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Zusammenfassung

Das Element Arsen besitzt eine Reihe von Isotopen, die in nahezu trigerfreier Form (nca) produziert

werden konnen und deshalb in der Radiopharmazie fiir die Diagnose oder Endoradiotherapie

Verwendung finden konnen. Bei der Positronenemissionstomographie (PET) gibt es eine gewisse

Liicke bei der Versorgung mit langlebigen Positronenemittern, die zur Untersuchung von langsamen

physiologischen Prozessen wie z.B. der Biodistribution und Anreicherung von Antikérpern in

Tumorgewebe eingesetzt werden konnen. Die beiden Arsenisotope "“As (T1, = 26 h, 88 % B*) und

"As (T1, = 17,8 d, 29 % B*) vereinen eine lange physikalische Halbwertszeit mit einer hohen

Positronenemissionsrate und sind daher geeignete Kandidaten. Da das Verhalten von radioaktivem

Arsen und seine Verwendung in der molekularen Bildgebung international relativ wenig bearbeitet

sind, wurde die Radiochemie des Arsens von der Isotopenproduktion an Kernreaktor und Zyklotron,

iiber die Entwicklung von Abtrennungsmethoden fiir Germanium und Arsen, bis hin zur Entwicklung
einer soliden Markierungschemie fiir Antikérper weiterentwickelt.

Die in dieser Arbeit bearbeiteten Felder sind:

1. Die Isotopenproduktion der relevanten Arsenisotope (*"*”’As) wurde an Kernreaktor und
Zyklotron durch Bestrahlung von GeO,- und Germaniummetalltargets durchgefiihrt. Pro 6 h
Bestrahlung von 100 mg Germanium konnten ca. 2 MBq ’As am TRIGA Reaktor in Mainz
hergestellt werden. Am Zyklotron des DKFZ in Heidelberg konnten unter optimierten
Bedingungen bei der Bestrahlung von Germaniummetall (Ep = 15 Mev, 20 pA, 200 pAh) ca.
4 GBq "*As und ca. 400 MBq "*As produziert werden.

2. Die Entwicklung neuer Abtrennungsmethoden fiir nca "*"*”’As von makroskopischen Mengen
Germanium wurde vorangetrieben. Fiir die Aufarbeitung von GeO,- und Germaniummetalltargets
kamen insgesamt 8 verschiedene Methoden wie Festphasenextraktion, Fliissig-Fliissig-Extraktion,
Destillation, Anionenaustauschchromatographie zum Einsatz. Die erzielten Ausbeuten lagen dabei
zwischen 31 und 56 %. Es wurden Abtrennungsfaktoren des Germaniums zwischen 1000 und
1:10° erreicht. Alle erfolgreichen Abtrennungsmethoden lieferten *As(III) in 500 ul PBS-Puffer
bei pH 7. Diese Form des Radioarsens ist fiir die Markierung von SH-modifizierten Molekiilen,
wie z.B. Antikdrpern geeignet.

3. Die Entwicklung von Methoden zur Bestimmung des Oxidationszustandes von nca *As in
organischem, neutralem wéssrigen, oder stark sauren Medium mittels Radio-DC und
Anionenaustauschchromatographie wurde durchgefiihrt und fiihrte zu einem besseren Versténdnis
der Redoxchemie des nca *As.

4. SH-modifizierte Antikorper wurden mit ">7*"’As(IIl) markiert. Dabei wurden zwei Methoden
(Modifizierung mit SATA und TCEP) miteinander verglichen. Wahrend das *As(IIl) bei
Verwendung von TCEP in Ausbeuten > 90 % mit dem Antikdrper reagierte, wurde fiir SATA-
modifizierte Antikdrper in Abhéngigkeit von der verwendeten Abtrennungsmethode eine breite
Spanne von 0 % bis > 90 % beobachtet.

5. Es wurden Phantommessungen mit '°F, ?As und "*As am p-PET-Scanner durchgefiihrt, um erste
Aussagen iiber die zu erwartende Auflosung der Arsenisotope zu erhalten. Die Auflosung von

™ As ist mit '°F vergleichbar, wihrend die von "*As erkennbar schlechter ist.






Abstract

The element arsenic provides a range of isotopes, available in no carrier added form (nca) which might
be suitable in radiopharmaceutical chemistry for diagnosis or endoradiotherapy. In positron emission
tomography (PET) there is a lack of supply with longer living positron emitters, suitable for the
investigation of slow physiological processes like biodistribution and enrichment of antibodies in
tumor tissue. The two radioarsenic isotopes 2As (T, = 26 h, 88 % PB") and As (T, = 17.8 d,
29 % B") combine a long physical half-life with high positron emission rate and are therefore
promising candidates. The behavior of radioactive arsenic and its application in molecular imaging is
not well investigated in international literature so far. Therefore the radiochemistry of arsenic was
investigated from isotope production at nuclear reactor and cyclotron, over the development of new
separation methods for arsenic from germanium to the setup of a stable labeling chemistry for
antibodies.

The fields that have been worked on are:

1. The isotope production of the relevant nca arsenic isotopes (*As) was carried out by irradiation of
GeO, and germanium metal targets at nuclear reactor and cyclotron. Per 6 h irradiation of 100 mg
germanium, about 2 MBq "'As could be produced at the TRIGA reactor in Mainz. Under
optimized conditions (Ep = 15 Mev, 20 pA, 200 pAh) about 4 GBq *As and about 400 MBq "*As
could be produced by irradiation of germanium metal at the cyclotron of the DKFZ in Heidelberg.

2. The development of new separation methods for nca ”*™”’As from macroscopic amounts of
germanium was promoted. For the work-up of GeO, and germanium metal targets, eight different
methods based on solid phase extraction, liquid liquid extraction, distillation and anion exchange
chromatography have been applied. The yields of radio arsenic were in the range of 31 to 56 %.
Separation factors from 1000 to 1-10° could be achieved. All successful separation methods
provide *As(II) in 500 pl PBS-buffer at pH 7. This form of radio arsenic is suitable for the
labeling of SH-modified molecules like e.g. monoclonal antibodies.

3. The development of methods for the determination of the oxidation state of nca *As in organic,
neutral aqueous, or strong acidic media using radio-TLC and anion exchange chromatography lead
to a better understanding of the redox chemistry of nca *As.

4. SH-modified antibodies were labeled with *As(Ill). Thereby two different methods (SH-
modification with SATA and TCEP) have been compared. By use of TCEP the *As(IIl) lead to
stable labeling yields of antibodies of > 90 %. In contrast, the labeling yields of SATA-modified
antibodies showed a wide range from 0 to > 90 % yield depending on the separation method of
arsenic from the target, applied before.

5. The measurement of phantoms filled with '°F, "?As and "*As was carried out at the p-PET-scanner
in Mainz to achieve first prediction about the achievable resolution of the two radio arsenic
isotopes. While the resolution of "*As is comparable to '*F, "*As shows a worse resolution, due to

its higher positron energy.
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1 Einleitung

Die Radiochemie, die sich mit der Chemie der Radionuklide beschéftigt, ist eine der jlingsten
Zweige der Naturwissenschaften, die 1896 mit der Entdeckung der natiirlichen Radioaktivitat
von Uransalzen durch Antoine Henri Becquerel (1852-1908) begriindet wurde. Die
Radioaktivitdt blieb lange Zeit unentdeckt, weil sie mit keinem der menschlichen Sinne
erfahrbar ist. Im Laufe der letzten 110 Jahre hat diese eng mit der Physik verzahnte Disziplin
eine unglaubliche Entwicklung erfahren, welche von der Isolierung natiirlich vorhandener
radioaktiver Elemente durch Marie und Pierre Curie iiber die Entdeckung der Kernspaltung
durch Otto Hahn, Fritz StraBmann und Lise Meitner bis hin zur Erzeugung kiinstlicher
radioaktiver Isotope an Zyklotron und Kernreaktor fiihrte. Im Laufe der letzten Jahrzehnte
gelang sogar an GroBbeschleunigeranlagen wie der GSI in Darmstadt die Synthese
kiinstlicher, superschwerer Elemente, die nicht auf der Erde vorkommen. Mit Hilfe einer
rasanten Entwicklung von Strahlungsdetektoren, elektronischen Bauteilen und Computern
konnte auch die Messtechnik in diesem Zeitraum erheblich verbessert werden. Zu den
herausragenden Neuerungen zédhlt sicherlich die Hochauflosende Gammaspektroskopie
mittels Germanium-Halbleiterdetektoren, welche eine exakte Identifizierung und
Quantifizierung von radioaktiven Gammastrahlern ermoglichte. Im Folgenden soll die
Geschichte der Radiochemie und die Anwendung von Radioaktivitit in der Medizin kurz

beleuchtet werden.

