration

im Eluat
[cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]

0,40 6454 23485 6585 25049 6758 24309 0,2719 0,0081
0,60 10072 24857 10241 24736 9858 24516 0,4071 0,0062
0,72 12100 23823 12189 24907 11837 24375 0,4943 0,0119
0,75 12821 24205 13005 24668 13171 25041 0,5276 0,0019
0,80 13845 24179 14743 25034 14403 25067 0,5787 0,0089
0,85 15334 24080 16025 25122 15849 24896 0,6371 0,0007
0,92 18028 23999 18758 24964 18636 24805 0,7513 0,0001
1,00 21318 24058 21963 24870 22027 24841 0,8853 0,0019
1,08 23138 23739 24356 25045 24207 24902 0,9731 0,0014
1,36 23014 23665 24335 24773 23743 24048 0,9807 0,0075
1,44 23787 23971 24717 24861 23963 24561 0,9874 0,0102
1,68 23851 24080 24353 24456 24493 24540 0,9948 0,0039

Tab. 45: Messung der Dissoziation von Y-EDTA nach 60 s Chelex-Kontaktzeit bei unterschiedlichen M/L-

Verhiltnissen.

M/L- Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Verhiltnis Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,40 3738 38612 3487 37250 4285 38255 0,1008 0,0098
0,60 6041 38677 6436 37286 5426 38160 0,1570 0,0152
0,75 7839 38504 8320 37802 6729 39101 0,1986 0,0244
0,80 9325 38902 8039 36978 8085 38645 0,2221 0,0158
0,90 9369 39021 8645 37104 11099 38497 0,2538 0,0301
0,95 10614 38765 10559 37152 10018 38165 0,2735 0,0109
1,00 35344 38822 32616 37080 33550 38746 0,8853 0,0228
1,25 37743 38541 36430 37249 36702 38152 0,9731 0,0096

1,50 37044 38499 37030 37108 37490 38177 0,9807 0,0179
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Tab. 46: Messung der Dissoziation von Y-DTPA nach 60 s Chelex-Kontaktzeit bei unterschiedlichen M/L-

Verhiltnissen.
M/L- Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Verhiltnis Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,40 8575 44089 9105 42846 8947 45028 0,2019 0,0094
0,55 12618 44525 12590 43028 12786 45927 0,2848 0,0072
0,70 16312 44301 15742 43462 15892 45771 0,3592 0,0108
0,75 15356 44266 17198 43091 18484 45628 0,3837 0,0320
0,90 20710 43988 20106 42787 21371 45713 0,4694 0,0017
0,95 21981 44120 21968 42940 22504 45629 0,5010 0,0095
0,97 22991 44239 23104 43001 23538 45918 0,5232 0,0127
1,00 39717 44381 37886 42887 40397 46031 0,8853 0,0088
1,25 42590 43912 42201 43018 43837 45267 0,9731 0,0069
1,50 43697 44561 42062 42846 44902 45828 0,9807 0,0010

Tab. 47: Messung der Dissoziation von Y-DOTATOC nach 60 s Chelex-Kontaktzeit bei unterschiedlichen M/L-

Verhiiltnissen.
M/L- Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Verhaltnis Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,40 12197 40629 12248 38456 12054 39176 0,3088 0,0092
0,60 17896 39487 18649 39662 18786 39285 0,4672 0,0128
0,70 21828 40377 21113 39716 21249 39154 0,5383 0,0059
0,75 23319 40309 22922 38759 22761 39715 0,5810 0,0094
0,80 23424 40151 22741 39007 22215 38995 0,5787 0,0078
0,90 25385 39048 24145 39121 25271 39241 0,6371 0,0175
0,95 30003 40370 28750 38967 30478 39433 0,7513 0,0189
1,00 36134 40586 34385 39074 35141 39680 0,8853 0,0052
1,10 39228 40279 37966 39136 38540 39516 0,9731 0,0027
1,25 39753 40511 38189 39024 38365 39060 0,9807 0,0019

1,50 39771 40156 38470 38965 38953 39554 0,9875 0,0028
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7.2.5. Ergebnisse der FISRE-Experimente an Yttrium(III)-polyaminocarboxylaten

7.2.5.1. Yttrium-DOTA

Tab. 48: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 7,4.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm]  [cpm]  [cpm]  [cpm]  [ecpm]  [cpm]  [10¢molL]  [10¢mol/L]
0,6 63653 82636 43240 57266 56177 71291 0,7711 0,0165
0,8 64390 85783 45775 59202 55696 73845 0,7594 0,0121
1 67154 88393 46981 61028 57052 75251 0,7626 0,0063
2 65443 89705 45858 61702 56230 77835 0,7317 0,0106
4 68377 89937 47394 61824 59144 77982 0,7618 0,0043
6 69517 92772 45447 61007 58386 77851 0,7481 0,0027
12 69343 92634 45641 61425 59470 77913 0,7516 0,0105
20 68318 92065 46451 61942 58842 77995 0,7488 0,0063
40 69338 92181 46230 62056 59312 78116 0,7522 0,0072
60 69364 92099 46195 61978 59747 78015 0,7548 0,0103

Tab. 49: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 7,0.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 54681 72922 37830 50972 31050 39471 0,7596 0,0238
0,8 56050 74612 40276 53894 32038 41084 0,7595 0,0177
1 58099 76719 41813 56383 32923 42903 0,7554 0,0130
2 58071 77413 42158 56864 32862 42881 0,7526 0,0127
4 57975 77391 40893 56213 32701 42946 0,7460 0,0172
6 57252 77046 40644 56194 33001 42760 0,7461 0,0244
12 57546 77251 39951 56486 33024 42832 0,7411 0,0320
20 57071 77184 40140 56194 32629 42917 0,7380 0,0230
40 56479 77350 40784 56697 32368 43006 0,7341 0,0170

60 56836 77213 40715 57018 32313 42974 0,7340 0,0190
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Tab. 50: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 6,8.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 21716 28488 19384 25679 16490 22419 0,7509 0,0138
0,8 21998 29257 20167 26448 16735 23566 0,7415 0,0277
1 22217 30137 20688 27902 16823 24051 0,7261 0,0231
2 22120 30715 20111 27481 17394 24622 0,7195 0,0127
4 21649 30916 19911 27009 17051 24923 0,7072 0,0272
6 21585 30640 19558 27351 16833 24516 0,7021 0,0144
12 20860 30215 19105 27400 16180 24009 0,6872 0,0120
20 21123 30881 18924 27345 16227 24355 0,6808 0,0132
40 20307 30152 19761 27937 16166 24728 0,6782 0,0271
60 20907 30738 19587 27551 15333 24204 0,6749 0,0390

Tab. 51: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 6,5.

Kontaktzeit  Zéahlrate Zéhlrate Zidhlrate Ziahlrate Zidhlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 11021 14638 22868 30476 22747 29448 0,7586 0,0121
0,8 11155 15294 23350 32025 21732 30526 0,7235 0,0100
1 11668 16302 23428 32471 21861 31443 0,7108 0,0138
2 11517 16244 23081 33092 22151 33506 0,6892 0,0250
4 10748 16035 22665 33056 21774 33480 0,6688 0,0177
6 11084 16720 21556 33140 21497 33657 0,6507 0,0121
12 10724 17003 21615 33917 20286 33029 0,6274 0,0119
20 10403 16458 21073 33224 20204 33772 0,6215 0,0202
40 10017 16304 21425 33991 19642 33024 0,6132 0,0178

60 10388 16972 20877 33628 20383 33578 0,6133 0,0070
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Tab. 52: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 6,25.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 13385 17544 8215 11024 6283 8154 0,7596 0,0130
0,8 14114 18920 8313 11438 6409 8423 0,7445 0,0171
1 13693 19277 7928 11679 6110 8570 0,7007 0,0190
2 13374 19239 8107 12086 5991 8631 0,6867 0,0138
4 12622 19406 7694 12121 5648 8622 0,6468 0,0107
6 11655 19338 7156 12095 5377 8703 0,6041 0,0132
12 11755 19475 7012 12104 5190 8682 0,5936 0,0127
20 11737 19800 6826 12173 5147 8759 0,5804 0,0172
40 11370 19462 6841 12260 5068 8712 0,5746 0,0144
60 11197 19506 6736 12204 5030 8804 0,5658 0,0120

Tab. 53: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 6,0.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 43882 58206 72480 95277 44812 61034 0,7496 0,0138
0,8 42338 59776 71468 98205 44201 63846 0,7094 0,0177
1 41596 61847 69079 99575 44413 66278 0,6788 0,0130
2 39759 62194 64287 100474 41445 67102 0,6323 0,0127
4 36093 62945 60888 100381 36978 66916 0,5775 0,0272
6 35155 62641 58576 100729 37132 67061 0,5655 0,0144
12 34136 62990 55860 100198 35756 66975 0,5444 0,0120
20 33272 62791 54820 100306 34910 67017 0,5324 0,0130
40 32901 62545 55205 100649 34754 67458 0,5299 0,0170

60 32888 62881 55697 101535 34766 67992 0,5276 0,0190
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Tab. 54: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 5,75.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 17289 23402 14588 18950 11474 15627 0,7476 0,0194
0,8 16611 24589 13519 19722 10906 15788 0,6839 0,0077
1 16284 25037 13893 20413 10415 16452 0,6547 0,0241
2 14796 25304 12560 20577 9909 17031 0,5923 0,0157
4 14332 25241 12044 20912 9522 17250 0,5653 0,0122
6 13765 25495 11723 20872 9014 17021 0,5437 0,0164
12 13336 25340 11177 20688 8627 17244 0,5223 0,0203
20 13079 25666 11011 20747 8628 17020 0,5158 0,0130
40 12767 25371 10735 20810 8768 17682 0,5050 0,0101
60 12669 25599 10836 20715 9059 17495 0,5119 0,0150

Tab. 55: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 5,5.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 5461 7288 9458 12804 7043 8970 0,7577 0,0244
0,8 5004 7501 8969 13670 6179 9457 0,6589 0,0073
1 4869 7692 8819 13998 5949 9862 0,6221 0,0164
2 4643 7850 8305 14027 5642 9895 0,5846 0,0125
4 4247 7913 7429 14054 5349 10002 0,5334 0,0043
6 4063 7904 7367 14096 5047 10014 0,5136 0,0093
12 4001 7927 7103 13998 4848 9963 0,4996 0,0114
20 3940 7933 6939 14075 4813 9915 0,4917 0,0057
40 3875 7916 6773 14120 5021 10028 0,4899 0,0105

60 3954 7953 6753 14109 5086 10037 0,4942 0,0143
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Tab. 56: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 5,25.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 17683 24716 17303 23975 40182 54992 0,7226 0,0077
0,8 16291 25891 15904 24988 36920 57038 0,6377 0,0091
1 15670 27004 14942 25612 36347 59730 0,5907 0,0155
2 14869 27016 14093 26090 33775 59882 0,5515 0,0120
4 13713 26915 13123 26134 30547 60037 0,5068 0,0041
6 13044 27034 12666 26097 30206 60044 0,4903 0,0111
12 12711 27097 12018 26105 28870 59926 0,4704 0,0108
20 12376 27131 11940 26126 28592 60121 0,4629 0,0110
40 12477 27169 12161 26038 29914 60156 0,4745 0,0201
60 12153 27147 11724 26201 28761 60203 0,4576 0,0174

Tab. 57: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 5,0.

Kontaktzeit  Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate = Zahlrate  Zihlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 27582 38488 37638 52560 37744 54992 0,7064 0,0173
0,8 24291 41034 32725 54139 33485 57038 0,5945 0,0090
1 24883 42847 32715 55712 32807 59730 0,5724 0,0203
2 23020 42947 29865 56098 31804 59882 0,5332 0,0026
4 21017 42815 28249 56313 29586 60037 0,4951 0,0057
6 20098 43010 26378 56201 26733 60044 0,4606 0,0134
12 18465 42996 25220 55987 25383 59926 0,4345 0,0141
20 18540 43064 25595 56004 25502 60121 0,4372 0,0174
40 18201 43122 24122 56223 25663 60156 0,4259 0,0035

60 18377 43150 24565 56098 25829 60203 0,4309 0,0062
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Tab. 58: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 4,75.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 11770 16509 13145 18455 12448 16908 0,7205 0,0136
0,8 10326 17908 11121 19673 10694 18020 0,5785 0,0142
1 10321 18655 11338 20307 10445 18792 0,5558 0,0025
2 9904 19547 10385 20412 9939 18994 0,5129 0,0090
4 9212 19384 9805 20455 9341 19212 0,4803 0,0056
6 8587 19440 9071 20419 8810 19153 0,4487 0,0099
12 8067 19302 8357 20467 8203 19179 0,4180 0,0097
20 8069 19512 8743 20402 8490 19204 0,4281 0,0143
40 7995 19467 8256 20480 7950 19198 0,4093 0,0056
60 7931 19397 8523 20499 7825 19209 0,4107 0,0045

Tab. 59: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 4,5.