1.1 Ein kurzer geschichtlicher Uberblick

Ende des 19. Jahrhunderts waren es zunidchst zwei Wissenschaftler, die mit ihren
Entdeckungen die Anwendung von elektromagnetischer Strahlung und Radioaktivitit in den
Lebenswissenschaften erst ermoglichten. GroBes oOffentliches Interesse erzielte zunichst
Wilhelm Conrad Rontgen (1845-1923), der 1895 eine neue Art von Strahlung entdeckte, die
er aufgrund ihrer unbekannten Natur als X-Strahlen bezeichnete [1]. Diese Strahlung kann
optisch undurchsichtige Materie bis zu einer gewissen Dicke problemlos durchdringen und
eine hinter dem Korper positionierte Photoplatte belichten. Als Rontgen versuchte, die
Eigenschaften der Strahlen genauer zu untersuchen, gelang es ihm nicht, die vom Licht
bekannten Eigenschaften beim Durchgang durch optische Medien auch bei seinen X-Strahlen
nachzuweisen. Obwohl die Natur der Strahlen zunichst unbekannt blieb, fand sich sehr
schnell eine praktische Anwendung seiner Entdeckung. Rontgen hatte mit Hilfe seiner
Strahlen ein Foto der Hand seiner Frau gemacht, auf dem ihre Knochen eindeutig zu erkennen
waren [2]. Dieses Foto wurde {liber die Presse sehr schnell in ganz Europa bekannt und verhalf
thm und seiner Entdeckung zu groB3er Popularitit. Mit Hilfe seiner Strahlen war es auf einmal
moglich, einen zerstorungsfreien Blick in das Innere des Korpers zu werfen. Das grofle

diagnostische Potential fiir die Medizin wurde sofort erkannt und mehrere Firmen begannen



direkt mit der Produktion von Rontgenapparaten. Erste Modelle waren bereits 1896, nur ein
Jahr nach der Entdeckung der X-Strahlen, verfiigbar [3]. Seit damals ist in Deutschland der
Name Rontgen ein Synonym fiir den Vorgang des Rontgens und auch fiir die Strahlung selbst,

wihrend man im englischsprachigen Raum weiterhin von X-Strahlen redet.

Nicht so stark von der Offentlichkeit beachtet wurde hingegen die Entdeckung der natiirlichen
Radioaktivitit von Uran durch Antoine Henri Becquerel (1852-1908) im Maérz des Jahres
1896 [2]. Er untersuchte die Phosphoreszenz von Uranverbindungen, wie z.B.
Kaliumuranylsulfat. Der experimentelle Aufbau war recht einfach. Eine Photoplatte wurde in
dickes schwarzes Papier lichtdicht eingepackt und zusammen mit der zu untersuchenden
Uranverbindung in die Sonne gelegt. Er beobachtete, dass die Uranphosphoreszenz sowohl
eine diinne Aluminiumfolie als auch das Papier der Photoplatte miihelos durchdringen konnte.
Beim Entwickeln der Platte konnte man an den Stellen, wo die Uranverbindung vorher
gelegen hatte, eine deutliche Schwirzung der Platte erkennen [4]. Die Strahlung wies in ihren
Materie durchdringenden Eigenschaften eine gewisse Ahnlichkeit zu den Réntgenstrahlen
auf. Zu diesem Zeitpunkt war noch nicht klar, dass es sich bei der gefundenen,
durchdringenden Strahlung nicht um eine Begleiterscheinung der Phosphoreszenz handelte.
Becquerel wollte Ende Februar 1896 ein weiteres Experiment durchfiihren und préparierte
wiederum seine Uranverbindung und legte sie auf eine neue Photoplatte. Da jedoch der
Himmel an diesem Tag sehr bedeckt war, brach er den Versuch ab und lie§ das Uran in der
dunklen Schublade auf der Photoplatte liegen. Als er die Photoplatte nach zwei Tagen
trotzdem entwickelte, konnte er auch auf dieser Photoplatte dunkle Stellen nachweisen. Da
das Uran vorher nicht bestrahlt worden war, konnte es sich also nicht um eine Folge von
Phosphoreszenz handeln. Mit diesem unscheinbaren Experiment konnte Becquerel beweisen,
dass die Aussendung der Strahlung, die die Schwirzung der Photoplatte bewirkte eine,
Eigenschaft des Urans selbst war [5]. Somit entdeckte er die natiirliche Radioaktivitit. Im
Gegensatz zur Entdeckung der Rontgenstrahlung blieb seine Entdeckung jedoch eine
Randnotiz der Geschichte, die nur in der Fachpresse zur Kenntnis genommen wurde. Die
Entdeckung wurde zunichst nicht als der groBe Durchbruch erkannt, als der er sich spéter

noch herausstellen sollte. Sogar Becquerel selbst widmete sich bald wieder anderen Themen.

Dies dnderte sich erst zwei Jahre spiter, als Gerhardt Schmidt [6] und Marie Curie (1867-
1937) [7] unabhidngig voneinander bei Thorium eine dhnliche Strahlung wie die von
Becquerel bei Uran beschriebene nachweisen konnten. Somit war dieser Effekt bereits bei
zwei Elementen nachgewiesen worden. Interessanterweise entdeckte Schmidt in Erlangen
diesen Effekt ein paar Monate vor Marie und Pierre Curie. Im Gegensatz zu ihnen
verdffentlichte er jedoch auf diesem Gebiet keine Artikel mehr [8]. Marie und Pierre Curie
begannen nun, das Uran und seine Strahlung systematisch zu untersuchen. Eines der
Hauptprobleme bestand damals in der Messung der Radioaktivitit. Es war bekannt, dass die

Strahlung in der Lage ist eine Photoplatte zu schwirzen. Dies war fiir quantitative Messungen
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der Strahlung jedoch keine brauchbare Methode. Auch hatte Becquerel selbst herausgefunden,
dass die Strahlung auf Luft ionisierend wirkt und ein Elektroskop entladen kann. Diese
Messungen waren jedoch sehr unzuverléssig. Pierre Curie (1859-1906) hatte im Jahre 1882
zusammen mit seinem Bruder Jacques den Piezoelektrischen Effekt entdeckt und konstruierte
fiir Marie Curie ein neuartige Messgerit, mit dem sich die Aktivitdt einer Probe quantifizieren
lies [9]. Mit dieser ersten Ionisationskammer konnten Stréme im pA-Bereich gemessen
werden. Als das Gerédt zur Verfiigung stand, begann Marie Curie mit der Vermessung einer
ganzen Reihe von Mineralien und Verbindungen. Man hatte ganz natiirlich angenommen,
dass Uranmetall im Gegensatz zu seinen Verbindungen die hochste Aktivitit aufweisen
wiirde, da es hier am hochsten ,,konzentriert” ist. Marie Curie konnte jedoch in dem Mineral
Pechblende eine bis zu vier Mal hohere Strahlung messen als in Uranmetall, was bis dahin die
Referenz gewesen war. Daraus schloss sie, dass sich in der Pechblende ein weiteres
radioaktives Element befinden miisse. Weder Marie noch Pierre Curie waren Chemiker. Bei
der Suche nach dem neuen Element benétigten sie Hilfe und fanden sie im Chemiker Gustave
Bémont (1867-1932). Die Analyse der Pechblende wurde keineswegs neu erfunden. Man
verfolgte einen bereits von Fresenius etablierten Trennungsgang und wusste also bereits,
welche der bekannten Elemente man in welcher Fraktion zu erwarten hatte. Neu war nur, dass
sic nun die einzelnen Fraktionen mit dem neuen Messgerdt vermessen konnten und so
herausfanden, wie sich das neue Element chemisch verhidlt. Die Versuche fiihrten
schlussendlich zur Entdeckung von zwei neuen Elementen. 1898 wurde zuerst das Polonium
[10] entdeckt. Es wurde nach dem seit 1795 nicht mehr als eigener Staat existierenden
Heimatland von Marie Curie benannt. Chemisch verhidlt sich das Polonium &hnlich wie
Wismut. Im selben Jahr folgte noch die Entdeckung des Radiums, welches &dhnliche
chemische Eigenschaften wie Barium aufweist [11]. Der heute gebrduchliche Begriff der
Radioaktivitdt geht ebenfalls auf das Ehepaar Curie zuriick. Neu war zu dieser Zeit auch, dass
man das neue Element zundchst nicht in wégbaren Mengen erhalten konnte. Das
Funkenspektrum von Polonium konnte erst 12 Jahre nach dessen Entdeckung an ca. 100 pg
Substanz gemessen werden. Um diese geringe Menge an Polonium zu erhalten mussten, von
Marie Curie mehrere Tonnen Uranerz aufgearbeitet werden [9]. Die Leistungen auf dem
Gebiet der Erforschung der Radioaktivitdt wurden einige Jahre spiter gewiirdigt. So teilten
sich Becquerel, Marie und Pierre Curie 1903 den Nobelpreis fiir Physik fiir die Entdeckung
der Radioaktivitit und ihrer weiteren Erforschung. Den ersten Nobelpreis fiir Physik hatte
1901 Wilhelm Conrad Rontgen fiir die Entdeckung der X-Strahlen erhalten. 1911 erhielt
Marie Curie alleine ihren zweiten Nobelpreis in Chemie fiir die Entdeckung und Isolierung
von Polonium und Radium. Man muss sich vor Augen halten, dass zum damaligen Zeitpunkt
eigentlich nichts tliber die Natur der von den radioaktiven Elementen emittierten Strahlung
bekannt war. Mit den spektakuldren Entdeckungen von Marie und Pierre Curie begann jedoch
die Erforschung dieser Phidnomene in groBerem Umfang, nicht zuletzt, weil nun stdrkere
radioaktive Quellen als die natiirlichen Uranerze zur Verfiigung standen. So entdeckte Ernest

Rutherford 1899 bei der Untersuchung der vom Uran ausgehenden ionisierenden Strahlung
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sowohl die Alphastrahlung als auch die Betastrahlung. Wahrend die Alphastrahlung fiir den
grofften Teil der lonisierung verantwortlich war und bereits von einem Blatt Papier
aufgehalten wurde, konnte die Betastrahlung noch diinne Schichten von Aluminium oder
Kupfer durchdringen. Ein Jahr spéter entdeckte Paul Villard bei der Untersuchung von
Radium die Gammastrahlung, die selbst 20 cm dicke Eisenplatten miihelos durchdringen
konnte [12]. 1906 postulierte Rutherford, dass die Alphastrahlung aus positiv geladenem
Helium besteht. Die Einheit der Radioaktivitdt ging auf die Zahl der Alphazerfille von 1 g
Radium zuriick, was etwa 3,72-10'° Zerfillen pro Sekunde entspricht und bekam den Namen
Curie. Im Jahre 1950 wurde das Curie mit 3,7-10'° Zerfillen pro Sekunde neu definiert. Die
SI-Einheit ist jedoch das Becquerel [Bq], das als 1 Zerfall pro Sekunde definiert ist.