Kontaktzeit  Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate = Zahlrate  Zihlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 30673 42659 31766 44095 35081 50308 0,7123 0,0129
0,8 24987 44305 25613 45092 28919 52758 0,5600 0,0105
1 24344 45979 25010 46879 28477 54029 0,5300 0,0033
2 23065 46036 24046 47628 26921 54941 0,4986 0,0077
4 21609 46203 22083 47990 25817 55607 0,4640 0,0038
6 19544 46198 19793 47979 24776 55514 0,4273 0,0173
12 18383 46272 19570 48005 21911 55598 0,3997 0,0071
20 17758 46240 19313 47992 21893 55630 0,3933 0,0092
40 17709 46319 18358 48041 22080 55253 0,3880 0,0100

60 17512 46158 18136 48030 22163 55491 0,3855 0,0121




ANHANG 157

Tab. 60: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 7,4.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01666 58287 77290 61825 82604 72195 94557 0,7554 0,0076
6 58875 78261 61768 82931 71386 95089 0,7493 0,0039
24 58598 77937 61955 83012 72391 94780 0,7540 0,0089
48 59372 78925 62509 83152 71623 95006 0,7526 0,0011
120 58331 78004 62043 83119 71196 94761 0,7485 0,0025
144 59207 78916 62615 83771 72707 95828 0,7521 0,0059
168 58313 78153 61995 83212 71518 94704 0,7488 0,0056
192 59233 78772 61360 83007 72439 94931 0,7514 0,0119
216 58260 77920 61304 82948 71139 94680 0,7460 0,0063
288 58264 78086 61896 83405 71588 95126 0,7469 0,0053
312 58160 77556 61543 83167 71018 94715 0,7466 0,0057
336 58693 78103 61407 83141 71325 94906 0,7472 0,0075
360 58285 78305 61719 83200 71556 94482 0,7478 0,0083
384 57887 78129 61823 83115 71429 95028 0,7455 0,0056
456 58083 77996 59557 83261 70671 94721 0,7354 0,0174
480 58237 78149 62200 83194 71796 94825 0,7500 0,0063
504 57970 78120 61262 83218 70946 95017 0,7416 0,0053
528 58138 78172 61212 83016 71267 95184 0,7433 0,0057
552 58128 78091 61554 83209 70954 95293 0,7429 0,0027
624 58088 78528 62117 83561 71913 95336 0,7458 0,0076

648 58283 78979 61977 83962 71105 95034 0,7414 0,0059
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Tab. 61: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 7,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01666 68751 93705 61026 84556 52480 70166 0,7345 0,0131
6 69038 94028 60333 84613 52456 70269 0,7313 0,0169
24 68440 93981 61051 84594 52270 70096 0,7319 0,0124
48 68870 94027 59672 84195 51013 70410 0,7219 0,0121
120 68921 94223 59192 84058 52948 70031 0,7306 0,0260
144 68671 94106 60279 84951 51647 70194 0,7250 0,0137
168 68672 94212 60404 84296 51972 70285 0,7283 0,0114
192 68449 94391 60441 84818 52389 71047 0,7251 0,0124
216 68181 93956 59886 84194 52683 70845 0,7269 0,0162
288 68355 94002 59231 84047 51964 70164 0,7242 0,0181
312 68073 94019 59762 84820 51460 70534 0,7194 0,0131
336 67746 93745 60055 84917 52481 70823 0,7236 0,0169
360 67886 93790 62149 84629 50451 71092 0,7226 0,0124
384 67955 94122 59535 84016 51623 70456 0,7211 0,0121
456 67601 94056 58616 84712 52689 70835 0,7182 0,0260
480 67515 93981 59222 84506 51711 71047 0,7157 0,0137
504 67631 94027 59031 84163 51328 71020 0,7145 0,0114
528 67569 93765 59078 84086 51374 70729 0,7165 0,0124
552 67414 94055 58433 83987 51045 70154 0,7134 0,0162
624 67678 94856 59173 85089 51684 70638 0,7135 0,0181

648 67445 94527 58600 84629 51574 71069 0,7105 0,0168
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Tab. 62: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 6,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01666 51623 96749 44000 79166 42554 81925 0,5363 0,0183
6 51587 97355 43390 79345 43262 81470 0,5359 0,0095
24 51849 97471 44673 79562 42419 81623 0,5377 0,0215
48 51753 97284 42153 79305 43746 81554 0,5333 0,0027
120 51335 97494 42735 79886 42327 80912 0,5282 0,0061
144 50911 97045 43935 80175 42702 81734 0,5317 0,0142
168 50207 96938 43179 80202 41596 81682 0,5219 0,0150
192 50932 97127 43831 80311 41149 80835 0,5264 0,0184
216 50350 97064 41995 79920 42321 81504 0,5212 0,0037
288 50310 97128 42542 80479 42048 81400 0,5210 0,0066
312 49993 97298 42934 80266 40668 81599 0,5157 0,0183
336 49469 97145 42495 80165 41011 81521 0,5141 0,0142
360 50120 97841 41824 80272 40988 81638 0,5118 0,0095
384 48839 97254 42714 79298 40527 80937 0,5138 0,0215
456 49283 97183 40951 80276 40910 81052 0,5073 0,0027
480 48995 96912 41813 80823 41277 81121 0,5106 0,0061
504 49067 97350 40493 80170 40928 81746 0,5033 0,0023
528 48351 97201 41391 80261 39667 81612 0,4997 0,0150
552 48120 97428 39231 80468 42604 81590 0,5012 0,0184
624 47953 97003 39831 80163 41113 81947 0,4976 0,0037

648 47566 97132 40207 80019 41261 83655 0,4951 0,0066
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Tab. 63: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTA bei pH 5,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01666 53104 121993 51159 117350 55676 133956 0,4290 0,0115
6 52241 120472 52672 116948 56257 132757 0,4359 0,0135
24 51575 122005 52110 118201 55139 133058 0,4260 0,0135
48 49935 121308 49986 117683 55153 134073 0,4159 0,0077
120 47112 122051 47280 117046 51639 134985 0,3908 0,0115
144 46277 122419 47512 117935 51190 133096 0,3885 0,0129
168 45355 121641 45614 118512 49260 134848 0,3743 0,0099
192 44143 122936 46668 118027 48631 133004 0,3734 0,0194
216 43175 121647 44465 118846 46067 132906 0,3586 0,0141
288 41559 122542 40337 117945 44224 133941 0,3371 0,0062
312 40028 121998 41697 118087 43381 134057 0,3349 0,0159
336 38887 122580 39402 117943 41805 132951 0,3219 0,0106
360 37619 122095 38310 118466 40988 133226 0,3131 0,0090
384 37128 121030 39487 117585 39071 134080 0,3113 0,0226
456 35062 121836 34885 118560 37329 133802 0,2870 0,0077
480 33851 122413 34655 117046 37108 134506 0,2828 0,0115
504 33401 121788 37023 118009 37188 133581 0,2888 0,0217
528 33071 122747 33396 117495 34044 132992 0,2699 0,0141
552 32593 122066 27062 118975 36983 133604 0,2571 0,0261
624 30239 121843 28739 117640 38365 132793 0,2605 0,0247

648 29853 122415 28713 118459 25171 133042 0,2252 0,0312
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7.2.5.2. Yttrium-EDTA

Tab. 64: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-EDTA bei pH 7,4.

Kontaktzeit ~ Zahlrate ~ Zahlrate  Zdhlrate = Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 34892 45372 25408 33877 19860 27891 0,7437 0,0290
0,8 34945 46912 26256 34981 20503 28043 0,7422 0,0100
1 35284 47559 27289 35712 21807 29514 0,7483 0,0138
2 35218 48038 26124 35495 21491 29039 0,7364 0,0035
4 35615 48097 26662 35820 22268 29412 0,7473 0,0087
6 35062 48023 26709 35642 22110 29761 0,7408 0,0098
12 35153 47970 26709 35770 22480 29301 0,7489 0,0173
20 35518 48052 25276 35214 22351 29442 0,7387 0,0207
40 35677 48109 25771 36009 22666 29155 0,7449 0,0310
60 36150 48735 26343 35716 21645 29047 0,7415 0,0038

Tab. 65: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-EDTA bei pH 7,0.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zéhlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 14311 18708 11726 15714 17951 23105 0,7627 0,0155
0,8 15128 19925 12882 16859 19239 24903 0,7653 0,0068
1 14985 20039 12941 17045 18222 24796 0,7473 0,0122
2 15479 20371 13164 17293 19102 25002 0,7617 0,0021
4 15301 20495 13163 17250 18487 24791 0,7518 0,0098
6 16276 21703 12680 17018 19312 24556 0,7605 0,0226
12 15900 21142 13018 17406 18436 24098 0,7550 0,0089
20 15631 21089 12702 17399 19332 25047 0,7477 0,0216
40 15323 21240 13010 17451 17553 24665 0,7262 0,0174

60 14948 21072 12795 17650 17117 24310 0,7128 0,0108
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Tab. 66: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-EDTA bei pH 6,0.

Kontaktzeit  Zéahlrate Zéhlrate Zidhlrate Ziahlrate Zidhlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 15110 19721 6681 9074 24745 32451 0,755 0,0163
0,8 16135 21460 7079 9681 26134 33972 0,7508 0,0190
1 16531 21985 7267 9823 26314 34690 0,7501 0,0095
2 16337 22084 7032 9905 25764 34577 0,7316 0,0190
4 15657 22039 6728 9914 24540 34299 0,7015 0,0200
6 14558 22408 6335 9878 23702 34506 0,6593 0,0243
12 12276 22174 5420 9954 19359 34333 0,554 0,0097
20 10970 22380 4635 10023 17289 34702 0,4836 0,0188
40 6607 22004 2799 9967 10210 34165 0,2933 0,0109
60 4284 22193 1775 10001 7838 34794 0,1986 0,0244

Tab. 67:Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-EDTA bei pH 5,0.

Kontaktzeit  Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate = Zahlrate  Zihlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 24676 36721 29229 44673 11881 17129 0,6733 0,0197
0,8 25007 38055 29989 45918 12375 18427 0,6606 0,0097
1 25336 39576 29697 46715 12430 19032 0,6430 0,0090
2 20449 39702 22529 47200 10414 19544 0,5084 0,0284
4 15531 39849 17997 47012 7921 19080 0,3959 0,0170
6 10263 40071 12571 47347 5499 19453 0,2681 0,0135
12 2720 39665 3560 48612 1050 19307 0,0654 0,0098
20 372 40029 1012 48225 799 19149 0,0240 0,0164
40 8 42094 1251 47042 129 19688 0,0111 0,0138

60 29 41473 1171 48993 47 19785 0,0090 0,0129
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Tab. 68: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-EDTA bei pH 7,4.

Zeit nach Zahlrate  Zédhlrate  Zahlrate  Zdhlrate  Zahlrate  Zédhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
1,67E-02 71941 98225 60407 80792 55136 75455 0,7369 0,0094
3,33E-01 61517 97462 52406 81779 47670 76239 0,6324 0,0079
6,67E-01 53300 98917 45189 80928 41251 76101 0,5464 0,0105
1 47870 97144 42049 81370 37965 76442 0,5021 0,0129
2 23562 98275 21705 80921 18247 75916 0,2495 0,0163
3 16254 98024 14305 81443 12754 76980 0,1691 0,0057
4 5809 97089 6865 81241 5036 77002 0,0699 0,0129
5 5096 97903 6803 81779 4796 76747 0,0659 0,0159
6 4291 98030 5748 81009 2696 77131 0,0499 0,0188
7 1507 98576 4788 81674 2806 77209 0,0368 0,0217
8 605 98225 2480 81299 1107 76443 0,0171 0,0124

Tab. 69: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-EDTA bei pH 7,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
1,67E-02 58787 83772 54324 76522 49204 68923 0,7085 0,0062
1,67E-01 29841 84179 27032 77201 24334 69772 0,3511 0,0030
3,33E-01 21828 84020 20024 76399 17898 69241 0,2601 0,0018
5,00E-01 12367 84755 12394 77925 10361 69161 0,1516 0,0068
6,67E-01 9212 83978 10010 78413 6840 68713 0,1123 0,0142

1 2411 84761 1973 77040 607 69551 0,0209 0,0107
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Tab. 70: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-EDTA bei pH 6,0.
Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
1,67E-02 14836 89772 15700 79258 15073 76251 0,1870 0,0188
1,67E-01 261 90598 496 78791 389 78662 0,0047 0,0017
7.2.5.3. Yttrium-DTPA
Tab. 71: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DTPA bei pH 7,4.
Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 34098 50873 28543 42986 21953 35291 0,6521 0,0262
0,8 33884 52047 29424 44027 22519 36974 0,6428 0,0305
1 32921 53912 28179 45603 23734 37570 0,6201 0,0107
2 31981 54286 27661 45977 22182 37998 0,5915 0,0092
4 31148 54907 26382 46038 22649 37451 0,5817 0,0202
6 31018 54416 26483 46152 22211 37238 0,5801 0,0143
12 30890 54203 26966 46086 22221 38004 0,5799 0,0087
20 31416 54170 26906 46219 21833 37412 0,5819 0,0018
40 31172 54662 26947 46412 20390 37997 0,5625 0,0230
60 30735 54309 26362 46384 23099 37631 0,5827 0,0270
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Tab. 72: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DTPA bei pH 7,0

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 13610 21954 8901 14789 5581 8794 0,6188 0,0164
0,8 13960 23120 8977 15093 5158 8902 0,5927 0,0123
1 13080 23572 9095 16442 5605 9205 0,5723 0,0317
2 13072 23771 8497 16095 4499 9278 0,5209 0,0331
4 11746 23091 8445 16251 4432 9296 0,5017 0,0223
6 11802 23205 8789 16308 4444 9205 0,5101 0,0281
12 11947 23552 8945 16904 4344 9377 0,4999 0,0336
20 11483 23896 8335 16235 4504 9467 0,4899 0,0205
40 11859 24049 8701 16772 4508 9385 0,4974 0,0196
60 12265 24231 8646 16809 4514 9326 0,5015 0,0157

Tab. 73: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DTPA bei pH 6,0.