Weitere Meilenstein der Frithphase der Kernchemie waren zweifelsohne die Entwicklung der
Zerfallstheorie durch Rutherford und Soddy 1903, die Postulierung eines positiv geladenen
Atomkerns durch Rutherford 1911, der fast die gesamte Masse des Atoms enthilt und die
Entdeckung der natiirlichen Zerfallsrethen [12]. Die Entdeckung des Neutrons durch
Chadwick [13] 1932 machte das Atommodell komplett.

1934 wurde dann die erste kiinstlich erzeugte Radioaktivitidt von Iréne Curie und Frédéric
Joliot entdeckt [14, 15]. Sie bestrahlten eine Aluminiumfolie mit den Alphastrahlen einer
100 mCi Poloniumquelle und konnten selbst nach dem Entfernen der Quelle noch Positronen
messen. Sie erkannten, dass es sich bei der erzeugten 3,4 min Aktivitit um *°P handeln
musste, dass iiber die *’Al(o,n)’°P Kernreaktion gebildet wurde und unter Aussendung eines
Positrons zu *°Si zerfillt. Sie bestrahlten noch andere leichte Elemente und fanden fiir Bor
("*B(a,n)’N) und Magnesium (24Mg(a,n)27Si) ebenfalls nach dem Entfernen der
Poloniumgquelle messbare Aktivititen. In weiteren Experimenten konnte die Bildung von *°P
und "N auch chemisch nachgewiesen werden. Am 12. Dezember 1935 bekamen Iréne Curie
und Frédéric Joliot fiir ihre Entdeckung der kiinstlichen Aktivitdt den Nobelpreis fiir Chemie

[16]. Sie waren es auch, die das Konzept der Radioisotope vorschlugen.

In der Folge ihrer Experimente entwickelte sich jedoch das Neutron zum favorisierten
Teilchen zur Durchfiihrung von Kernreaktionen. Dies liegt unter anderem daran, dass das
Neutron ein ungeladenes Elementarteilchen ist und somit den Coulombwall einfach
iberwinden kann. Im Jahre 1937 waren bereits 200 verschiedene kiinstlich erzeugte
Radionuklide bekannt. Das Neutron war auch das entscheidende Projektil auf dem Weg zur
Entdeckung der Kernspaltung. Enrico Fermi bestrahlte seit 1934 Uran mit Neutronen auf der
Suche nach Transuranelementen. Es war bereits bekannt, dass Neutronen leicht mit stabilen
Kernen reagieren und so [ -strahlende Kerne erzeugen. Beim [ -Zerfall wird dann ein
Element mit einer um eins erhéhten Ordnungszahl gebildet. Dies wollte er auch beim Uran
erreichen und hoffte so, Element 93 oder sogar Element 94 zu erzeugen [17]. Da es jedoch

Schwierigkeiten bei der chemischen Aufarbeitung der gefundenen Aktivititen gab, wurden
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diese Experimente von Fermi nicht weiter verfolgt. Otto Hahn und Fritz StraBmann setzten
Fermis Experimente fort und konnten dann in einer mit langsamen Neutronen bestrahlten
Uranprobe auf chemischem Weg nachweisen, dass sich unter den gebildeten Radionukliden
ein Isotop des Bariums befand. Dies war der chemische Beweis fiir die Kernspaltung. Es
passte jedoch nicht in das damalige Weltbild, dass Kerne einfach in kleinere Teile zerplatzen
konnen, da man bis dahin nur beobachtet hatte, dass bei Kernreaktionen Elemente entstehen,
die in relativer Nachbarschaft zu den als Target verwendeten Elementen standen. Die erste
Veroffentlichung zur Entdeckung der Kernspaltung von Hahn und StraBmann war noch sehr
zuriickhaltend formuliert [18]. Erst in einer spateren Veroffentlichung [19] konnten sie sich zu
dem Wort ,,Uranspaltung* im Titel durchringen. Die Ergebnisse der Gruppe um Hahn waren
mit den Physikern Liese Meitner und Otto Frisch diskutiert worden, die schnell die
Kernspaltung mit dem damals bereits bekannten Tropfchenmodell erkldren konnten [20]. Im
Laufe des Jahres 1939 wurde die Experimente iiberall auf der Welt wiederholt und die
Entdeckung der Kernspaltung bestitigt.

Fermi gelang in den USA bereits 1942 die erste kontrollierte Kettenreaktion in einem
Kernreaktor und bis 1945 wurden die ersten Atomwaffen entwickelt. Im Zuge all dieser
Entwicklungen wurden dann schlieBlich nicht nur die Transuran-Elemente 93 (Neptunium)
und 94 (Plutonium) entdeckt, sondern im Laufe der Jahrzehnte danach noch einige weitere der

so genannten Superschweren Elemente [21].

Bereits seit den Anfingen der Kernforschung wurde immer wieder versucht, die natiirlich
Radioaktivitdit auch zu medizinischen Zwecken einzusetzen. So wurden Radium- und
Thoriumverbindungen eingesetzt, um z.B. Hautkrankheiten, Lungentuberkulose oder Syphilis
zu behandeln [3]. Ahnliches galt fiir die Behandlung von Krebs. Allerdings wurden die
Gefahren der neuen Strahlung allgemein unterschitzt. So wurden eine ganze Reihe von aus
heutiger Sicht unsinnigen oder sogar gefdhrlichen Produkten wie radiumhaltige Schokolade,
radioaktive Zahnpasta oder Kosmetika zum Kauf angeboten. Man wusste bereits, dass
Bakterien und Kleintiere unter der Einwirkung der Strahlung starben, setzte jedoch grofle
Hoffnung in ihre therapeutische Wirkung. Dies war sicherlich auch darauf zuriickzufiihren,
dass in der Literatur in der Regel nur erfolgreiche Studien verdffentlicht wurden. Die neu
entdeckte kiinstliche Radioaktivitit fand jedoch in der entstehenden Fachrichtung der
Radiopharmazie dann endgiiltig einen festen Platz in den Lebenswissenschaften. Heutzutage
sind die radiopharmazeutische Chemie und die Nuklearmedizin feste Bestandteile in der
Diagnostik und Therapie einer Vielzahl von Krankheiten. Einer der Pioniere der ernsthaften
Anwendung von Radioaktivitit in den Lebenswissenschaften war der ungarische Chemiker
George de Hevesy (1885-1966). Sein Tracerkonzept sieht vor, Radioaktivitit als Sonde fiir
biologische Vorginge einzusetzen. Der ,,Trick* dabei ist, dass die Radioaktivitit dabei in so
kleinen Mengen eingesetzt werden kann, dass sie nicht toxisch ist und den normalen Ablauf

im Metabolismus nicht beeinflusst. Erst mit der Zeit wurden trégerfreie Isotope von in
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biologisch wichtigen Elementen verfligbar, was die Entwicklung von mit radioaktiven
Isotopen markierten Verbindungen ermdglichte. Hevesy studierte als erster das Verhalten von
radioaktiven Isotopen in lebenden Organismen [22]. So bestimmte er in den 20er Jahren des

212 212Bj in Hasen. Die

vorigen Jahrhunderts u. a. die Verteilung von ““Pb in Pflanzen und von
dafiir verwendeten Isotope stammten aus den natiirlichen Zerfallsrethen. Mit dem
Aufkommen der Neutronenquellen wurden auch radioaktive Isotope leichterer Kerne wie z.B.
32p verfiigbar, dessen in vivo-Verteilung in Ratten erstmals von ihm 1935 bestimmt wurde

[23]. Seit 1946 sind am Reaktor produzierte Radioisotope kommerziell verfiigbar.

Die Erfindung des Zyklotrons durch E. O. Lawrence machte die Produktion der benétigten

32p Bl He BN 0 und "®F in groflerem Mallstab moglich, was auch der

Isotope von z.B.
Entwicklung von markierten Substanzen zugute kam. Eine Anekdote besagt, dass Hevesy sein

32p yon Lawrence mit der normalen Post zugeschickt bekam [22].

In den letzten 60 Jahren wurden eine ganze Reihe von sowohl diagnostischen Isotopen fiir die
SPECT und PET als auch therapeutischen Isotopen fiir die Endoradiotherapie verfiigbar.
Neben den kurzlebigen, am Zyklotron produzierten Positronenemittern der Nichtmetalle gibt
es eine sehr grole Zahl von Radioisotopen anderer Elemente mit interessanten

9m

Zerfallseigenschaften. Hierbei erlangten vor allem die mit **™Tc markierten Verbindungen
aufgrund der hohen Verfiigbarkeit als 99Mo/99mTc-Radionuklidgenerator eine breite
Anwendung [24]. Radioisotope anderer Elemente, wie beispielsweise des Arsens sind
hingegen innerhalb der letzten Jahrzehnte nur sehr wenig untersucht worden. Allerdings
wurde bereits in den 50er Jahren "*As zur Detektion von Hirntumoren verwendet [25]. Das
Radioarsen wurde hier jedoch in einer anorganischen und getrigerten Form als Nas *AsOy

eingesetzt.

1.2 Arsen

Das Element Arsen hat iiber die Jahrtausende hinweg eine breite Anwendung auf den
verschiedensten Gebieten wie Medizin, Kosmetik, Landwirtschaft und Industrie gefunden.
Gleichzeitig wurde seine Verwendung immer wieder von seiner Giftigkeit {iberschattet. Ein
trauriger Hohepunkt in der Entwicklung von Arsenverbindungen war das Giftgas Lewisit, das
im ersten Weltkrieg als Massenvernichtungswaffe eingesetzt wurde. Dies hat dazu gefiihrt,
dass man heutzutage das Element Arsen mit Gift gleichsetzt. Einen guten Uberblick iiber die
Verwendung von Arsen liber die Jahrtausende hinweg gibt das Buch ,Is Arsenic an
Aphrodisiac? The Sociochemistry of Arsenic* von W. R. Cullen [26].

Arsen rangiert in der Liste der am H&ufigsten in der Erdkruste vorkommenden Elemente auf

dem 20. Platz. Es ist ubiquitér verteilt, man findet es jedoch oft in sulfidischen Erzen. Die
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bekanntesten arsenhaltigen Mineralien sind rotes Arsen (Realgar, AssS4), gelbes Arsen
(Orpiment, As;S3) und weilles Arsen (Arsentrioxid, As;O3) [27]. Der Eintrag von Arsen in die
Atmosphidre setzt sich sowohl aus natiirlichen Faktoren wie Vulkanausbriichen und
Verwitterung von arsenhaltigem Gestein, als auch aus anthropogenen Faktoren wie der
Verhiittung von Metallen und Verbrennung von fossilen Rohstoffen zusammen. Aus der
Atmosphire wird das Arsen durch Niederschlige wieder auf der Erde verteilt. Arsen kann
auch durch Ldsen in Wasser mobilisiert werden, was zu lokal hohen Belastungen des
Oberflachenwassers fithren kann. Das Verhiltnis des Eintrags von Arsen durch natiirliche und
anthropogene Faktoren in die Atmosphére liegt bei 60 : 40. Trotzdem findet man weltweit
eine sehr grofle Varianz in der Verteilung von Arsen auf der Erdoberfléche, die von 0,1 bis zu
mehreren hundert ppm betragen kann [28]. Wegen seiner Toxizitdt wird versucht, seinen
industriellen Einsatz zu minimieren. Seine Verwendung als Legierungsbestandteil in
Bleimunition ist eingeschrdnkt, die Verwendung als Balsamierungsmittel verboten. Es wird
heutzutage nicht mehr zur Unkrautvernichtung angewendet und auch Farben auf
Arsenpigmentbasis sind nicht mehr verfiigbar.

Arsen wird heute dennoch in vielen Bereichen eingesetzt. Es ist immer noch ein
Legierungsbestandteil von Bleibatterien, ein Bestandteil von Holzschutzmitteln, ein Zusatz
bei der Glasherstellung und wird zur Dotierung von Germanium und Siliziumhalbleitern
verwendet. Gallium- und Indiumarsenid werden bei der Produktion von Dioden, Lasern und
Transistoren verwendet. Ein weiteres Anwendungsgebiet von Arsenverbindungen findet sich
in der Landwirtschaft. Hier kommt es sowohl in Herbiziden als auch als Zusatzstoff fiir
Futtermittel zum Einsatz. In der Schweine- und Gefliigelmast werden Arsenverbindungen

zum Entwurmen und gegen Parasiten angewendet [29].

Ein Beispiel zum allzu sorglosen Umgang mit giftigen Arsenverbindungen im beginnenden
Industriezeitalter stellt die Produktion und der Verkauf von arsenhaltigen Farbpigmenten wie
dem ,,Schweinfurter Griin“ dar [30]. Die erste arsenhaltige Kupferfarbe wurde bereits 1778
von C.W. Scheele hergestellt. Er stellte es als einen besonderen Vorteil heraus, dass die
Verwendung der Farbe in Wohnungen dazu fiihrt, dass Ungeziefer abgehalten wird. Diese
Wirkung ist wohl auf die Giftigkeit der Farbe zuriickzufiihren. Weltweiten Ruhm erlangte das
von Wilhelm Sattler ab 1814 in groBen Mengen produzierte Schweinfurter Griin. Dabei
handelte es sich um eine Kupfer(Il)acetatarsent-Verbindung, die sich durch einen besonders
schonen Griinton auszeichnete und besonders haltbar sein sollte und zu einer der beliebtesten
Farben des beginnenden 19. Jahrhunderts avancierte. Mit der Farbe wurden Ballkleider,
Teppiche, Vorhidnge, Kerzen, sogar Backwaren und Bonbons eingefdarbt. Besonders beliebt
war die Farbe bei der Produktion der damals gerade autkommenden Tapeten, die durch die
Industrialisierung auch auflerhalb der Adelshduser Einzug hielten. Es gab zunichst nur bei der
Verwendung der Farbe in Siifigkeiten Bedenken, was ihre Giftigkeit anbelangte, da man nur
hier direkt mit ihr in Beriihrung kam. Zwar war bekannt, dass es bei dem Herstellungsprozess

zu einer Arsenexposition der Arbeiter durch Aufnahme {iber den Mund oder die Haut kam,
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jedoch konnte man sich nicht vorstellen, dass es nach der Verarbeitung der Farbe zu einer
weiteren Arsenexposition kommen konnte. 1839 kam es zu ersten Warnungen iiber die
Verwendung der Farbe in feuchten R&umen, da die Entstehung einer fliichtigen
Arsenverbindung durch Zersetzungsprozesse der Tapeten vermutet wurde, welche
Vergiftungserscheinungen hervorrufen kann. Auch wurde ein knoblauchartiger Geruch
bemerkt, der von dem gasformigen AsH; bekannt war. Es kam zwar immer wieder zu
Meldungen iiber Vergiftungserscheinungen in mit griiner Farbe gestrichenen, feuchten und
schlecht beliifteten Zimmern, jedoch konnte kein eindeutiger Nachweis erbracht werden, dass
das in der Farbe enthaltene Arsen dafiir verantwortlich war. Man konnte sich einfach nicht
erkldren, wie das Arsen in die Atemluft gelangen sollte. 1872 wurde in Versuchen erstmals
die Bildung von Schimmelpilzen auf arsenhaltiger Farbe im Labor beobacht, die beim
Zersetzen der Farbe fliichtige organische Arsenverbindungen freisetzen. Das freigesetzte Gas
wurde erst 1933 eindeutig als Trimethylarsin identifiziert [31]. Die Bildung des
Trimethylarsins durch den Pilz Penicillium brevicaule wurde in der Folge noch weiter
untersucht [32]. Erst im Jahre 1887 wurde das Arsen als Inhaltsstoff von Farben fiir
Innenanstriche und Tapeten endgiiltig verboten. Es wurden noch lange Zeit weitere Fille von
Arsenvergiftung bekannt, da die bereits verarbeitete Farbe weiterhin vorhanden war. Die nun
erwiesene giftige Wirkung des Schweinfurter Griins eroffnete jedoch gleichzeitig neue
Anwendungen zur Bekdmpfung des Kartoffelkéfers, als Spritzmittel im Weinbau oder als

Anstrich fiir Schiffsriimpfe, um den Algenbewuchs zu verhindern.

Napoleon Bonaparte starb am 05. Mai 1821 auf der Insel St. Helena. Obwohl als offizielle
Todesursache Magenkrebs angegeben wurde, hielten sich liber die Jahrhunderte die Geriichte,
dass er in Wirklichkeit an einer Arsenvergiftung starb. Die offizielle Todesursache erscheint
plausibel, denn Napoleon war durch seine Familiengeschichte vorbelastet - sowohl sein Vater,
als auch sein GroBvater starben an dieser Art von Krebs [33, 34]. In den 60er Jahren wurde
zum ersten Mal ein erhohter Arsengehalt in  Napoleons Haaren mittels
Neutronenaktivierungsanalyse nachgewiesen, der auf eine chronische Arsenaufnahme
hindeutet [35, 36]. Dies heizte die Debatte um eine Vergiftung Napoleons weiter an. Zwar
konnte dieser Befund auch in neueren Untersuchungen bestétigt werden [37], jedoch gibt es
auch andere Erkldrungen fiir diesen hohen Arsengehalt als eine absichtliche Vergiftung. Es
gab damals viele arsenhaltige Kosmetika, die er angewendet haben konnte. Auch waren
arsenhaltige Medikamente wie ,,Fowler’s Losung® damals durchaus in Gebrauch, so dass die
erhohten Arsenwerte in seinen Haaren auch darauf zuriickzufiihren sein konnten. Es gibt auch
Vermutungen, wonach Napoleon zu den Arsenessern gehort haben konnte, um etwaigen
Vergiftungsversuchen vorzubeugen. Eine mogliche Erkldrung wére ebenfalls eine erhdhte
Arsenkonzentration in der Atemluft seines Zimmers, das mit arsenhaltiger griiner Farbe
angestrichen war [29].