Kontaktzeit  Zéahlrate Zéhlrate Zidhlrate Ziahlrate Zidhlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 15266 26738 12748 23057 6037 9657 0,5830 0,0376
0,8 15630 27974 12096 24186 4754 10034 0,5109 0,0435
1 14700 28605 12877 24768 5358 11023 0,5066 0,0181
2 12995 29140 10956 25443 4539 10947 0,4304 0,0157
4 11537 29615 9503 25086 4723 11191 0,3968 0,0225
6 11876 29398 10268 25159 5123 11712 0,4165 0,0182
12 11639 30071 9364 24976 4531 11203 0,3888 0,0149
20 11397 29980 9972 25701 4889 11505 0,3977 0,0239
40 11538 30442 9938 25609 4879 11428 0,3980 0,0254

60 10479 30216 10115 25271 4601 11386 0,3837 0,0320
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Tab. 74:Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DTPA bei pH 5,0.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 19966 37745 15780 27894 12698 24839 0,5353 0,0278
0,8 18948 39008 13688 29377 12703 25936 0,4805 0,0128
1 18457 40206 13277 30174 11421 26772 0,4419 0,0163
2 15098 40561 10735 30095 10575 26803 0,3745 0,0190
4 14686 40798 10619 30172 9138 26793 0,3510 0,0095
6 13938 40501 11050 30086 8751 26554 0,3470 0,0190
12 13985 40127 11435 30451 9047 26890 0,3535 0,0200
20 14132 41336 11225 30780 8370 26477 0,3409 0,0243
40 14326 40912 10267 30442 8519 26902 0,3347 0,0169
60 12698 40870 9572 30295 7978 26724 0,3084 0,0089

Tab. 75: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DTPA bei pH 7,4.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
1,67E-02 45561 77304 35738 58293 47354 88204 0,5798 0,0390
6 40491 78415 34381 59204 42153 88946 0,5237 0,0538
24 25194 79737 19123 59312 29264 87514 0,3243 0,0094
48 16034 78653 14186 60094 18157 87925 0,2155 0,0179
120 3145 78992 2959 60205 541 89034 0,0317 0,0227
144 3017 79038 2898 58993 5543 88614 0,0500 0,0122
168 1648 78890 1296 59450 446 89067 0,0159 0,0094
192 2428 79024 3434 59786 2785 88343 0,0399 0,0152
216 1029 79089 1054 60102 1177 87615 0,0147 0,0025
288 404 79253 400 60728 404 89050 0,0054 0,0011
312 568 79060 500 59336 947 88046 0,0088 0,0018
336 10 79247 245 59899 132 88692 0,0019 0,0020
360 91 79932 48 60750 81 89705 0,0009 0,0002

384 2 79905 45 61238 156 88990 0,0008 0,0009
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Tab. 76: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DTPA bei pH 7,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
1,67E-02 39638 78620 31165 62489 26230 52856 0,4997 0,0041
1 38630 79332 29699 62334 24901 53440 0,4765 0,0105
2 35092 77514 28451 64205 23637 54078 0,4443 0,0079
3 34643 78036 25906 63098 22790 53070 0,4280 0,0167
4 32260 78500 25295 63822 22015 53462 0,4064 0,0087
5 30885 79107 23898 64003 21127 53666 0,3858 0,0109
6 27546 77628 23728 63728 20119 54107 0,3663 0,0100
24 15096 78043 10326 64091 11105 54003 0,1867 0,0230
48 4121 78992 1641 63547 3770 53791 0,0494 0,0223
120 118 79443 297 63992 51 53826 0,0024 0,0020
144 3203 78034 46 63201 1105 54125 0,0207 0,0202
168 181 78391 152 63455 95 53552 0,0022 0,0003
192 548 79226 698 63072 316 53096 0,0080 0,0027

Tab. 77: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DTPA bei pH 6,0.

Zeit nach Zéhlrate  Zadhlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
1,67E-02 19921 56712 15007 44750 15825 48397 0,3379 0,0123
1,67E-01 19266 57028 15432 45092 17195 48912 0,3439 0,0070
0,33 18304 57194 14651 44397 15834 47913 0,3268 0,0059
0,5 18010 56882 15398 44958 15448 48006 0,3270 0,0137
0,6 17231 57095 13936 45026 13949 47935 0,3008 0,0093
1 16078 57520 11711 45224 12689 48038 0,2675 0,0107
2 7253 57089 7390 44093 5533 49072 0,1358 0,0285
3 5310 57668 4931 45671 4290 48533 0,0962 0,0104
4 3561 56498 1883 44733 2994 48760 0,0555 0,0117
5 2899 57029 3012 44982 2438 48552 0,0560 0,0095
6 369 58703 132 44158 336 49050 0,0054 0,0021
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Tab. 78: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DTPA bei pH 5,0.

Zeit nach Zahlrate  Zédhlrate  Zahlrate  Zdhlrate  Zahlrate  Zédhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
1,67E-02 21403 63729 23780 73054 20765 64809 0,3273 0,0079
1,67E-01 13111 64668 14152 72513 14759 64728 0,2086 0,0172
3,33E-01 4477 64205 5141 72331 6554 64205 0,0810 0,0183
0,5 2777 64632 1329 73406 2374 65060 0,0325 0,0129
0,6 2284 63970 2749 72638 1278 64230 0,0312 0,0098
1 970 64515 1048 73090 1732 64651 0,0187 0,0070
2 893 64781 1135 72550 917 65133 0,0145 0,0010
3 800 63677 1489 73974 96 64917 0,0114 0,0094
4 115 64043 650 72816 924 65085 0,0083 0,0062

7.2.5.4. Yttrium-DOTATOC

Tab. 79: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTATOC bei pH 7 4.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 56829 74552 50283 66294 41930 56499 0,7543 0,0107
0,8 57859 77082 55355 72603 43548 58925 0,7507 0,0117
1 60341 79425 55747 73518 44638 60167 0,7533 0,0099
2 59226 79017 54817 73114 45419 60308 0,7508 0,0020
4 60201 79183 56547 73916 43752 60049 0,7513 0,0198
6 60258 80416 56936 74021 44108 60103 0,7508 0,0177
12 61587 80132 56220 74105 43637 60050 0,7513 0,0219
20 59761 80317 55527 73955 45149 59436 0,7515 0,0078
40 60251 80101 55685 74082 45053 60164 0,7509 0,0018

60 60169 80209 56231 74030 44622 60302 0,7499 0,0098




ANHANG 169

Tab. 80: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTATOC bei pH 7,0.

Kontaktzeit  Zéahlrate Zéhlrate Zidhlrate Ziahlrate Zidhlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 48952 63551 25814 33856 57195 72937 0,7723 0,0110
0,8 49430 65082 27061 35007 58205 74980 0,7696 0,0089
1 51312 67541 27961 36801 59740 76502 0,7668 0,0122
2 51108 67109 28248 37013 58688 76914 0,7626 0,0009
4 51718 68025 28175 37151 60782 76810 0,7700 0,0185
6 51581 67912 28037 37089 60365 76992 0,7665 0,0153
12 50940 67153 27912 36799 59438 76405 0,7650 0,0112
20 51213 67647 28296 37125 59412 77031 0,7635 0,0072
40 51289 67558 28236 37206 58793 76983 0,7606 0,0027
60 51170 68129 27714 37189 59605 77118 0,7564 0,0146

Tab. 81: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTATOC bei pH 6,0.

Kontaktzeit ~ Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate  Zadhlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 34653 45782 43784 56710 29127 40162 0,7514 0,0239
0,8 35201 46927 43995 58365 31965 42947 0,7494 0,0048
1 35846 48082 44257 59120 32303 43198 0,7473 0,0016
2 35760 48925 43941 59443 32322 43556 0,7374 0,0058
4 35147 48904 41837 59027 31872 43617 0,7194 0,0110
6 33614 48700 41608 58940 31217 43720 0,7034 0,0121
12 32347 48991 39446 58874 28618 42974 0,6654 0,0049
20 30913 48610 37548 59042 27214 43005 0,6349 0,0018
40 28844 49006 35150 59084 25928 42893 0,5960 0,0080

60 27798 48572 34278 59128 25291 42795 0,5810 0,0094
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Tab. 82:Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTATOC bei pH 5,0.

Kontaktzeit  Zéahlrate Zéhlrate Zidhlrate Ziahlrate Zidhlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 70531 93780 62737 80377 47361 63702 0,7587 0,0194
0,8 72475 96816 63769 82895 46089 64512 0,7441 0,0277
1 71891 98553 63730 84912 47007 66040 0,7306 0,0194
2 70975 99194 62397 84467 46867 66125 0,7210 0,0157
4 70283 101835 57338 84152 44396 66088 0,6811 0,0092
6 64438 99270 54551 84995 44525 66143 0,6547 0,0164
12 58331 100206 50216 84633 38786 66409 0,5865 0,0060
20 53853 99378 45243 83798 35884 65903 0,5421 0,0023
40 49769 98974 43958 84612 32960 67030 0,5047 0,0140

60 51245 101023 42871 84517 31901 67204 0,4964 0,0188
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Tab. 83: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTATOC bei pH 7,4.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,01666 92877 121026 79995 108988 87343 117247 0,7488 0,0170
6 90865 121939 80520 108415 90937 117288 0,7544 0,0182
24 91072 123029 81783 108925 90124 118916 0,7497 0,0089
48 92171 123496 81990 109453 90036 120082 0,7484 0,0018
120 92070 123407 83050 110298 91205 119695 0,7537 0,0080
144 90892 123396 82515 110167 90665 119736 0,7476 0,0104
168 93801 124676 83958 110284 89083 119245 0,7536 0,0072
192 92125 124307 82578 110161 90382 120171 0,7476 0,0058
216 94080 124593 83528 110946 90532 119626 0,7549 0,0020
288 92245 124472 83103 110928 90245 120163 0,7471 0,0053
312 92021 124607 83302 110728 89963 119517 0,7478 0,0081
336 94920 124502 82167 110692 90642 119412 0,7546 0,0108
360 93409 124574 83575 110549 91651 120033 0,7565 0,0069
384 92922 124672 82875 110622 90265 120719 0,7474 0,0019
456 92538 124788 82841 109898 91372 119218 0,7539 0,0124
480 91449 124204 82441 110233 90225 120151 0,7450 0,0077
504 92116 124594 82600 110145 92837 119827 0,7547 0,0182
528 92815 124517 83120 110573 91244 119922 0,7527 0,0078
552 93110 124562 82455 110368 89209 120174 0,7456 0,0029
624 93261 124416 83104 110792 90280 119838 0,7510 0,0020

648 91987 124698 84632 111209 90870 119902 0,7522 0,0127
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Tab. 84: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTATOC bei pH 7,0.

Zeit nach Ziahlrate  Zahlrate  Zdhlrate  Zihlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,01666 107463 139199 105573 140472 96284 124175 0,7663 0,0129
6 103664 140384 102980 142990 94192 124913 0,7376 0,0170
24 105428 142827 104238 144105 93759 125720 0,7358 0,0114
48 107082 144858 107458 145712 92358 125509 0,7375 0,0017
120 104897 144582 105583 145801 94462 125802 0,7335 0,0151
144 106162 144706 106079 145929 93257 125009 0,7355 0,0097
168 106175 144882 107583 145719 93401 126092 0,7373 0,0040
192 105966 144907 108509 146908 94399 126301 0,7391 0,0081
216 106280 144772 106949 146211 94956 126073 0,7396 0,0118
288 105433 144623 107447 146806 93500 125979 0,7344 0,0069
312 105906 144373 107482 146403 93059 125169 0,7371 0,0056
336 108547 144880 104572 147044 94173 125230 0,7375 0,0228
360 107717 145713 107844 147131 93958 125983 0,7393 0,0064
384 106540 144681 107837 147009 92683 125772 0,7356 0,0018
456 107518 144710 109017 147167 95408 126089 0,7468 0,0086
480 106926 144508 108151 147731 93740 125939 0,7388 0,0062
504 106170 144075 105638 147824 93712 126983 0,7298 0,0132
528 105015 144617 106301 147203 92944 127002 0,7267 0,0049
552 106156 144302 107872 147790 93512 126575 0,7348 0,0045
624 106147 144212 107949 146201 93583 126858 0,7374 0,0012

648 104528 145007 110905 147992 93944 126900 0,7369 0,0146
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Tab. 85: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTATOC bei pH 6,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01666 65815 117711 54654 98716 59501 106772 0,5567 0,0028
6 66017 117829 55189 99210 60894 107135 0,5617 0,0062
24 65471 118910 54881 101298 60568 107891 0,5513 0,0098
48 65863 119203 58396 102993 61281 108524 0,5614 0,0078
120 65751 118914 56481 101790 61045 108611 0,5566 0,0048
144 66818 119775 57681 102918 60795 108732 0,5592 0,0013
168 65578 119206 56964 102516 61575 108445 0,5579 0,0090
192 66259 118977 56572 102300 61156 108692 0,5575 0,0049
216 66690 119125 56570 102191 60514 108009 0,5579 0,0038
288 66421 119737 57171 101978 61294 109014 0,5592 0,0040
312 66740 120036 57522 102773 61404 108769 0,5601 0,0043
336 67153 118971 56776 101498 62408 108920 0,5656 0,0069
360 66421 118006 57390 102525 60154 108023 0,5598 0,0030
384 67643 119192 56785 102047 61621 108076 0,5647 0,0073
456 66509 118715 58399 102603 63197 108659 0,5703 0,0107
480 65193 119026 57723 102928 61824 109204 0,5582 0,0095
504 65111 119105 56916 101784 60839 108724 0,5551 0,0073
528 66730 120301 55393 102057 62371 108992 0,5566 0,0148
552 65532 120156 55272 102332 60770 109452 0,5469 0,0077
624 64896 119134 55218 103527 59990 108906 0,5430 0,0089