Ein weltweites Problem stellt auch heutzutage noch mit Arsen belastetes Trinkwasser dar. So

findet man z.B. in den USA, China, Chile, Bangladesch, Argentinien, Japan und Indien zum
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Teil stark erhohte Arsenkonzentrationen im Trinkwasser. Der von der WHO vorgeschlagene
Grenzwert liegt bei 10 ppb (10 pg/L). In den Industrieldndern ist es kein Problem, diese
Grenzwerte durch Einsatz von technischen Hilfsmitteln einzuhalten, wihrend in nicht
vollstdndig industrialisierten Lédndern wie Bangladesch und Indien groBe Teile der
Bevolkerung mit sehr viel stirker kontaminiertem Wasser leben miissen [38]. Die
Langzeitexposition mit belastetem Wasser kann verschiedene Arten von Krebs auslosen und

chronische Arsenvergiftungserscheinungen hervorrufen.

Arsen war durch die Jahrhunderte hindurch immer ein beliebtes Gift. Seine breite Anwendung
als Rattengift machte es leicht verfiigbar [29]. Aus der Geschichte bekannt sind z.B. die
Borgias, die im 15. Jahrhundert Mord als Mittel der Politik einsetzen und dabei
wahrscheinlich auch auf Arsen zuriickgriffen. Aus der Sicht des Giftmischers ist Arsen eine
gute Wahl, weil Arsentrioxid geruchs-, farb- und geschmacklos ist, und somit das Opfer im
Vorfeld nicht misstrauisch macht. Auch gab es lange Zeit keine Moglichkeit, das Arsen sicher
nachzuweisen, was seinem Einsatz als Gift sehr entgegenkam. Gerade seine haufige
Verwendung in der Krimiliteratur (fast ein Viertel der Geschichten von Agatha Christie hat

einen Bezug zu Arsen) mag zu seinem schlechten ,,Image* beigetragen haben.

Akute Arsenvergiftungen treten heutzutage hauptsichlich in suizidaler Absicht oder in Folge
von Unfillen auf [39]. Dank verfiigbaren Antidoten wie BAL (British Anti Lewisit) oder
DMPS (Dimercaptopropansulfonsdure) konnen heutzutage sogar mehrfach letale Dosen von
Arsen bei sofortiger intensivmedizinischer Betreuung iiberlebt werden [40].

Fast genauso lang wie die Giftwirkung einer Uberdosis von Arsen ist seine heilende Wirkung
in der Medizin bekannt. So wurde es bereits vor tiber 2000 Jahren in Griechenland und China
unabhédngig voneinander zur Behandlung einer ganzen Reihe von Krankheiten wie
Hautgeschwiiren und periodischen Fiebern (z.B. Malaria) eingesetzt [27]. Im 15. Jahrhundert
wurde die heilende Wirkung von Arsen in Europa langsam wieder entdeckt. Im 18.
Jahrhundert entwickelte Thomas Fowler die nach ihm benannte ,,Fowler’s Losung®, eine
1 %ige As;Os3-Losung in Kaliumbikarbonat [41]. Sie kam bei einer breiten Masse von
Symptomen zum Einsatz [29]. 1878 wurde im Boston City Hospital erstmals beobachtet, dass
die Arsenlosung die Zahl der weillen Blutkdrperchen absenkt und somit zur Behandlung von
Leukdmie geeignet ist [42]. Mit dem Aufkommen der Radiotherapie und der Entwicklung
moderner Chemotherapeutika geriet diese Verwendung jedoch in Vergessenheit. 1910 wurde
das arsenhaltige Medikament Salvarsan von Paul Ehrlich als Mittel gegen Tuberkulose und
Syphilis auf den Markt gebracht. Seit 1940 ist eine weitere Arsenverbindung, das Melarsoprol
auf dem Markt. Es wirkt gegen die afrikanische Schlaftkrankheit und {iberwindet im
Gegensatz zu anderen Medikamenten auch die Blut-Hirn-Schranke [29]. In den 1990er Jahren
wurde in China beobachtet, dass Arsentrioxid bei einer bestimmten Form der Leukidmie

(APL) sehr effektiv als Therapeutikum sowohl bei Neuerkrankungen, als auch bei Patienten
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nach einer Chemotherapie eingesetzt werden konnte [43-46]. Seit einigen Jahren ist
Arsentrioxid als zugelassenes Medikament Trisenox® auf dem Markt [47]. Da der
Wirkungsmechanismus des Arsentrioxid nicht vollstdndig bekannt ist, konnte sich hier ein
zukiinftiges Einsatzgebiet fiir radioaktive Arsenisotope auftun, um z.B. die in vivo-Verteilung

des Arsens bestimmen zu koénnen.

Allgemein ist der Arsen-Metabolismus im Menschen bis heute noch nicht restlos aufgeklrt.
Es ist jedoch bekannt, dass von den anorganischen Spezies As(IIl) eine hohere Toxizitdt als
As(V) aufweist, wobei beide Spezies jedoch krebserregend sein kdnnen. Im Gegensatz dazu

gelten einige organische Arsenverbindungen wie das Arsenobetain als ungiftig [48].
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Abbildung 1: Metabolismus des Arsens im Menschen [48]

Im menschlichen Organismus werden sowohl As(V) als auch As(IIl) durch S-
Adenosylmethionin zu Monomethylarsonsiure MMAA(V) und Dimethylarsinsdure
DMAA(V) methyliert. Die Methylierung kann nur stattfinden, wenn das Arsen als As(III)
vorliegt. Aus diesem Grund muss das As(V) immer zuerst durch Glutathion reduziert werden.
MMAA(V) und DMAA(V) konnen renal ausgeschieden werden. Die dreiwertigen
Intermediate MMAA(III) und DMAA(III) kénnen im Urin nicht nachgewiesen werden, da sie
wegen ihrer hohen Affinitdt zu Thiolen fest an Proteine gebunden vorliegen. Dies gilt auch fiir
anorganisches As(III) und ist der Grund, warum diese Spezies besonders toxisch ist.

Radioarsen in der Medizin

Das Element Arsen bietet eine ganze Reihe von potentiell in der Radiopharmazie einsetzbaren
Radioisotopen. Trotzdem gibt es bis heute keine Verwendung fiir eine Routineanwendung. In
den Anfingen der Positronenemissionstomographie (1950 - 1970) wurde von der

Verwendung von getrigertem Nas'*AsO, zur Untersuchung von Lisionen und Tumoren des
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menschlichen Gehirns berichtet [25, 49-51]. Seine Verwendung beruht im Wesentlichen
darauf, dass im gesunden Gehirn eine Aktivititsanreicherung von unter 1 % beobachtet
wurde, wihrend die Aufnahme des radioaktiven Arsens bei einem Gehirntumor jedoch
drastisch erhoht ist [52]. Es sind leider nur wenige Daten iiber die Produktion und
Aufarbeitung der Zyklotrontargets aus dieser Zeit verfiigbar. Ein nahe liegender Gedanke
wire auch, die Endoradiotherapie mit 76AS203 bei Leukidmie einzusetzen, da das Arsentrioxid
hier bereits als nicht radioaktive Verbindung therapeutisch im Einsatz ist. Dies wurde wohl
nur in Einzelfillen versucht, da die Verwendung des bekannteren **P hier dhnliche bis bessere
Therapieerfolge brachte [53]. Diese Daten sind allerdings schon sehr alt und wurden nicht mit
heutzutage aktuellen Methoden erhalten. In Tierstudien wurde eine Reithe von
Untersuchungen zur Verteilung von anorganischen Arsenspezies durchgefiihrt. Dabei wurden
sowohl der Positronenemitter "*As als auch der Augerelektronenemitter *As in getrégerter
Form eingesetzt. Eine Studie beschiftigte mit der Detektion von subduralen Himatomen in

Hundegehirnen mittels "*As(V) und mit '’

[-markiertem humanen Serumalbumin [54].
Andere Studien befassten sich mit der prinzipiellen Verteilung der anorganischen
Arsenspezies im Tiermodell. So untersuchten Bencko et al. [55] die Umwandlung von mit
"As markiertem Arsenit zu Arsenat im Urin von Miusen. Einer Gruppe von Tieren war
vorher eine toxische Arsenitkonzentration iiber das Trinkwasser verabreicht worden, wiahrend
einer Kontrollgruppe nur das radioaktive Arsenit injiziert wurde. Einen dhnlichen Aufbau
weist das Experiment von Hughes et al. auf [56]. Hier wurde einer Kontrollgruppe von
Miusen eine Einzeldosis "*As-Arsenat gespritzt, wihrend eine andere Gruppe bis zu neun
Einzeldosen bekamen. Hierbei wurden der zeitliche Verlauf der Metabolisierung und die
chemische Form der Ausscheidungen untersucht. In einer anderen Studie untersuchten Brunet
et al. [57] die Verteilung von mit 3 As markiertem Arsentrioxid in schwangeren Méusen
mittels Autoradiographie. Ebenfalls autoradiographisch untersuchten Lindgren et al. [58] die
Verteilung von mit "*As markiertem Arsenit und Arsenat in Méusen und Hamstern. Der
Metabolismus von trigerfreiem "*As(V) in Hasen wurde mit dem Ziel untersucht, Aufschliisse

iiber den Arsenmetabolismus im Menschen zu erhalten [59].