648 65846 120719 56512 103708 59937 109237 0,5464 0,0020
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Tab. 86: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Y-DOTATOC bei pH 5,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Yttrium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01666 45975 89972 45135 91756 30547 59771 0,5047 0,0110
6 44446 90163 46013 92646 30453 60516 0,4976 0,0052
24 45905 91677 46506 93052 31173 61948 0,5012 0,0018
48 45472 91225 46813 93661 31541 62974 0,4997 0,0012
120 45441 91787 46070 93784 31341 62784 0,4952 0,0040
144 44694 90966 45742 93805 32167 62991 0,4965 0,0124
168 44744 91461 45776 93500 31552 63401 0,4922 0,0048
192 45334 92021 45278 94201 31429 63028 0,4907 0,0092
216 43019 91540 45725 94036 32200 62979 0,4892 0,0208
288 44641 91639 45063 93552 30581 63018 0,4847 0,0028
312 44230 91442 45230 94227 30968 63727 0,4832 0,0030
336 45273 92108 45048 94002 29242 62768 0,4789 0,0128
360 44876 91711 45319 94304 30062 63827 0,4803 0,0092
384 43207 91514 43892 94502 31539 63094 0,4788 0,0186
456 43366 92016 44287 94056 30323 63011 0,4745 0,0059
480 43954 92304 44980 94228 30970 62950 0,4818 0,0088
504 43349 92143 43707 94153 30589 63721 0,4716 0,0080
528 43197 92081 42710 94851 31137 63415 0,4701 0,0204
552 43211 91799 42188 94367 31197 63882 0,4687 0,0207
624 42647 92231 43477 94519 29939 63572 0,4644 0,0058

648 42888 92610 43728 95192 30234 63817 0,4654 0,0075
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7.3. Messergebnisse — Terbium(III)-polyaminocarboxylate

7.3.1. Ligandenfreier Versuch

Tab. 87: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments ohne Ligandzugabe bei pH 7,0 (HEPES-Puffer) und I

=0,01.
Kontaktzeit  Zéahlrate Zéhlrate Ziahlrate Ziahlrate Ziahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 1129 53782 636 52975 597 49725 0,015 0,005
0,8 880 54990 987 54826 719 51373 0,016 0,002
1 611 55589 497 55203 689 53025 0,011 0,002
2 391 55834 442 55277 480 53308 0,008 0,001
4 280 55902 387 55306 160 53419 0,005 0,002
6 224 56041 160 55234 112 53392 0,003 0,001
12 336 56019 221 55367 107 53345 0,004 0,002
20 168 56103 111 55298 53 53491 0,002 0,001
40 56 56077 93 55405 17 53379 0,001 0,001
60 112 56053 33 55208 21 53480 0,001 0,001

Tab. 88: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments ohne Ligandzugabe bei pH 6,0 (MES-Puffer) und I =

0,01.
Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zéhlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 591 25688 260 28919 174 24815 0,013 0,009
0,8 479 26593 298 29758 355 25322 0,014 0,004
1 273 27304 181 30124 131 26174 0,007 0,003
2 329 27451 91 30185 314 26203 0,009 0,005
4 192 27397 181 30205 288 26195 0,008 0,003
6 165 27555 242 30281 184 26231 0,007 0,001
12 191 27498 75 30177 68 26355 0,004 0,003
20 110 27460 60 30196 79 26209 0,003 0,001
40 55 27612 91 30232 184 26307 0,004 0,003

60 28 27518 84 30144 58 26279 0,002 0,001
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Tab. 89: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments ohne Ligandzugabe bei pH 5,0 (Piperazin-Puffer) und

I=0,01.
Kontaktzeit  Zahlrate Zdhlrate Zidhlrate Zdhlrate  Zahlrate Zghlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 981 61289 1339 58230 336 55937 0,015 0,009
0,8 701 63750 557 61846 406 58036 0,009 0,002
1 849 65281 504 62947 713 59376 0,011 0,003
2 524 65530 755 62896 237 59279 0,008 0,004
4 462 66034 378 63048 299 59721 0,006 0,001
6 594 66051 316 63104 776 59662 0,009 0,004
12 198 66102 126 63077 419 59816 0,004 0,003
20 264 66098 188 62819 300 59937 0,004 0,001
40 265 66134 252 63045 420 60013 0,005 0,002
60 66 66221 126 63121 180 60042 0,002 0,001

Tab. 90: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments ohne Ligandzugabe bei pH 4,5 (N-Methylpiperazin-
Puffer) und I=0,01.

Kontaktzeit  Zahlrate Zdhlrate Zidhlrate Zdhlrate  Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 153 38305 498 41527 824 35827 0,013 0,010
0,8 119 39502 394 43826 666 36982 0,010 0,008
1 201 40134 359 44908 526 37552 0,009 0,005
2 161 40209 225 45021 226 37644 0,005 0,001
4 201 40177 361 45098 415 37770 0,008 0,003
6 78 40213 315 45067 115 37726 0,004 0,003
12 121 40255 226 45171 263 37604 0,005 0,002
20 81 40290 45 45100 227 37758 0,003 0,003
40 40 40198 181 45218 37 37289 0,002 0,002

60 72 40256 90 45166 196 37702 0,003 0,002
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7.3.2. Einfliisse unterschiedlicher M/L-Verhiltnisse

Tab. 91: Messung der Dissoziation von Tb-DOTATOC nach 60 s Chelex-Kontaktzeit bei unterschiedlichen M/L-

Verhiltnissen.
M/L- Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Verhiltnis Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,40 5915 20792 5319 18655 5338 21479 0,2727 0,0210
0,60 8631 21037 7537 18712 8592 21556 0,4039 0,0059
0,70 9801 20844 8796 18604 9933 21703 0,4669 0,0081
0,75 10530 20917 9411 18993 10964 20976 0,5072 0,0140
0,80 11946 20885 10519 18770 11531 21045 0,5601 0,0121
0,90 15267 20934 13461 18850 15277 21337 0,7198 0,0083
0,95 18725 20896 16680 18903 18568 21048 0,8869 0,0080
1,00 20757 20865 18796 18915 21427 21600 0,9935 0,0014
1,10 20859 20991 18577 18612 21062 21381 0,9923 0,0066
1,25 20931 20954 18912 18996 20934 20976 0,9975 0,0017
1,50 20902 21003 18977 19021 21385 21445 0,9967 0,0013

Tab. 92: Messung der Dissoziation von Tb-DOTATATE nach 60 s Chelex-Kontaktzeit bei unterschiedlichen M/L-

Verhiltnissen.
M/L- Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Verhiltnis Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,40 6370 25377 6931 28904 6690 28663 0,2414 0,0089
0,60 9285 25601 9949 28663 10096 28304 0,3555 0,0079
0,70 10573 25813 12698 29010 11077 28345 04127 0,0236
0,75 11354 25198 12440 28234 12779 28166 0,4483 0,0068
0,80 12534 25466 13922 29035 13898 28917 0,4841 0,0070
0,90 15345 25317 17573 29061 16313 28545 0,5941 0,0196
0,95 21815 25604 24177 28916 24442 28477 0,8488 0,0114
1,00 25246 25801 29035 29251 27628 28166 0,9840 0,0075
1,10 25466 25545 28998 29068 27658 27915 0,9951 0,0037
1,25 25430 25609 28546 28843 28334 28345 0,9941 0,0050

1,50 25852 25880 28865 29028 27396 27410 0,9976 0,0028
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Tab. 93: Messung der Dissoziation von Th-DOTANOC nach 60 s Chelex-Kontaktzeit bei unterschiedlichen M/L-

Verhiltnissen.
M/L- Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Verhiltnis Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,40 6443 25368 6008 22837 7507 28202 0,2611 0,0063
0,60 10325 25717 8319 22351 11384 28255 0,3922 0,0173
0,70 11737 25499 10792 22715 12583 27043 0,4669 0,0075
0,75 12512 25670 11413 22519 13509 28004 0,4922 0,0129
0,80 14025 25224 12503 22840 15094 28346 0,5453 0,0119
0,90 18450 25109 16056 22608 20456 28137 0,7240 0,0126
0,95 22987 25918 19409 22711 24878 28615 0,8703 0,0162
1,00 25012 25143 22576 22639 27678 28119 0,9921 0,0069
1,10 25427 25604 22457 22540 28113 28195 0,9955 0,0021
1,25 25745 26010 22587 22623 27930 28028 0,9949 0,0045
1,50 25322 25368 22570 22702 28303 28334 0,9971 0,0025

Tab. 94: Messung der Dissoziation von Tb-IS20I nach 60 s Chelex-Kontaktzeit bei unterschiedlichen M/L-

Verhiiltnissen.
M/L- Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Verhiltnis Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,40 6900 30277 6860 29736 5481 28403 0,2172 0,0210
0,60 10013 29819 9849 29445 8160 28110 0,3202 0,0259
0,70 12011 30415 11322 29811 10838 28079 0,3869 0,0076
0,75 12661 30657 12045 30150 11484 28425 0,4055 0,0069
0,80 13714 29866 13474 30204 12101 27831 0,4467 0,0122
0,90 19336 29941 19653 30082 17601 28064 0,6421 0,0135
0,95 25309 29702 25284 30179 23609 27877 0,8456 0,0072
1,00 29351 30104 30062 30086 27585 28031 0,9861 0,0122
1,10 29563 30065 29536 29861 28291 28539 0,9879 0,0041
1,25 30181 30205 30081 30144 27908 27961 0,9984 0,0007

1,50 29925 29976 30003 30024 27451 27642 0,9969 0,0033
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7.3.3. Ergebnisse der FISRE-Experimente an Terbium(III)-polyaminocarboxylaten

7.3.3.1. Terbium-DOTATOC

Tab. 95: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Tho-DOTATOC bei pH 7,4.

Kontaktzeit ~ Zahlrate Zdhlrate Zidhlrate Zdhlrate  Zahlrate Zghlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 61762 81018 47488 64233 63280 82049 0,7576 0,0165
0,8 64915 85913 48828 66027 66094 86592 0,7528 0,0121
1 65601 87209 50358 67207 67758 88987 0,7543 0,0063
2 66388 88602 50818 68983 68225 90047 0,7479 0,0106
4 66373 89017 51624 69602 67428 89874 0,7459 0,0043
6 66145 89416 51982 69814 66724 90177 0,7414 0,0027
12 65554 89756 51866 70012 65161 90516 0,7304 0,0105
20 65482 89641 51487 69876 65235 90064 0,7305 0,0063
40 65231 89740 50833 70119 66512 90102 0,7300 0,0072
60 65566 89697 51456 70079 64608 90368 0,7267 0,0103

Tab. 96: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Th-DOTATOC bei pH 7,0.

Kontaktzeit  Zahlrate Zdhlrate Zidhlrate Zdhlrate  Zahlrate Zghlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 25917 34089 22723 30565 26700 35027 0,7553 0,0103
0,8 26392 35095 23619 31878 26893 36719 0,7418 0,0098
1 26650 36201 24436 33025 28058 38026 0,7380 0,0019
2 26989 36312 24099 33142 27728 37981 0,7335 0,0086
4 26890 36409 23840 33109 27628 38018 0,7284 0,0094
6 26210 36314 23955 33240 27985 38561 0,7227 0,0027
12 26204 36286 23929 33741 27865 38492 0,7184 0,0080
20 26072 36389 23891 33357 28067 38588 0,7200 0,0063
40 25987 36320 23905 33296 27761 38490 0,7182 0,0029

60 26175 36408 23885 33535 28204 38733 0,7198 0,0080
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Tab. 97: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Th-DOTATOC bei pH 6,0.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 34158 48597 35208 50177 32326 47129 0,6968 0,0095
0,8 33325 50272 34956 52480 31632 48926 0,6585 0,0105
1 33860 52071 34101 53984 32270 50172 0,6417 0,0094
2 30663 51938 31099 54045 29410 50164 0,5840 0,0077
4 28129 52092 28416 54294 26709 50209 0,5318 0,0083
6 26942 52047 27682 54603 26357 50197 0,5166 0,0091
12 26414 52104 27736 54394 25936 50490 0,5102 0,0034
20 26458 52007 27953 54830 26112 50251 0,5127 0,0060
40 26261 51978 27855 54628 25887 50283 0,5100 0,0048
60 26175 52133 27545 54827 25961 50229 0,5071 0,0084

Tab. 98:Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Th-DOTATOC bei pH 5,0.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 34487 52983 38040 56092 35636 54950 0,6592 0,0165
0,8 33442 54780 36068 58036 33807 56083 0,6116 0,0094
1 33218 56987 35471 58972 33200 56829 0,5895 0,0104
2 29039 57021 30594 58704 28961 57084 0,5126 0,0075
4 26098 57103 27850 59082 26292 57309 0,4624 0,0078
6 25595 57076 27008 59036 25869 57359 0,4523 0,0047
12 25605 57202 26617 59102 25879 57101 0,4504 0,0028
20 25414 57301 27096 58969 25641 57405 0,4499 0,0085
40 25586 57238 26692 59029 25277 57146 0,4472 0,0049

60 25240 57149 26452 59203 26527 57439 0,4501 0,0105
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Tab. 99: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Th-DOTATOC bei pH 7,4.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 76615 104884 72707 97848 67033 94501 0,7276 0,0170
6 77059 105929 73041 97503 67465 94617 0,7299 0,0182
24 76617 105027 71730 98084 68787 94536 0,7295 0,0018
48 76496 104956 71277 97539 68851 94668 0,7290 0,0017
120 76579 104998 72084 98105 68918 95031 0,7298 0,0048
192 76547 105617 71549 98203 68120 94967 0,7235 0,0057
216 76296 104733 71190 98067 68562 95014 0,7253 0,0035
288 76353 105104 71841 98554 67585 94397 0,7238 0,0069
312 76320 105716 71181 97683 68153 94762 0,7233 0,0049
384 75919 104958 71577 97995 67464 94826 0,7217 0,0096
456 76516 105763 71022 98500 68038 95017 0,7202 0,0038
504 75261 104974 70518 98104 67551 95127 0,7153 0,0046
552 75731 105112 70825 98412 67785 94762 0,7185 0,0028
624 75195 105306 70767 98358 67312 95107 0,7138 0,0059
696 75409 105029 69783 98167 67956 94856 0,7151 0,0037
720 75288 104960 69591 97614 67798 95022 0,7146 0,0024
792 75431 105629 70556 98627 67555 95194 0,7130 0,0030
816 75814 105225 70665 98270 66708 94856 0,7143 0,0096
888 75618 105397 69804 98355 67079 95027 0,7110 0,0059
984 74573 104951 69753 98782 68340 95258 0,7114 0,0057
1056 75433 105722 68307 97565 67997 95927 0,7075 0,0068
1152 75230 105826 69213 98037 66357 94856 0,7055 0,0057
1224 73852 105084 69440 98644 67096 95148 0,7040 0,0012
1320 73738 105036 67822 97612 66955 95126 0,7002 0,0048
1392 73940 104895 68309 98463 67184 95600 0,7005 0,0059
1488 73700 105230 68132 97443 66775 94878 0,7011 0,0024
1560 73728 105383 67688 98101 67637 95023 0,7005 0,0109