Es gibt auch Berichte iiber die Anwendung und in vivo-Verteilung von organischen
Arsenverbindungen. So untersuchten Mego et al. [60] die Verteilung von mit *As markiertem
Albumin in tumortragenden Méusen. Goetz et al. [61] synthetisierten sowohl " As-markiertes
Arsenobetain und Arsenocholin und deren Verteilung in Ratten. Leider wurden beide Studien
mit getrigerten Arsenisotopen durchgefiihrt, so dass eine Ubertragung der Synthesestrategie
auf die dem Tracerkonzept entsprechende ungetrdgerte Arsenchemie schwierig bis unmoglich

erscheint.

Einen komplett anderen Ansatz verfolgte Anghileri [62]. Er suchte ein radioaktives Isotop,
mit dem man Chromverbindungen markieren kann. Aufgrund der Zerfallseigenschaften

wurde "*As ausgewihlt. Die Markierung beruht darauf, dass das "*As-Arsenat zunichst an das

17



Cr(H,0)¢’" bindet, indem es einige Wassermolekiile verdrangt. Danach kann das Chrom mit
anderen Molekiilen reagieren, trigt aber eine radioaktive Markierung. Auf diese Art wurde
sowohl kolloidales "“AsCrPOy4 als auch *AsCr-Albumin und "*AsCr-B-Glycerophosphat
hergestellt. Die Verbindungen wurden in Miusen evaluiert und dhnliches Verhalten wie mit
>!Cr-markierten Verbindungen erhalten. Das "*AsCr-B-Glycerophosphat wurde ebenfalls in
Maiusen mit transplantierten Hirntumoren evaluiert und eine dhnliche Verteilung wie mit der
reinen Chromverbindung erhalten [63]. Zwar wurde auch hier das Radioarsen in getrigerter
Form eingesetzt, jedoch erscheint eine Uberpriifung der Kompatibilitit der in dieser Arbeit

erarbeiteten Abtrennungmethoden fiir nca Arsenisotope durchaus sinnvoll und moglich.

Einen weiteren Ansatz zur Verwendung von Arsenisotopen in der Medizin verfolgten Hosain
und Emran et al. [64, 65]. Bei ihren Studien wurde am Reaktor durch Bestrahlung von As;0O3
mit Neutronen hergestelltes '°As verwendet. Als Markierungssynthon wird hier in einer
zeitaufwéndigen Prozedur nach einer Destillation bei 355 °C zunéchst Dimethylarsinchlorid
hergestellt. Dieses kann dann mit in einem zweiten Schritt mit Molekiilen, die iiber freie SH-
Gruppen verfiigen, umgesetzt werden [64]. Auf diese Art wurden mit Arsen markierte
Verbindung von Mercaptoethanol und Penicillamin erhalten. Deren in vivo-Verhalten wurde
ebenfalls im Mausmodell evaluiert [65]. Eine Ubertragung der Ergebnisse auf die nca
Arsenchemie erscheint jedoch fragwiirdig, da die Autoren fiir die am Zyklotron produzierten

nca Arsenisotope eine Zugabe von Arsentrdger vorschlagen [64].

Zusammenfassend kann man sagen, dass zwar viele Ansdtze zur Verwendung von
Radioarsenisotopen als in vivo-Tracer existieren, jedoch kein Konzept restlos iiberzeugen

kann, was in den meisten Féllen an der Zugabe von inaktivem isotopen Arsentréiger liegt.

Der neueste Ansatz zur Verwendung der tragerfreien Arsenisotope wurde 2008 verdffentlicht.
Jennewein et al. [66] berichten iiber die Markierung des Antikorpers Bavituximab mit nca
"As und anschlieBendem in vivo-imaging mittels PET. Hierbei wird die hohe Affinitit des
Arsens zu SH-Gruppen als Markierungsstrategie verwendet. Es werden zunéchst zusétzliche
SH-Gruppen in den Antikérper eingefiihrt, die dann mit dem "*As direkt reagieren. Der
Antikorper richtet sich gegen Phosphatidylserin, welches auf der Oberfliche von
Endothelzellen der Blutgefile von Tumoren iiberexprimiert wird. Er kann somit sowohl
therapeutisch als auch radioaktiv markiert als molekulare Sonde zur Tumordetektion
eingesetzt werden. Das Konzept war erfolgreich und zeigte sowohl eine gute Affinitdt des
markierten Antikorpers zum Tumor als auch eine hohe Stabilitit der markierten Verbindung
in vivo. Die vorliegende Arbeit baut in Teilen auf diesem Konzept auf, wenn auch viele

Anderungen auf der kernchemischen Seite nétig waren.
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1.3 Ionenaustauschchromatographie

Man kann die lonenaustauschchromatographie grob in zwei Bereiche einteilen: Kationen- und
Anionenaustausch. Beim Kationenaustausch werden Kationonen in einer Losung gegen auf
dem Ionenaustauscherharz gebundenen Kationen ausgetauscht (zB. H'). Beim
Anionenaustauscherhatz funktioniert dies genauso, nur dass Anionen aus der Ldsung
absorbiert werden und gegen zuvor gebundene Anionen ausgetauscht (z.B. CI). Der Prozess
des lonenaustauschs war lange bekannt, bevor seine Natur verstanden war. So soll schon
Moses im alten Testament ein Stiick Holz in einen bitteren Brunnen geworfen haben, um das
Wasser wieder geniebar zu machen (Exodus 15, 23). Heute weill man, dass verrottete
Zellulose Mg®* Tonen binden kann. Der Kationenaustausch ist der Wissenschaft seit Mitte des
19. Jahrhunderts bekannt [67]. Die ersten bekannten Materialien waren Tonerden oder
Mineralien wie die Alumosilikate (Zeolithe). Diese kommen in der Natur vor und wurden
zum Beispiel zur Enthdrtung von Wasser eingesetzt. Dabei werden die Zeolithe zuerst mit
NaCl-Losung konditioniert. Die so konditionierten Zeolithe kénnen dann die Ca*"-und Mg*'-
Tonen aus dem Wasser binden und gegen Na'-Ionen austauschen. Das Material kann durch
Spiilen mit einer konzentrierten NaCl-Losung wieder regeneriert werden. Diese Methode wird
mit moderneren Materialien heute z.B. in Geschirrspiilern oder Hauswasser-
enthirtungsanlagen eingesetzt. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts gelang dann die Synthese von
kiinstlichen Zeolithen. Trotzdem wurde das Potential der lonenaustauscher fiir die analytische
Chemie zunichst nicht erkannt. Dies lag in der Anfangszeit sicherlich auch daran, dass keine
alternativen Materialien zur Verfligung standen. Zeolithe sind nur in einem relativ engen pH-
Bereich stabil, was eine quantitative Elution der absorbierten Kationen schwierig bis
unmdoglich macht. Eine Interessante Anwendung von lonenaustauschern ist die Losung von
schwer 16slichen Verbindungen. So kann man z.B. einen Bariumsulfatniederschlag auflosen,
indem man ihn mit Wasser und einem Kationentauscher schiittelt [68]. Das wenige in Losung
befindliche Barium wird kontinuierlich auf dem lonentauscher gebunden und somit aus dem
Gleichgewicht entfernt. Nach einiger Zeit ist der Niederschlag dann aufgelost und man kann
durch Titration der entstandenen Schwefelsdure den urspriinglichen Bariumgehalt errechnen.
In den 1930er Jahren kamen die ersten organischen Ionenaustauschmaterialen auf wie z.B.
Zellulose, die mit Sulfongruppen modifiziert war. Die Sulfonséuregruppen besitzen einen
stark sauren Charakter und konnen ihre Protonen gegen andere Kationen austauschen. Die
ersten technisch eingesetzten Kationenaustauscher bestanden aus mit Sulfongruppen
modifizierter Kohle. Heutzutage besteht das unldsliche Triagermaterial der aktiven Gruppen
aus dreidimensional vernetzten Polystyrol-Divinylbenzol-Polymeren, um die Ldsung des
Materials in wissrigem Medium zu verhindern. Stattdessen kann das Material aufquellen. Die

Eigenschaften der Harze hingen von der Struktur der aktiven Gruppen ab.

19



Man unterscheidet:

Starke Kationentauscher: Sulfonsduregruppen

Schwache Kationentauscher: Carboxyl- oder Phosphonatgruppen
Starke Anionentauscher: Quartire Ammoniumgruppen
Schwache Anionentauscher: Tertidre Ammoniumgruppen

Eine wichtige Kenngrof3e bei der Anwendung von Ionenchromatographie zur Trennung von

Elementen ist der Verteilungskoeffizient Kp. Er ist definiert als:

_ Menge absorbierte Komponente/Gramm trockenes Harz

K
b Menge Komponente/Milliliter in fliissiger Phase

Formel 1: Definition Verteilungskoeffizient Ky

Der Verteilungkoeffizient ist eine Mal} fiir die Stirke der Wechselwirkung der Ionen in der
Losung mit dem Harz. Je groBer der Verteilungskoeffizient fiir eine lonenspezies ist, desto
starker ist auch die Wechselwirkung mit dem Harz. Will man Elemente quantitativ durch
Ionenaustausch voneinander trennen, so gelingt dies in der Regel nur, wenn man die
Trennung iiber eine Sdule durchfiihrt. Hierbei wird eine leere Chromatographiesdule mit dem
gequollenen Harz befiillt und die zu trennende Probe aufgegeben. Durch fraktionierte Elution
mit einem geeigneten Elutionsmittel wandern die zu trennenden Ionen langsam {iiber die
Sédule. Da sich das Gleichgewicht zwischen Ionen in der Losung und Harz immer wieder neu
einstellt, konnen so selbst geringe Unterschiede in den Verteilungskoeffizienten dazu fiihren
dass die lonen in unterschiedlichen Fraktionen von der Siule eluiert und somit getrennt
werden. Natlirlich ist die zu erzielende Trennwirkung auf derselben Sdule umso groBer, je
grofer die Unterschiede in den Verteilungskoeffizienten sind. Die Literaturdaten liegen
entweder in Form von Tabellen, oder Diagrammen vor. Hier kann man auf einen Blick den
Verlauf von Kp auf einem Harz bei verschiedenen Elektrolytkonzentrationen, z.B. HCI,

erkennen.
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Abbildung 2: Qualitative Darstellung des Verteilungskoeffizienten von Ge(IV) und As(V) auf dem
Anionenaustauscherharz Dowex 1-X10 [69] in HCI-Losungen

Als Beispiel sind in Abbildung 2 die Absorptionskoeffizienten von Ge(IV) und As(V) auf
dem starken Anionenaustauscher Dowex-1 X10 gegen die HCI-Konzentration aufgetragen.
Will man beide Spezies gut voneinander trennen, so bendtigt man Bedingungen, unter denen
sich die Koeffizienten stark unterscheiden. Eine gute Trennung wére z.B. zu erwarten, wenn
man ein Gemisch beider Spezies in ca. 10 M HCI auf die Sdule aufgibt und mit 10 M HCI
eluiert. Dabei sollte das As(V) ohne groBBe Wechselwirkung auf der Sédule in den ersten
Fraktionen eluiert werden, wihrend das Ge(IV) unter diesen Bedingungen stark absorbiert
wird. Auch wenn nur dhnliche Harze (z.B. von einer anderen Firma) verwendet werden,
geben die bereits in der Literatur veroffentlichten Daten gute Anhaltspunkte fiir das Verhalten

der Elemente auf den Sdulen und die Entwicklung von neuen Trennungsstrategien.
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1.4 Radioaktive Arsenisotope

Das Element Arsen besitzt mit °As nur ein einziges stabiles Isotop und zahlt damit zu den so
genannten Reinelementen. Es bietet jedoch eine ganze Reihe von radioaktiven Isotopen, die
durch Bestrahlung von Germanium am Kernreaktor und Zyklotron oder iiber andere
Kernreaktionen einfach in nicht getrigerten (nca = no carrier added) Mengen erzeugt werden
konnen. Nca bedeutet in diesem Zusammenhang, dass kein zusétzlicher inaktiver Triger
zugegeben wird. Da jedoch in allen verwendeten Chemikalien Spuren von Arsen vorhanden
sind, kann korrekter Weise nicht von tragerfreien Arsenisotopen gesprochen werden. Diese
Isotope bieten teilweise interessante Zerfallseigenschaften fiir die molekulare Bildgebung
("°As, "'As, "?As, "As) oder die Endoradiotherapie ("°As, "' As). Die Halbwertszeiten (HWZ)
liegen zwischen 53 Minuten und 17,8 Tagen. Durch die Wahl des geeigneten Isotops (siche
Abbildung 3) kann man die HWZ der markierten Verbindung der HWZ des zu

untersuchenden biologischen Vorganges anpassen.

6Se |Se | 78Se
9,4 7,6 23,8

TAAs T5As T6A§ TTAS

17,8 d 100 26,4 h 38,8 h

Abbildung 3: Ausschnitt aus der Karlsruher Nuklidkarte mit allen relevanten Arsenisotopen

Tabelle 1: Zerfallseigenschaften von Arsenisotopen [72, 73]

70 46 714s 72 4s 73 4s 74 4s 76 4s 77 4s
T [d] 0,0365 2,7 1,1 80,3 17,8 1,1 1,6
"Ge(p,n)"*As Ge(p,n)’°As
Kernreaktion 7OGe(p,n)mAs 72Ge(p,2n)7‘As P 73Ge(p,n)”As 74Ge(p,n)”As
" As(n,y)’*As
100 % EC 100 %EC 100 % EC 66 % EC 100 % B
Zerfallsart 100 % EC 100 % B
B (91 %) B* (30 %) B* (87,8 %) B* (29,0 %)
Wichtigste 949 (35,6 %) 834,0 (79,5 %)  53,4(10,0%) 595,8 (59,0 %) 559,1 (45,0 %)  239,0 (1,6 %)
y-Linien 175,0 (82,0 %)
[keV] 955 (31,9 %) 629,9 (7,9 %) 634,8 (15,4 %)  657,1 (6,2 %) 520,6 (0,5 %)
Mittlere
B 1117 440 226
. 980 350 1070
Energie 1024 [73] 128 [73]
[keV]
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TOAs (Ty2, = 52,6 min) ist mit einer Positronenemissionsrate von 91 % ideal fir PET-
Untersuchungen geeignet. Es wird durch die °Ge(p,n)’’As-Reaktion am Zyklotron
produziert. Durch die kurze HWZ von 53 min kann mit diesem Isotop jedoch nur gearbeitet

werden, wenn ein Zyklotron vor Ort vorhanden ist.

?As (Ti2= 26,0 h) nimmt unter den potentiell fiir die PET einsetzbaren Radioisotopen eine
Sonderstellung ein. Es ist eines der wenigen Isotope, welches eine lange HWZ mit einer
hohen Positronenemissionsrate (88 %) kombiniert. Damit ist es ideal zur Untersuchung von
physiologischen Prozessen mit langer biologischer HWZ geeignet. Das Nuklid kann direkt
iiber die Kernreaktionen *Ge(p,n)’*As oder *Ge(d,2n)’*As hergestellt werden. Man erhilt
dieses Isotop jedoch nur dann in ausreichender Isotopenreinheit, wenn man hoch
angereichertes °Ge als Targetmaterial verwendet. Alternativ bietet sich die Moglichkeit, "*Se
mittels der Kernreaktioen ™Ge(*He,3n)*Se oder "°Ge(a,2n)*Se herzustellen. *Se
(T1, = 8,5 d) zerfillt in "*As, wodurch das System als Radionuklidgenerator genutzt werden
kann [74-78]. Alternativ ist es moglich, "*Germaniumtargets zu bestrahlen und diese direkt
am Tag nach der Bestrahlung zu verwenden. Dann ist *As fiir mehrere Tage das dominante

Isotop, da es im Vergleich zu "*As ca. 10-mal mehr produziert wird.

PAs (T, = 80,3 d, € (100 %)) emittiert nur Augerelektronen und niederenergetische y-
Strahlung bei 53 keV. Es wird {iber die 73Ge(p,n)73As oder die 74Ge(p,2n)73As-Reakti0n am
Zyklotron hergestellt. *As findet hauptsichlich in der Umweltchemie und in der
Autoradiographie Verwendung [61, 79]. Bei der Bestrahlung von "Germaniumtargets am

Zyklotron tritt es immer als Kontamination auf, die aber die PET-Messung nicht beeinflusst.

"As (T, = 17,8 d) ist fiir die Untersuchung von sehr langsamen physiologischen Prozessen
mittels PET geeignet. Die Positronenemissionsrate von 29 % ist fliir PET-Untersuchungen
sogar giinstiger als bei dem sonst eingesetzten '>*I (T;, = 4,17 d, B* (22,8 %)). Fiir dessen
Produktion miissen auBlerdem sehr teure, hoch angereicherte 124Te-Targets eingesetzt werden.
Parallel zur Positronenemission wird beim "*As 34 % p™-Strahlung emittiert. Dies erscheint
zundchst als Nachteil, ist jedoch bei einem anderen oft verwendeten Nuklid, dem %4Cu (Typ=
12,7 h, 7 (17,4 %), B~ (39 %)) ebenfalls der Fall. "*As kann durch (p,n)-Reaktion an
natlirlichem Germanium in hoher Isotopenreinheit hergestellt werden, da alle kurzlebigen

Nebenprodukte (°As, "*As, °As) innerhalb einer Woche zerfallen.

®As (T1, = 26,4 h, B (100 %)) kann in getréigerter Form an Kernreaktoren durch Aktivierung
von Arsen mit Neutronen hergestellt werden. Die natiirliche Haufigkeit des ">As von 100 %
und der relativ hohe Einfangquerschnitt von 4,3 barn resultieren in guten Produktionsraten.
®As hat eine mittlere f-Energie von 1 MeV und eine mittlere Reichweite im Gewebe von

5000 pm, was es als ,,Jong range* Nuklid fiir die ERT interessant macht [80]. Da es allerdings
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bei einer Produktion am Reaktor immer in getrdgerter Form vorliegt, ist seine Verwendung
fiir medizinische Zwecke stark eingeschriankt. Prinzipiell kann es in nca-Form auch am
Zyklotron durch Bestrahlung von angereichertem "°Ge iiber die Kernreaktion "°Ge(p,n) °As
hergestellt werden. Bei der Bestrahlung von "Germaniumtargets am Zyklotron entsteht es

immer als Verunreinigung. Die Produktionsraten liegen jedoch unter der von ?As.