1632 72710 104960 67520 98034 66226 94895 0,6931 0,0046




ANHANG 182

Tab. 100: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Th-DOTATOC bei pH 7,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 74094 102844 76715 106712 77729 107289 0,7213 0,0029
6 74778 103708 76152 106593 77751 107397 0,7198 0,0049
24 73527 102478 76841 107034 78104 108134 0,7192 0,0027
48 73989 102849 77090 106942 75511 107452 0,7143 0,0101
120 74260 103945 75527 105974 77419 107325 0,7162 0,0046
192 74569 103973 76255 107427 76600 107203 0,7139 0,0037
216 74709 103746 74854 106306 76452 106923 0,7131 0,0082
288 74097 103624 75309 106940 77306 108404 0,7108 0,0058
312 74186 103523 75277 105840 76530 107877 0,7124 0,0037
384 75126 104024 77013 106820 78575 108462 0,7225 0,0018
456 73236 103941 74104 105831 76744 107835 0,7055 0,0058
504 74246 104500 75448 106322 76087 107083 0,7102 0,0005
552 73278 103955 74182 105738 75189 107265 0,7025 0,0021
624 72822 103784 73618 105203 75063 107352 0,7002 0,0013
696 73119 103705 73960 105397 74958 107459 0,7015 0,0038
720 72862 104027 73296 105304 75615 108763 0,6972 0,0028
792 73330 103894 73100 105955 74364 107894 0,6950 0,0094
816 72498 104262 73523 106052 74848 107831 0,6942 0,0010
888 71690 103625 73516 105967 74212 107480 0,6920 0,0016
984 72126 103474 72876 105633 74048 107342 0,6923 0,0041
1056 71674 103845 73325 106642 73704 107950 0,6868 0,0038
1152 71084 103726 72238 105774 73448 107464 0,6839 0,0012
1224 71103 103947 71838 106236 73274 106984 0,6817 0,0048
1320 70258 104099 71616 107030 71594 107233 0,6706 0,0038
1392 70686 103946 72316 106472 73619 107846 0,6806 0,0018
1488 70262 104048 71115 106369 72675 107296 0,6737 0,0046
1560 70055 103155 70506 106411 72994 108461 0,6716 0,0084

1632 70294 104287 71026 105990 73521 107492 0,6760 0,0071




ANHANG 183

Tab. 101: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Th-DOTATOC bei pH 6,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 56683 111037 54957 107349 54376 106983 0,5102 0,0018
6 56702 110298 55494 108463 53783 106950 0,5095 0,0059
24 55462 110369 55385 107442 53524 107203 0,5058 0,0086
48 55785 110957 54660 107236 53853 106356 0,5063 0,0035
120 55472 111084 53839 107345 52575 106388 0,4984 0,0038
192 55740 111945 54730 108745 52661 107092 0,4976 0,0058
216 55553 111047 53520 108306 51645 106277 0,4935 0,0072
288 54303 110354 53053 107492 51225 107038 0,4881 0,0083
312 54428 111032 52371 107355 51438 106981 0,4863 0,0049
384 53562 110585 51561 107389 52063 107222 0,4833 0,0029
456 53372 111934 51684 107948 50443 106980 0,4757 0,0038
504 52153 111047 50905 108226 51104 107204 0,4722 0,0039
552 51412 111056 50607 108093 50732 106749 0,4688 0,0062
624 50985 110845 48977 108469 50685 107300 0,4613 0,0105
696 50993 110300 49400 108351 50339 106540 0,4636 0,0083
720 50864 111270 49221 108190 49174 107204 0,4569 0,0019
792 50972 110298 48327 107399 47240 106476 0,4519 0,0094
816 50574 111049 48081 108482 48305 106827 0,4503 0,0063
888 49100 110270 47763 107935 47975 107024 0,4454 0,0029
984 48858 111028 47005 108202 47327 107038 0,4389 0,0040
1056 48587 110894 45594 107986 47028 106429 0,4341 0,0104
1152 47247 110289 45205 107915 45270 106373 0,4243 0,0049
1224 47640 111037 45759 108398 45634 107023 0,4259 0,0035
1320 46637 110834 43963 107927 44968 106388 0,4169 0,0084
1392 46452 111033 44000 107684 44010 107297 04124 0,0052
1488 44882 110273 43435 107256 43302 106354 0,4064 0,0012
1560 44936 111048 42605 107513 43470 107366 0,4019 0,0049

1632 44323 111486 42518 107394 45442 113847 0,3975 0,0016
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Tab. 102: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Th-DOTATOC bei pH 5,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 56798 125738 47049 103847 49928 110827 0,4518 0,0013
6 55444 126037 45680 103099 50379 111020 0,4456 0,0073
24 54837 127093 45999 102909 48091 111726 0,4363 0,0093
48 52753 125337 44420 102076 47192 110845 0,4273 0,0073
120 48922 126834 40436 103209 43469 109725 0,3912 0,0052
192 45227 126400 37818 102784 39249 111066 0,3597 0,0075
216 44186 126389 36522 102801 38930 110347 0,3526 0,0028
288 40711 127346 33762 102307 34970 110976 0,3216 0,0076
312 38938 126005 32095 102450 35084 111065 0,3127 0,0035
384 36858 127209 29931 102997 31352 111070 0,2875 0,0046
456 32814 126347 27902 103024 29130 110934 0,2644 0,0058
504 30983 127037 26249 103260 27782 110312 0,2500 0,0054
552 29176 126444 25204 102983 25828 110554 0,2364 0,0074
624 26665 127051 23563 102766 23641 111084 0,2173 0,0105
696 26110 127340 21511 103201 21184 110034 0,2020 0,0084
720 24607 127029 20625 103487 21131 111270 0,1943 0,0047
792 23178 126543 18734 104052 19466 110209 0,1799 0,0033
816 22329 127894 18843 102979 19101 111098 0,1765 0,0058
888 19529 128017 17254 103290 17765 111307 0,1597 0,0073
984 17509 127542 14782 103408 16480 111206 0,1428 0,0055
1056 16611 126994 14158 103872 14131 111429 0,1313 0,0048
1152 15079 127306 12427 102796 12487 110653 0,1174 0,0041
1224 13027 127688 11882 104005 11215 111674 0,1056 0,0076
1320 11577 126790 9461 102991 10488 110372 0,0927 0,0020
1392 10149 127153 9345 103608 10590 110108 0,0887 0,0083
1488 9928 126378 7924 102960 10003 111674 0,0817 0,0069
1560 9331 127089 8109 103404 8214 110876 0,0753 0,0027

1632 8614 126578 7416 102986 7210 110978 0,0683 0,0035
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7.3.3.2. Terbium-DOTATATE

Tab. 103: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Th-DOTATATE bei pH 7,4.

Kontaktzeit ~ Zahlrate ~ Zahlrate  Zdhlrate = Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 45280 59635 41910 56712 43845 58403 0,7497 0,0102
0,8 47285 62846 43051 57948 45126 59712 0,7504 0,0066
1 48076 64255 43740 59123 47028 61888 0,7493 0,0101
2 48586 64982 45141 60810 46116 61979 0,7447 0,0027
4 47800 64751 44026 59973 45643 61605 0,7377 0,0034
6 47069 64298 43981 60231 45600 61772 0,7335 0,0042
12 46906 64750 44103 60408 44778 61534 0,7274 0,0029
20 47135 64628 44137 60224 45167 62005 0,7302 0,0023
40 46924 64559 44411 60716 44280 61780 0,7250 0,0075
60 46908 64311 44183 60541 44552 61499 0,7279 0,0030

Tab. 104: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an T--DOTATATE bei pH 7,0

Kontaktzeit ~ Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate  Zadhlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 29441 38226 27659 36742 22576 30817 0,7519 0,0188
0,8 29941 39726 28199 38060 24213 32487 0,7466 0,0065
1 30146 40177 28268 38209 24791 33721 0,7418 0,0078
2 29555 40238 28277 38712 24195 33612 0,7283 0,0076
4 29235 40279 27447 38619 23815 33514 0,7157 0,0088
6 28473 40164 27306 38971 24031 33845 0,7065 0,0051
12 28309 40178 27629 38920 23312 33649 0,7024 0,0087
20 28325 40362 26805 38445 23553 33700 0,6993 0,0023
40 28122 40255 27500 38741 23395 33682 0,7010 0,0079

60 28103 40290 26801 38655 23540 33775 0,6959 0,0023




ANHANG 186

Tab. 105: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an T--DOTATATE bei pH 6,0.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zéhlrate Zéhlrate Zahlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 47406 72981 46271 69876 41541 64312 0,6526 0,0085
0,8 46250 74621 46777 73091 41255 66738 0,6260 0,0122
1 45953 76931 45693 74928 41510 68559 0,6042 0,0063
2 41967 77820 39906 75250 36258 69078 0,5315 0,0073
4 36371 77697 36403 76004 32214 69024 0,4713 0,0067
6 34828 77548 34883 75827 31653 69131 0,4557 0,0058
12 34564 78003 34356 76293 31449 68910 0,4499 0,0066
20 34294 77962 34392 75938 31543 69044 0,4499 0,0089
40 35108 78050 33812 75690 31380 69156 0,4501 0,0035
60 34206 77879 33987 76021 31544 68799 0,4483 0,0097

Tab. 106:Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-DOTATATE bei pH 5,0.

Kontaktzeit ~ Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate  Zadhlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 30273 49028 29135 48722 28149 46899 0,6052 0,0107
0,8 30308 52142 29707 52098 26799 48052 0,5697 0,0118
1 29354 53174 28885 53409 26007 48797 0,5419 0,0096
2 24723 53429 24234 53122 22304 49204 0,4574 0,0048
4 22559 53588 21305 52985 19843 49355 0,4084 0,0109
6 21349 53280 21162 53071 19734 49302 0,3999 0,0010
12 21518 53475 20842 53046 19499 49851 0,3955 0,0061
20 21133 53602 20710 52960 20350 49720 0,3982 0,0097
40 21486 53591 20660 53100 19821 49066 0,3980 0,0079

60 21533 54007 21042 52976 19349 49378 0,3959 0,0036
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Tab. 107: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-DOTATATE bei pH 7,4.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 75955 102884 69695 96370 75194 105877 0,7239 0,0140
6 75374 103872 70413 97024 74832 104728 0,7220 0,0064
24 75192 103092 69851 96916 76136 105290 0,7244 0,0045
48 74332 102746 69696 96634 76647 105466 0,7238 0,0028
120 74781 103850 69334 96155 75677 104389 0,7220 0,0026
192 74247 102958 68618 96607 76156 104857 0,7192 0,0082
216 75480 103339 68701 96208 76240 105203 0,7231 0,0083
288 74018 102845 68645 96590 75879 104900 0,7179 0,0065
312 73522 102998 68672 96745 76148 104553 0,7173 0,0097
384 73205 103040 68957 97116 75390 105068 0,7127 0,0042
456 74073 103907 69211 96823 75897 106341 0,7138 0,0010
504 73729 103757 68391 96514 75635 105238 0,7126 0,0054
552 73833 104006 68708 96221 74688 105127 0,7115 0,0023
624 74098 103553 68156 95997 74665 104826 0,7126 0,0028
696 72234 102457 67669 96241 75454 105411 0,7080 0,0068
720 72095 102849 68243 96722 74880 104629 0,7074 0,0075
792 72102 102704 67947 97083 74994 104877 0,7057 0,0082
816 72169 103206 67911 96582 75376 105738 0,7051 0,0070
888 72846 103768 67385 97201 74933 104829 0,7034 0,0108
984 71184 102780 67898 96405 74189 105041 0,7011 0,0074
1056 72730 103854 67551 96744 73414 104960 0,6993 0,0010
1152 71696 102897 67132 96519 74593 105380 0,7000 0,0068
1224 71514 103586 66959 97002 73962 104857 0,6953 0,0087
1320 70350 102847 66962 96306 73430 104920 0,6931 0,0081
1392 70655 102059 66373 96511 72904 105038 0,6914 0,0033
1488 71107 103442 66744 96723 72204 104667 0,6891 0,0015
1560 70598 102980 66682 95992 72301 104902 0,6898 0,0046

1632 70833 103087 65528 96310 72601 105271 0,6857 0,0048
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Tab. 108: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-DOTATATE bei pH 7,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 71015 99477 72536 102536 76621 110477 0,7049 0,0104
6 69668 98476 72162 102847 76138 109298 0,7019 0,0054
24 69816 99203 71579 102446 76906 109667 0,7012 0,0025
48 69747 99344 70755 101948 75834 109253 0,6967 0,0046
120 68556 98291 71425 102947 76843 109460 0,6978 0,0041
192 69087 98477 70306 101811 76298 110035 0,6952 0,0057
216 68789 99387 70976 102949 77754 110259 0,6956 0,0084
288 68394 98346 71254 102635 75822 110615 0,6917 0,0055
312 68139 98322 70125 102662 76116 109288 0,6909 0,0070
384 67576 98716 70415 102946 76419 109751 0,6883 0,0069
456 68067 99035 69795 101947 75540 110240 0,6857 0,0014
504 67976 99351 70300 102846 76904 110982 0,6869 0,0052
552 67147 98725 69874 102781 75749 110266 0,6823 0,0040
624 67706 99371 69462 102889 75610 110728 0,6798 0,0041
696 66179 98462 70391 103041 73745 110375 0,6745 0,0078
720 66420 98379 69019 102556 75113 110289 0,6764 0,0042
792 66028 98585 69479 103812 75079 109992 0,6739 0,0075
816 66080 99440 68718 102947 74161 109285 0,6702 0,0074
888 65852 98497 69101 103084 74323 110487 0,6705 0,0021
984 66307 99329 67728 102556 74625 110776 0,6672 0,0066
1056 66062 100034 67823 102874 74607 110615 0,6647 0,0085
1152 65582 99387 67461 102006 73472 110811 0,6614 0,0016
1224 64680 99461 67418 102899 74083 110209 0,6592 0,0115
1320 65385 100131 67219 102870 72263 109388 0,6557 0,0043
1392 64855 99746 67095 102763 72113 109826 0,6532 0,0032
1488 64035 99282 66317 103048 72758 110183 0,6496 0,0093
1560 64157 99885 66651 102571 71951 110933 0,6469 0,0040

1632 63426 99123 66017 102635 72766 110405 0,6474 0,0103
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Tab. 109: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Th-DOTATATE bei pH 6,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 42474 97361 43849 95176 42298 92305 0,4517 0,0135
6 43022 97715 43352 95723 42537 93410 0,4495 0,0081
24 42710 97186 42358 94817 42364 92497 0,4481 0,0093
48 43100 97298 43003 95604 40822 92740 0,4443 0,0049
120 43089 98107 41162 94188 41218 92615 0,4404 0,0042
192 42588 98002 41312 94857 40262 92718 0,4348 0,0007
216 41989 97172 40648 94716 40634 92887 0,4329 0,0042
288 41677 97561 39751 95191 40897 92715 0,4286 0,0118
312 40918 97146 40595 95047 39835 93016 0,4255 0,0038
384 40296 97365 39742 95612 39946 92756 0,4201 0,0092
456 40148 97998 39061 95045 39184 92551 0,4147 0,0076
504 39116 97835 38158 94603 39448 92817 0,4094 0,0136
552 39480 98109 37662 94828 39737 92625 0,4095 0,0171
624 39462 98237 37778 94027 37827 93715 0,4024 0,0011
696 39046 98172 37863 95046 36961 93446 0,3972 0,0015
720 38903 99129 37136 95224 37949 93028 0,3968 0,0097
792 38980 98266 37045 95051 35667 92669 0,3904 0,0059
816 37618 98477 36585 94857 36876 92517 0,3888 0,0087
888 36440 98156 35991 94722 37139 92824 0,3838 0,0148
984 36636 97926 35888 95828 35577 92878 0,3772 0,0050
1056 36198 98172 34445 95304 35021 92444 0,3697 0,0087
1152 35699 99029 34308 94669 34836 92846 0,3660 0,0080
1224 35670 99348 34044 94721 34005 93021 0,3613 0,0037
1320 33956 98261 34236 95037 33459 93018 0,3552 0,0083
1392 33822 98467 33419 95344 32976 93144 0,3493 0,0054
1488 33237 98770 32913 95049 32651 92992 0,3446 0,0074
1560 32549 98304 31247 94627 33021 92847 0,3390 0,0144

1632 32339 98165 32528 94201 31221 93811 0,3358 0,0084
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Tab. 110: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-DOTATATE bei pH 5,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 41760 101734 39499 98366 41428 104376 0,4030 0,0069
6 41575 102809 38433 98352 40240 105303 0,3924 0,0112
24 40704 102475 38173 99034 39634 105294 0,3864 0,0104
48 38795 101985 36973 98152 38893 105826 0,3749 0,0066
120 36253 102770 33856 98264 34777 105283 0,3425 0,0114
192 32242 102273 30549 99120 32176 104981 0,3100 0,0046
216 31576 102560 29776 98369 31336 104520 0,3035 0,0041
288 28501 102298 26703 98151 29725 105822 0,2772 0,0046
312 27859 103029 26873 98279 27603 104957 0,2689 0,0054
384 26271 102586 23552 98123 25029 103916 0,2457 0,0090
456 23247 102994 21821 99004 23344 104582 0,2231 0,0027
504 22021 101846 20186 98265 21591 103670 0,2100 0,0056
552 20839 102631 18712 98101 21632 104699 0,2001 0,0083
624 19493 102745 17953 98704 17911 103846 0,1814 0,0086
696 17536 102861 15844 99130 17398 103902 0,1659 0,0055
720 17505 102847 14982 98262 16767 104607 0,1610 0,0089
792 15787 103298 13802 98714 15481 104255 0,1470 0,0066
816 14673 101459 12887 99361 16095 104717 0,1427 0,0121
888 13490 102672 12090 98262 14009 104627 0,1294 0,0057
984 11890 102400 11494 98615 12373 103844 0,1173 0,0016
1056 10705 102634 10123 98260 11444 104827 0,1055 0,0032
1152 10124 103087 10561 100379 8140 105617 0,0935 0,0147
1224 9406 102745 8759 98265 7903 104659 0,0854 0,0086
1320 8039 102783 8061 98476 7023 104828 0,0757 0,0077
1392 7200 103266 6270 99820 7891 105400 0,0691 0,0061
1488 5396 102980 5906 98621 7311 103476 0,0610 0,0092
1560 5983 102734 4985 98259 6171 104726 0,0560 0,0045

1632 4803 102846 4407 97979 6414 103989 0,0511 0,0092
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7.3.3.3. Terbium-DOTANOC

Tab. 111: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Th--DOTANOC bei pH 7 4.

Kontaktzeit ~ Zahlrate ~ Zahlrate  Zdhlrate = Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 50759 67929 34751 45762 38329 49827 0,7586 0,0110
0,8 52318 69825 35583 47290 39809 52041 0,7556 0,0083
1 53356 72037 36740 48955 40953 54083 0,7495 0,0083
2 54230 72763 36378 49026 41346 54037 0,7508 0,0125
4 53637 72541 36286 49087 40189 54185 0,7401 0,0014
6 53077 72680 36039 49155 40282 54524 0,7341 0,0043
12 52904 73028 35804 49072 39040 54188 0,7248 0,0046
20 52422 72819 35803 49136 38803 54273 0,7212 0,0069
40 51844 72553 35688 49204 39410 54720 0,7200 0,0054
60 51947 72816 35214 49178 39657 55027 0,7167 0,0037

Tab. 112: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Th--DOTANOC bei pH 7,0.

Kontaktzeit  Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate = Zahlrate  Zihlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 35900 47625 29021 38041 34179 46288 0,7517 0,0124
0,8 36714 48920 30133 39691 35936 47982 0,7529 0,0055
1 37505 49912 30654 40859 36306 48595 0,7496 0,0022
2 36676 50105 29872 40673 36884 49278 0,7383 0,0089
4 36515 50403 29885 40822 34892 49188 0,7220 0,0116
6 35916 50229 29364 40766 35418 49827 0,7154 0,0048
12 35631 50165 28703 40282 35053 49725 0,7093 0,0039
20 35932 50178 28626 40290 34849 49540 0,7100 0,0063
40 35568 50204 28587 40371 35687 50082 0,7097 0,0025

60 35229 50341 28568 40722 35376 49776 0,7040 0,0059
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Tab. 113: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Th--DOTANOC bei pH 6,0.

Kontaktzeit  Zéahlrate Zéhlrate Zidhlrate Ziahlrate Zidhlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 43808 61479 30389 42845 35548 52277 0,7006 0,0179
0,8 43429 63844 30060 44029 36197 54927 0,6740 0,0130
1 43433 65516 29503 45722 37525 56829 0,6562 0,0095
2 40443 66294 27588 46108 33682 56930 0,6000 0,0093
4 35843 66351 24541 45923 29417 56777 0,5309 0,0115
6 34294 66084 23467 46089 28695 57004 0,5105 0,0079
12 33900 66433 22956 45883 27930 56928 0,5004 0,0098
20 33131 66109 23040 45914 27749 57126 0,4962 0,0091
40 33510 66498 23175 46133 27971 57038 0,4989 0,0074
60 33047 66120 22713 46341 27882 57299 0,4922 0,0068

Tab. 114:Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Th-DOTANOC bei pH 5,0.

Kontaktzeit ~ Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate  Zadhlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 52116 77218 52887 80363 52677 77928 0,6697 0,0100
0,8 50898 79516 52745 83746 51866 80106 0,6391 0,0089
1 52310 83917 53050 85489 49957 82305 0,6170 0,0088
2 46869 84681 47487 86198 45050 83927 0,5471 0,0090
4 42309 84299 43524 86732 40099 83615 0,4944 0,0129
6 41843 85012 41524 86281 39601 83163 0,4832 0,0082
12 40836 85007 41643 86790 39688 83945 0,4777 0,0042
20 41399 84918 41116 87004 40319 84016 0,4800 0,0075
40 41149 85677 41342 86279 39700 84048 0,4773 0,0043

60 40068 84869 40582 86543 40256 83959 0,4735 0,0054
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Tab. 115: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an To-DOTANOC bei pH 7,4.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 59526 82775 59888 84928 59448 81746 0,7172 0,0112
6 59721 82519 59371 84074 61214 82934 0,7227 0,0160
24 59707 83018 61173 84261 58075 81399 0,7195 0,0063
48 59761 83075 61194 84817 59195 81634 0,7220 0,0029
120 59098 82534 60781 84495 58828 81947 0,7178 0,0017
192 58689 82750 60787 85061 58423 81711 0,7130 0,0032
216 59393 83077 61014 84721 58475 82037 0,7160 0,0038
288 59720 82937 60480 84700 58151 81934 0,7146 0,0052
312 59038 82645 60272 85104 58837 81726 0,7142 0,0059
384 58462 82402 59814 84191 58855 83043 0,7096 0,0009
456 58852 82333 60236 84416 57229 81047 0,7115 0,0047
504 59461 82645 59882 84957 58038 82034 0,7106 0,0078
552 58518 83019 60386 85128 57908 82035 0,7067 0,0023
624 58741 82635 60355 84979 58187 82645 0,7084 0,0038
696 57639 81998 59371 84617 58500 81635 0,7071 0,0083
720 58661 82045 59653 84552 58328 81736 0,7114 0,0051
792 57949 82535 58685 84043 58236 81394 0,7053 0,0090
816 57657 82617 59462 83726 58165 82333 0,7048 0,0063
888 57455 82159 59127 84719 58316 81749 0,7035 0,0085
984 57713 81961 59370 84614 57990 82903 0,7018 0,0023
1056 58136 82038 58967 84192 56781 82015 0,7005 0,0082
1152 56877 82085 59395 85393 57983 81936 0,6987 0,0079
1224 57238 82107 59449 84543 57906 81995 0,7022 0,0046
1320 57733 82204 58100 84161 56683 81640 0,6957 0,0061
1392 57647 83008 59391 84629 57992 82011 0,7011 0,0063
1488 56946 82634 58853 84412 56325 81454 0,6926 0,0042
1560 57208 82511 57539 84176 57171 82019 0,6913 0,0070

1632 56545 83147 58484 84722 56409 81937 0,6863 0,0055
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Tab. 116: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-DOTANOC bei pH 7,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 53490 75287 55825 77495 51459 70913 0,7188 0,0077
6 54606 76304 56682 78343 49042 71037 0,7098 0,0173
24 54887 76193 55687 77940 49578 70666 0,7121 0,0096
48 53812 76461 55720 78452 49771 69889 0,7087 0,0044
120 53437 75927 54991 78111 50009 70174 0,7068 0,0050
192 53077 75193 55628 78418 48013 70373 0,6992 0,0148
216 53683 75519 54961 78234 49875 71304 0,7043 0,0059
288 53790 76280 54903 78451 49878 71035 0,7024 0,0027
312 52422 75191 54839 78156 49604 71206 0,6985 0,0028
384 53250 75927 53721 77935 50975 70814 0,7035 0,0154
456 52919 75342 54194 77245 49019 71045 0,6980 0,0069
504 52016 75130 54965 78230 48988 70462 0,6967 0,0053
552 52489 75939 54417 78443 49539 70618 0,6955 0,0054
624 53424 76305 53925 77947 48177 69937 0,6936 0,0058
696 52929 75927 53904 78153 48440 70368 0,6917 0,0047
720 52762 76443 54007 78455 48845 71034 0,6887 0,0013
792 52943 76191 53270 77197 48433 70199 0,6916 0,0028
816 52139 76492 52842 77450 49404 70375 0,6886 0,0116
888 51847 75918 53525 78048 48884 70680 0,6868 0,0044
984 51242 74566 52555 77239 49527 70826 0,6890 0,0096
1056 51037 75398 52885 77847 48648 70383 0,6825 0,0076
1152 51404 76042 52773 78136 48514 70444 0,6800 0,0075
1224 50633 75280 52436 78003 49003 71042 0,6782 0,0100
1320 51132 75372 52501 78167 46643 70348 0,6710 0,0077
1392 50560 75199 52188 77914 48294 71055 0,6739 0,0051
1488 50188 74981 52282 77959 47611 70576 0,6715 0,0027
1560 49358 74556 52219 78490 47994 70389 0,6697 0,0106

1632 49545 75003 52476 78205 48643 71024 0,6722 0,0122
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Tab. 117: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-DOTANOC bei pH 6,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 47406 92884 44947 89224 46966 94636 0,5035 0,0071
6 47243 93947 45795 90127 46682 95720 0,4996 0,0106
24 46796 92978 44976 90249 46806 94928 0,4982 0,0051
48 46053 92799 44331 90156 47576 94867 0,4965 0,0049
120 45702 93016 43863 89462 47081 94919 0,4925 0,0030
192 44917 93070 44035 90288 46122 94511 0,4861 0,0030
216 44867 93144 43142 89588 46562 95030 0,4844 0,0048
288 45009 92847 42872 89476 46803 95201 0,4852 0,0062
312 44041 93484 42744 90030 46161 94782 0,4776 0,0083
384 43628 92009 42904 89380 43655 94152 0,4726 0,0083
456 42956 93017 41350 89346 45309 94721 0,4677 0,0093
504 43987 93194 42137 89155 44739 93681 0,4741 0,0030
552 42933 92881 41513 90388 43775 94787 0,4611 0,0016
624 41862 92646 40354 90455 44366 94226 0,4563 0,0129
696 42724 93056 40956 90617 41742 94152 0,4515 0,0079
720 42189 93840 40690 90260 42514 94625 0,4499 0,0008
792 42756 93214 40151 89783 42438 95018 0,4508 0,0068
816 42193 93161 39710 89881 41066 94166 0,4436 0,0085
888 40692 92756 39151 90295 41818 94071 0,4389 0,0055
984 40968 93202 38003 89677 40803 93784 0,4328 0,0081
1056 40303 93741 38031 90184 40725 94025 0,4283 0,0059
1152 39323 93497 39332 90173 41344 94820 0,4309 0,0090
1224 39161 93362 36572 89120 39954 94301 0,4178 0,0068
1320 38539 93894 36876 90123 39075 93848 0,4120 0,0038
1392 37631 93611 36020 90169 39636 94025 0,4077 0,0121
1488 37662 92985 36228 90517 36899 94822 0,3981 0,0082
1560 38010 93033 35915 90081 38763 94560 0,4057 0,0061

1632 36769 93156 34478 90325 37118 95072 0,3889 0,0066
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Tab. 118: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-DOTANOC bei pH 5,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 45176 98301 45947 95736 44091 89377 0,4776 0,0170
6 47977 98766 45719 95176 43580 90375 0,4828 0,0027
24 46407 98191 44150 96128 42853 90888 0,4678 0,0074
48 45375 99014 46432 96193 38601 90453 0,4559 0,0280
120 42224 98384 39798 95375 37881 90280 0,4220 0,0063
192 39935 99355 38385 95918 34793 89795 0,3965 0,0079
216 38702 99042 36650 97006 33685 90166 0,3807 0,0089
288 35081 98261 33723 96209 31709 90672 0,3524 0,0040
312 34957 99363 32659 96015 30809 91034 0,3435 0,0073
384 32026 97718 29704 95827 27993 90617 0,3155 0,0106
456 29965 99275 28344 96722 26025 90365 0,2943 0,0070
504 28610 98932 26607 95837 24652 90715 0,2795 0,0089
552 26534 98251 25848 95721 23186 90430 0,2655 0,0079
624 25007 99026 24176 96037 22268 90233 0,2503 0,0031
696 22873 99167 21962 96028 20210 90576 0,2275 0,0039
720 22586 98036 21190 96170 19408 90518 0,2217 0,0081
792 21103 98275 19527 95262 17690 90263 0,2052 0,0094
816 21054 98178 19102 95887 19015 91047 0,2075 0,0077
888 17740 98719 17371 96342 17628 90201 0,1851 0,0089
984 17295 99460 16030 97036 14656 90478 0,1670 0,0062
1056 16255 98262 14587 96287 13249 90176 0,1546 0,0096
1152 13225 98051 13612 96725 13016 91130 0,1395 0,0041
1224 12513 99347 12231 96187 11102 90477 0,1253 0,0023
1320 11790 99010 11569 95827 9976 91009 0,1165 0,0060
1392 11643 98264 10365 96281 8803 90460 0,1078 0,0106
1488 9671 99155 8964 97041 9969 88728 0,1008 0,0104
1560 8356 99017 8662 96480 8657 90237 0,0900 0,0058

1632 7431 98268 7953 96283 7120 90174 0,0791 0,0035
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7.3.3.4. Terbium-1S20I

Tab. 119: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-1S201 bei pH 7,4.

Kontaktzeit ~ Zahlrate ~ Zahlrate  Zdhlrate = Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 33666 44598 35365 46291 25321 33894 0,7553 0,0085
0,8 35157 46902 36693 48272 25911 34957 0,7503 0,0095
1 35687 48205 37426 49251 26603 35745 0,7482 0,0104
2 35581 48137 36487 49380 27000 36038 0,7424 0,0059
4 35153 48198 36500 49625 25533 35972 0,7249 0,0134
6 34573 48066 36040 50023 25515 36021 0,7160 0,0067
12 34260 48712 35374 50014 25354 36104 0,7043 0,0027
20 34106 48315 35638 49937 24824 35926 0,7035 0,0115
40 34007 48617 35586 50095 25134 36044 0,7024 0,0070
60 33639 48251 35214 49920 25350 36150 0,7013 0,0041

Tab. 120: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-1S201 bei pH 7,0.

Kontaktzeit  Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate Zahlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 22463 29538 25201 34016 25784 33825 0,7545 0,0119
0,8 23039 31045 26636 36021 27136 36272 0,7432 0,0044
1 23977 32045 27126 36740 27702 37041 0,7448 0,0056
2 23460 32194 26903 36802 26326 36982 0,7239 0,0105
4 22426 32108 26302 37021 26097 37065 0,7043 0,0060
6 22319 32226 25861 36879 25792 37144 0,6961 0,0046
12 22377 32405 25704 37103 25480 37032 0,6905 0,0024
20 22264 32110 25813 36918 25560 37108 0,6938 0,0052
40 22180 32429 25482 36944 25769 37009 0,6900 0,0062

60 22016 32277 24836 36518 26041 37226 0,6872 0,0107
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Tab. 121: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-1S20I bei pH 6,0.

Kontaktzeit  Zéahlrate Zéhlrate Zidhlrate Ziahlrate Zidhlrate Zéhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 30363 45678 30905 46837 31133 48576 0,6552 0,0126
0,8 30550 47809 29863 48130 31346 51392 0,6231 0,0147
1 29330 48236 29154 49375 31574 52948 0,5983 0,0090
2 24935 48523 25550 49103 26420 52878 0,5113 0,0106
4 21534 48610 21592 49280 23112 52914 0,4393 0,0033
6 20695 48371 20725 49625 21489 52415 0,4185 0,0090
12 19918 48633 20029 49826 21788 53001 0,4075 0,0049
20 19689 48790 20159 50027 22031 52667 0,4083 0,0087
40 19755 48512 20030 49952 22192 52614 0,4100 0,0107
60 19649 48997 20310 50004 21603 52777 0,4055 0,0042

Tab. 122:Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-15201 bei pH 5,0

Kontaktzeit ~ Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate  Zadhlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,6 53481 86203 45829 77512 46013 76293 0,6049 0,0147
0,8 51724 90704 44227 79154 43755 78559 0,5620 0,0072
1 50362 92715 43443 81936 41946 80134 0,5323 0,0100
2 40859 93041 35462 82553 34370 80984 0,4310 0,0075
4 34657 93156 29772 82609 29391 80387 0,3660 0,0058
6 33179 93090 29041 83041 29188 80606 0,3561 0,0062
12 32454 93485 28769 82936 28854 81045 0,3500 0,0052
20 32105 93274 28997 83025 29516 80899 0,3528 0,0108
40 31991 93308 28437 83142 28937 80796 0,3477 0,0091

60 31974 93494 28681 83012 28986 80833 0,3487 0,0088
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Tab. 123: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-1S201 bei pH 7 4.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 58804 83662 63041 90127 60473 87456 0,6979 0,0059
6 58964 84028 63511 90251 63783 88297 0,7093 0,0114
24 58648 84662 62039 89466 62305 87459 0,6995 0,0112
48 58239 83945 63634 90746 62109 88460 0,6990 0,0046
120 58853 83927 63491 90458 62926 88035 0,7060 0,0076
192 58331 84201 62417 89106 61284 88144 0,6962 0,0039
216 57805 83409 62977 89364 62002 89021 0,6981 0,0060
288 58199 84018 62574 90376 61736 88483 0,6943 0,0030
312 58582 84527 63656 90757 60518 88102 0,6938 0,0073
384 57882 83299 62773 89670 60016 87980 0,6924 0,0092
456 58217 83024 62474 90475 60081 88214 0,6909 0,0101
504 58817 83945 61846 90587 60414 87993 0,6900 0,0094
552 58408 84195 61188 89404 60185 87351 0,6890 0,0047
624 58029 83947 61699 89030 61575 88094 0,6944 0,0040
696 57311 84152 62021 89958 60697 88203 0,6862 0,0045
720 57888 84210 62572 90363 59929 88477 0,6857 0,0077
792 57941 84827 62741 91017 62207 88154 0,6927 0,0117
816 58032 85078 62769 90466 62005 88450 0,6923 0,0095
888 57151 84036 62737 90571 59592 88336 0,6825 0,0093
984 57172 84202 61520 90345 60710 89041 0,6806 0,0014
1056 56432 83946 60609 90144 60432 88544 0,6757 0,0059
1152 56651 84514 60951 89579 60194 88359 0,6773 0,0061
1224 57108 84673 60225 89357 60101 88466 0,6759 0,0030
1320 56525 84111 61948 90366 60041 88929 0,6776 0,0071
1392 56503 83945 60688 89778 60601 87923 0,6794 0,0086
1488 56472 84271 59746 89476 58745 88495 0,6672 0,0032
1560 55902 84170 60029 90555 58542 88203 0,6636 0,0006

1632 56292 84625 59753 89340 59660 87503 0,6719 0,0087
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Tab. 124: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-1S201 bei pH 7,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 63525 90366 59276 85662 64098 92577 0,6958 0,0062
6 63797 91405 59091 86421 64518 93802 0,6898 0,0073
24 63842 91223 60307 86795 63728 93485 0,6921 0,0094
48 61928 90478 58300 85297 65088 93205 0,6888 0,0083
120 62677 90819 59311 87214 64741 93756 0,6869 0,0059
192 62634 90768 59359 87031 65835 94003 0,6908 0,0092
216 62274 91023 58731 87290 64901 93204 0,6844 0,0118
288 62033 90837 58898 86355 63429 92890 0,6826 0,0005
312 61952 91045 58472 86889 63108 93047 0,6772 0,0039
384 61382 90372 59359 87036 63274 93155 0,6802 0,0016
456 61281 91008 58203 86341 64444 93738 0,6783 0,0080
504 61587 90567 57917 85928 63219 93345 0,6771 0,0030
552 61966 90477 57606 86044 64491 93756 0,6807 0,0099
624 60406 89884 57856 85855 63651 94120 0,6741 0,0021
696 60765 90833 57929 86279 63419 93766 0,6723 0,0038
720 60174 90616 57697 86156 63831 93702 0,6716 0,0088
792 60556 90234 57224 86714 63407 93451 0,6698 0,0094
816 60307 91072 58180 86918 64129 93856 0,6716 0,0107
888 61163 91233 57283 87014 62541 92847 0,6674 0,0081
984 60413 91048 56939 86410 62527 92955 0,6650 0,0070
1056 60633 90365 55692 87043 61049 93456 0,6547 0,0156
1152 59596 91010 57013 86594 62270 93024 0,6609 0,0076
1224 60212 90825 58312 86233 61937 93255 0,6678 0,0073
1320 58934 90332 57511 86040 60472 93126 0,6567 0,0102
1392 58536 90617 56500 86736 62490 93617 0,6550 0,0112
1488 58940 90259 56400 86539 60804 93101 0,6526 0,0008
1560 57642 89785 55654 86214 59322 93408 0,6409 0,0053

1632 58959 90612 55877 87031 61119 93369 0,6491 0,0064
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Tab. 125: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-1S201 bei pH 6,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 44788 105637 45498 110488 42082 99304 0,4198 0,0070
6 42816 106281 45240 112045 41749 98901 0,4096 0,0109
24 42593 106029 44597 111138 42384 100425 0,4083 0,0119
48 41784 105633 43814 110984 40515 100276 0,3981 0,0051
120 42256 105144 44439 110340 39819 99364 0,4018 0,0010
192 41385 105680 44430 111242 39951 99917 0,3969 0,0046
216 42091 106217 43900 110927 39189 99460 0,3953 0,0012
288 41310 106480 43769 111645 39280 100271 0,3906 0,0023
312 40514 105923 44228 112034 40445 100011 0,3939 0,0110
384 41033 106522 42384 111475 38885 100342 0,3843 0,0037
456 40213 106048 41717 111049 38286 99657 0,3797 0,0043
504 39541 105297 41436 112045 36765 99399 0,3717 0,0033
552 39881 105995 40730 111864 37632 98923 0,3736 0,0085
624 38486 106843 41242 112126 37627 99220 0,3691 0,0096
696 37683 107041 39962 110369 37908 99816 0,3646 0,0140
720 37637 106455 40512 111388 37235 100031 0,3632 0,0094
792 37258 106030 39189 110452 36748 99277 0,3588 0,0100
816 38550 107203 39934 110099 36460 99456 0,3630 0,0035
888 37375 106844 39109 110852 35759 100314 0,3530 0,0033
984 36726 106291 38946 111514 36790 100512 0,3536 0,0109
1056 36534 107058 37986 110937 34403 99469 0,3432 0,0024
1152 35237 106722 38551 110215 34749 99251 0,3434 0,0114
1224 35052 106205 37336 111179 33552 100176 0,3336 0,0031
1320 35099 105842 36438 110284 32338 100204 0,3282 0,0048
1392 34061 105929 36820 111068 31911 99783 0,3243 0,0063
1488 33019 106344 35188 110570 32887 100105 0,3191 0,0090
1560 32044 106149 35457 110662 32418 100233 0,3152 0,0117

1632 31608 106227 33952 111035 30477 99757 0,3029 0,0047
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Tab. 126: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an Tb-1S201 bei pH 5,0.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate Zahlrate Zdhlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Terbium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-6 mol/L] [10-6 mol/L]
0,01667 34322 97518 37116 102983 37357 101746 0,3598 0,0076
6 34082 97355 36254 102775 34894 102662 0,3476 0,0068
24 33171 97231 35356 102304 33924 101443 0,3404 0,0056
48 32160 97999 35079 103019 32790 101062 0,3310 0,0084
120 28051 97514 30955 102451 30683 101839 0,2970 0,0081
192 26519 98021 30093 103627 28355 101480 0,2801 0,0099
216 26235 97462 28141 102947 27955 101746 0,2724 0,0029
288 25272 97228 26370 103826 27022 102034 0,2596 0,0054
312 24003 97514 24562 102465 24937 101661 0,2437 0,0035
384 21321 97153 22873 102361 23367 101746 0,2242 0,0051
456 18784 96938 21228 102669 22097 101294 0,2062 0,0122
504 18771 97405 20222 103040 21186 102508 0,1985 0,0073
552 17854 97230 19497 102456 19528 102771 0,1880 0,0038
624 15934 96892 17692 102834 17787 103032 0,1697 0,0046
696 15577 97297 16149 101947 15409 102846 0,1561 0,0055
720 14495 97168 15094 102857 16450 103098 0,1518 0,0068
792 13256 97354 14265 101844 14639 102554 0,1397 0,0033
816 12473 97866 13992 101972 12364 102746 0,1283 0,0085
888 11756 98203 12941 102556 12880 102892 0,1237 0,0035
984 11074 97554 12384 102845 10386 102434 0,1118 0,0096
1056 9951 97313 11464 102700 9755 103157 0,1028 0,0085
1152 10000 98041 9553 102025 8252 102743 0,0920 0,0109
1224 8683 97203 8786 103048 9331 102656 0,0885 0,0029
1320 7174 97151 7724 102816 7953 101796 0,0757 0,0022
1392 6202 97259 6709 102745 8131 101865 0,0696 0,0089
1488 5021 97668 6564 102104 7263 102043 0,0623 0,0100
1560 4792 97104 5683 101967 6127 102648 0,0549 0,0052

1632 4472 96982 5288 102002 5598 101852 0,0510 0,0045
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7.4. Messergebnisse — Rhenium(I)-Komplexe

7.4.1. pH-abhingige Ionenaustauschertests im Batch-Betrieb

Tab. 127: Priifung der pH-abhingigen Retention von fac-[Re(CO)s(H20)s]* an Chelex (1=0,1).

pH Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate ~ Z&hlrate  Z&hlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz fac- abweichung
1 1 2 2 3 3 [Re(CO)3(H20)3]*
Retention
[pm]  [fepm]  [epm]  [epm]  [cpm] [cpm] [%] [%]
4,5 18407 19943 13698,3 15426 16486 17538 91,7 2,7
4,75 14563 15186 16020,9 16298 15883 16772 96,3 18
5 16300 16349 14815,5 14875 15235 15498 99,2 0,8
5,25 16744 17775 14330,6 15543 16372 16405 95,4 3,9
55 14017 15286 15752 17900 15832 16339 92,2 4,5
5,75 16828 18993 15568,4 16527 13604 14550 92,1 31
6 16460 18269 15142,3 17266 15603 17203 89,5 1,6
6,25 13698 16725 14887,2 18402 14891 17396 82,8 2,5
6,5 13274 18334 12400,6 17441 12815 17459 72,3 1,2
6,75 13126 19190 8783,45 13513 9797,6 14366 67,2 1,9
7 11705 17655 11773 19112 10452 15439 65,2 3.2
7,25 9273,1 13498 11316,1 16189 13157 20304 67,8 2,7
7,5 8204,5 14470 10133,7 17502 11647 18755 58,9 2,8

7.4.2. Ligandenfreier Versuch

Tab. 128: Ergebnisse des kontinuierlichen FISRE-Experiments ohne Ligandzugabe bei pH 5,0 (Piperazin-Puffer)

und [=0,1.
Kontaktzeit ~ Zahlrate = Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Rhenium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat

[s] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
0,6 412 17898 357 22305 334 18569 0,019 0,004
0,8 242 18594 300 23048 194 19408 0,012 0,002
1 209 18973 167 23786 180 19979 0,009 0,002
2 228 19007 214 23804 180 20034 0,010 0,002
4 171 19023 149 23813 115 20016 0,007 0,002
6 133 19011 191 23840 120 20069 0,007 0,001
12 114 19035 107 23796 90 20041 0,005 0,001
20 76 19029 102 23829 74 20094 0,004 0,000
40 112 19009 55 23870 136 20063 0,005 0,002

60 57 19073 50 23804 78 20077 0,003 0,001
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7.4.3. Ergebnisse der FISRE-Experimente an Tricarbonylrhenium(I)-Komplexen

7.4.3.1. [Re(his)(CO)s]

Tab. 129: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an [Re(his)(CO)3] bei pH 5,0 und I =0,1.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Rhenium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
1,667E-04 52764 73566 50396 71883 52270 73038 0,7026 0,0140
2,222E-04 51776 72984 50438 71045 50215 73960 0,6994 0,0178
2,778E-04 51547 73947 50374 71937 53141 74255 0,7043 0,0099
5,556E-04 50970 73018 49836 71004 52170 73714 0,7026 0,0049
1,110E-03 51859 73049 53022 72947 50638 73900 0,7073 0,0209
1,670E-03 50911 73406 51850 71904 50571 73671 0,7004 0,0183
3,330E-03 51414 73583 51982 72038 52030 74027 0,7077 0,0122
5,560E-03 51769 73478 50840 71943 52080 73903 0,7053 0,0012
1,111E-02 50379 72648 51954 72050 51263 74552 0,7007 0,0179
1,667E-02 50941 72480 50435 71082 51790 73941 0,7043 0,0047
2 49988 72899 51179 72019 50718 73420 0,6957 0,0132
4 50272 73046 49320 71999 50640 73566 0,6872 0,0019
6 49512 73012 48563 71246 50324 74051 0,6798 0,0018
8 48579 72690 49710 72011 48428 74185 0,6705 0,0189
10 48258 73211 48642 71995 48202 73927 0,6623 0,0121
26 44178 73945 43558 71832 43660 74521 0,5966 0,0103
28 42858 73058 43184 71849 43292 73290 0,5928 0,0074
30 42277 73449 42195 71936 44130 74235 0,5855 0,0095
50 37431 73027 36649 71023 38555 73499 0,5177 0,0062
52 37015 72905 37202 71949 37469 73556 0,5114 0,0050
54 36222 73440 36021 72033 36300 73590 0,4955 0,0039
74 32656 72964 32215 71942 32557 73224 0,4467 0,0018
76 30979 72450 32052 72015 33121 74333 0,4394 0,0102
78 31342 72908 32389 72443 31811 73905 0,4358 0,0098
86 29674 72174 30067 71930 30680 73841 0,4149 0,0035
88 29938 72893 29295 71861 30130 73298 0,4098 0,0019
90 28965 73184 30132 71754 29543 74097 0,4048 0,0132
110 25480 72837 26335 71288 26150 73716 0,3580 0,0102
112 25889 73916 25986 72010 25538 73027 0,3536 0,0063
114 25538 72548 25281 72146 25739 73861 0,3503 0,0018
134 21996 73915 21730 71898 23401 73992 0,3054 0,0097
136 21292 72894 22506 71736 22336 73405 0,3034 0,0109
158 19311 72300 19204 72003 19688 74003 0,2666 0,0053
160 19139 73847 19163 71927 19066 73561 0,2616 0,0042

162 17788 72912 18783 72080 19395 73131 0,2566 0,0112
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7.4.3.2. [Re(CO)s-L-His-Gly]

Tab. 130: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an [Re(CO)s-His-Gly] bei pH 5,0 und I=0,1.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Rhenium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
1,667E-04 39865 55289 42605 60133 33772 50172 0,7009 0,0249
2,222E-04 38972 56302 43094 61027 35416 51046 0,6974 0,0076
2,778E-04 38944 55481 42888 60938 35504 50264 0,7040 0,0022
5,556E-04 38525 55193 42237 60705 34599 49976 0,6954 0,0029
1,110E-03 39189 56026 42601 60793 35476 50368 0,7015 0,0025
1,670E-03 38703 55770 42786 61044 34740 49826 0,6974 0,0035
3,330E-03 39175 55682 43168 60984 35714 50363 0,7069 0,0029
5,560E-03 39272 56200 42674 60635 35453 50614 0,7010 0,0026
1,111E-02 38480 55703 41988 60164 35100 50169 0,6961 0,0047
1,667E-02 38633 55461 42691 61039 34822 49870 0,6981 0,0014
2 38619 56023 43146 61987 34347 50326 0,6893 0,0068
4 37846 55296 41682 61249 33230 49118 0,6805 0,0040
6 37041 55278 41081 61082 33203 50124 0,6684 0,0053
8 37014 55639 40882 60944 33187 50513 0,6644 0,0070
10 36574 55184 40652 61307 33556 51202 0,6604 0,0044
26 33039 55296 36820 60822 30120 50780 0,5987 0,0062
28 33022 55040 36091 60675 29038 49442 0,5940 0,0064
30 32903 56129 35442 60094 29945 51051 0,5875 0,0020
50 28880 55394 32045 61075 25720 50277 0,5192 0,0068
52 28826 55178 32321 60938 26497 50658 0,5253 0,0044
54 28982 56152 32038 61053 25791 50342 0,5177 0,0064
74 25894 55386 29128 61200 23167 49785 0,4696 0,0056
76 25384 55197 28065 60378 23586 51024 0,4623 0,0025
78 25378 56015 28722 61455 22560 50069 0,4570 0,0091
86 25086 56121 27373 60668 22665 50786 0,4482 0,0027
88 24727 55668 27121 61024 22597 51253 0,4432 0,0020
90 23810 54990 26767 60292 22022 50965 0,4364 0,0066
110 22124 55068 25058 61441 19945 51021 0,4002 0,0086
112 21855 55312 24899 61212 19697 50682 0,3968 0,0092
114 21325 55046 24182 60752 19534 50978 0,3896 0,0077
134 20485 56039 22156 60613 17976 50164 0,3631 0,0042
136 19897 55123 22106 61094 18275 51026 0,3603 0,0019
158 18538 55477 20604 60888 16488 51142 0,3317 0,0083
160 17933 55680 20478 60679 16327 51122 0,3263 0,0098

162 18004 55203 20511 60514 16274 50753 0,3286 0,0094
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7.4.3.3. [Re(CO)s-L-Carnosin]

Tab. 131: Ergebnisse des diskontinuierlichen FISRE-Experiments an [Re(CO)s-L-Carnosin] bei pH 5,0 und 1= 0,1.

Zeit nach Zahlrate  Zahlrate  Zahlrate  Zadhlrate  Zdhlrate  Zdhlrate berechnete Standard-
Tracerzugabe Probe Referenz Probe Referenz Probe Referenz Rhenium- abweichung
1 1 2 2 3 3 Konzentration
im Eluat
[h] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [10-¢ mol/L] [10-¢ mol/L]
1,667E-04 26752 37725 29666 42525 30410 44027 0,6992 0,0093
2,222E-04 26786 38262 30497 42863 29917 43957 0,6974 0,0156
2,778E-04 26564 37982 30058 42639 31120 44556 0,7009 0,0035
5,556E-04 26183 37804 30305 42720 30230 43802 0,6974 0,0105
1,110E-03 26166 37680 30120 42992 29973 43176 0,6964 0,0036
1,670E-03 26024 37552 30438 42960 30374 44098 0,6968 0,0104
3,330E-03 26174 37911 29933 42619 30351 43776 0,6954 0,0062
5,560E-03 26856 37546 29293 42834 30520 44005 0,6976 0,0161
1,111E-02 26105 37614 29471 42177 29949 43016 0,6963 0,0024
1,667E-02 26472 37945 29317 41945 30501 43205 0,7009 0,0045
2 26115 37843 29187 42061 30560 43755 0,6942 0,0042
4 25630 38016 28512 42017 30137 44082 0,6788 0,0047
6 24906 37625 28927 42049 29540 44129 0,6731 0,0134
8 24732 37403 28102 41972 28821 43777 0,6630 0,0058
10 24844 38004 27455 41788 28787 44012 0,6549 0,0018
26 22660 37945 25188 42046 26734 44085 0,6009 0,0049
28 21735 37866 25248 42093 26260 44133 0,5896 0,0137
30 21748 37450 25228 42195 25428 44516 0,5833 0,0135
50 20205 37901 22704 41984 22833 44031 0,5308 0,0113
52 19808 38011 22580 42373 22507 44280 0,5208 0,0123
54 19584 38102 21766 42004 22493 43910 0,5148 0,0031
74 17426 37821 20971 42893 20579 44162 0,4719 0,0150
76 17764 37940 20333 42111 20130 43864 0,4700 0,0121
78 17468 37806 19768 41769 20512 44280 0,4662 0,0062
86 16827 37580 19628 41992 18978 43661 0,4500 0,0165
88 16668 37453 19171 42034 19881 44202 0,4503 0,0055
90 16849 37618 19005 41792 18889 43706 0,4449 0,0116
110 15649 37946 18091 42036 17936 44602 0,4150 0,0143
112 15223 37155 17988 42347 17512 43521 0,4123 0,0114
114 15072 37391 18043 42668 17736 44003 0,4097 0,0114
134 14733 38044 16984 42080 16377 43701 0,3885 0,0145
136 14288 37403 16707 41835 16274 43889 0,3841 0,0144
158 13821 37715 15717 42715 15655 44034 0,3633 0,0068
160 13677 38109 15480 41847 15285 43666 0,3596 0,0100

162 13193 37088 15180 42380 15902 43279 0,3605 0,0062
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