"As (Tin = 38,8 h, B~ (100 %)) ist ein weiterer f-Emitter. Es kann nur indirekt iiber den
Zerfall von ""Ge (T1, = 11,3 h, B (100 %)) nach Bestrahlung von Germanium am Kernreaktor
mit Neutronen hergestellt werden. Seine mittlere B-Energie liegt bei 226 keV und im Gewebe
hat das Elektron eine mittlere Reichweite von 1200 pm, weshalb es zu den ,,medium range* 3~
-Emittern gezéhlt wird [80]. Prinzipiell ist es moglich, mit '’As markierte Verbindungen wie
z.B. Antikorper fiir die Endoradiotherapie einzusetzen. ''As kann aus einem bestrahlten
"Ge0,- oder "'Germaniummetalltarget in nca-Form abgetrennt werden. Das System
""Ge/"’As bietet den groBen Vorteil, dass hier radioaktive Germanium- und Arsenisotope
nebeneinander vorliegen. Es ist somit moglich, den Abtrennungsfaktor des Germaniums vom
Arsen zu bestimmen. Neben der Bestimmung dieses Abtrennungsfaktors wurde das ’As in
der vorliegenden Arbeit fiir alle chemischen Optimierungen eingesetzt, da es taglich {iber den
Forschungsreaktor TRIGA Mark II des Instituts fiir Kernchemie der Johannes Gutenberg-

Universitét zur Verfiigung stand.
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1.5 Chemische Trennung von Germanium und Arsen

Aus der Literatur ist eine Vielzahl von verschiedenen Methoden zur Trennung von
Germanium und Arsen bekannt. Die meisten Methoden beschrianken sich jedoch auf die reine
Trennung der beiden Elemente. Will man das abgetrennte Arsen jedoch z.B. zur Markierung
von empfindlichen Molekiillen wie Proteinen einsetzen, miissen noch weitere
Randbedingungen wie z.B. eine wissrige Losung bei neutralem pH-Wert gegeben sein. Dies
erfordert weitere Reaktionsschritte, die in der Regel iiber eine reine Isotopentrennung
hinausgehen und so nicht beschrieben sind. Erste Review-Artikel iiber die radiochemisch
relevanten Eigenschaften von Germanium und Arsen finden sich in [81-83]. Eine Standard-
Methode ist die Destillation von GeCls, wédhrend das *As (*As steht allgemein fiir
radioaktives Arsen) durch Zugabe von Oxidationsmitteln 1m nicht fliichtigen
Oxidationszustand +(V) gehalten wird. Im Anschluss ldsst sich das *As nach Zugabe von
Reduktionsmitteln als AsCl; abdestillieren. Auch Methoden, bei denen das *As zuerst aus der
Losung als As,S; ausgefdllt und nach Verdampfen von GeCly und Zugabe von Hlyon, in
CHCIl; extrahiert wurde, sind beschrieben. Fiir die Aufarbeitung von Spaltprodukten wurde
auch die Reduktion zu fliichtigem AsHj3 durchgefiihrt, um es so von anderen Elementen zu
trennen. Spaltprodukte wurden auch nach Trigerzugabe direkt durch Ausschiitteln von
*As(Ill) in CCly aus 10 N HCI, Riickextraktion in Wasser und Ausfillen als As(0) mittels
NaH,PO,; durchgefiihrt [84]. Nach Beard et al. kann AsCl; durch Extraktion aus > 6 M HCI-
Losung in Benzol extrahiert werden [85]. Brink et al. [86] untersuchten systematisch die
Extraktion von As(IIl) und Ge(IV) in verschiedene Losungsmittel aus HCI- und HI-Losungen.
Fischer et al. [87] untersuchten das Extraktionsverhalten von As(IIl), As(V), Ge(IV) und
anderen Elementen in CCly aus HCI-Losungen verschiedener Konzentrationen. Auch hier
wird nur von einem Ubergang des As(IIl) in die organische Phase berichtet. Morrison [88]
berichtet iiber eine Trennmethode, bei der das Germanium zunidchst aus HCI in Benzol
extrahiert wird, wahrend das Arsen mit Wasserstoffperoxid zu As(V) oxidiert wird und somit
nicht in die organische Phase iibergeht. Im Anschluss wird das As(V) mit HBr zu As(III)
reduziert und in Benzol extrahiert. Das Arsen kann dann mit Hydrazin in die wissrige Phase

uberfihrt werden.

Ein GroBteil der in diesen Artikeln beschriebenen Methoden basiert auf der Zugabe von
inaktivem Arsentrdger. Dies bedeutet, dass solche Methoden nicht zur Aufreinigung von nca
Arsenisotopen eingesetzt werden konnen. Dennoch kann man viele der verwendeten
Techniken wie Destillation und Extraktion prinzipiell auf das nca-System iibertragen. Die
aktuellste Zusammenfassung der Radiochemie von Germanium, die Mirzadeh und Lambrecht
1996 verfassten, findet sich in [89]. Hier sind auch einige Trennungsmdglichkeiten von
Arsenisotopen restimiert. Es wurden mehrere Trennungen von Germanium und Arsen mittels
Destillation von GeCly auch ohne Triagerzusatz beschrieben [90-93]. Im Anschluss an die
Destillation wurde das *As dann entweder als AsCly; destilliert, tiiber eine
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Ionenaustauschchromatographieséule gereinigt oder aber nasschemisch aufgearbeitet. Auch
sind mehrere Methoden zur Fliissig-Fliissig-Extraktion in organische Losungsmittel bekannt.
So berichtet Byrne eine einfache Methode, um TAs aus GeO,-Targets in Toluol zu
extrahieren [94]. Dabei wird das Target zunichst in NaOH gelost und nach dem Ansduern mit
Schwefelsdure und Zugabe von Nal extrahiert. Eine &hnliche Prozedur wird von
Chattopadhyay et al. [95] vorgeschlagen. Hier wird jedoch zum Ansduern HCl verwendet,
was den Umweg iiber eine Oxidation von "’As zur Reinigung von Germanium notwendig
macht. Im Anschluss wird das ’As dann mit HBr reduziert und in Benzol extrahiert. Byrne et
al. [96] untersuchten auch die Extraktion von Arsen und 16 weiteren Elementen systematisch
bei verschiedenen Nal-H,SOs-Konzentrationen. Billinghurst et al. [97] verwendeten eine
leicht modifizierte Methode, wie sie von Morrison [88] vorgeschlagen wurde. Allerdings wird
hier am Zyklotron bestrahltes GeO, eingesetzt, um "*As aus dem Target abzutrennen. Eine
Trennung von Radio-Arsen und Radio-Selen nach einer *Co('°0,xn)"""*Br-Reaktion wurde
mit Hilfe von fliissigen lonenaustauschern von Mukhopadhyay et al. realisiert [98].

Eine sehr wichtige und hochst selektive Methode um mehrere Elemente voneinander zu
trennen ist die lonenchromatographie. In den Lehrbiichern von Korkisch [71], Marhol [70]
und Samuelson [67] findet man, dass sowohl Germanium als auch Arsen in beiden
Oxidationszustdnden keine oder nur sehr geringe Absorption auf Kationenautauscherharzen
zeigt. Deshalb sollte man diese Elemente auch so nicht voneinander Trennen kénnen. Es ist
jedoch moglich, durch Kationenaustausch andere Elemente von Germanium und Arsen
abzutrennen. Nelson et al. bestimmten fiir viele Elemente die Verteilungskoeffizienten in HBr
[99] und HCl bzw. HCIO4 [100] auf dem Kationenaustauscher Dowex 50-X4. Sie
beobachteten in HBr-Losungen eine geringe Absorption von As(Ill), wahrend Germanium
etwas stirker absorbiert wurde. In HCI und HC1O4-Losungen wurde jedoch keine Absorption
beobachtet. Strelow et al. [101] konnten in HCI/Aceton Gemischen einen
Verteilungskoeffizienten fiir As(V) von bis zu 9,7 auf dem Kationenaustauscher AG 50W-X8

messen.

Erfolgversprechender scheint jedoch die Verwendung von Anionenaustauschern, um die
Elemente Germanium und Arsen zu trennen. Hier ist eine ganze Reihe von experimentellen
Daten fiir die Absorption auf dem starken Anionentauscher AG 1-X8 in verschiedenen
Medien bestimmt wurden. Auch liegen hier schon Daten zur Trennung von Germanium und
Arsen aus der Literatur vor. Nelson et al. [102] haben sowohl die Absorptionskoeffizienten
von As(Ill), As(V) und Ge(IV) in HCI-Losungen auf AG 1-X8 bestimmt als auch einen
Vorschlag fiir die Trennung von As(V) und Ge(IV) gemacht. Nach Yoshino [103] verhalten
sich die Elemente in HCI-Losungen &dhnlich auf dem Austauscherharz Dowex 2. Eine
Ubersicht iiber das Verhalten von Arsen, Germanium und anderen Elementen auf dem
Anionenaustauscher AG 1-X8 findet sich fiir HCI-Medium in [69, 104] und fiir Gemische aus

HF/HCI in [105]. Peters et al. bestimmten die Verteilungskoeffizienten von vielen Elementen
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im HCl/Wasser/Aceton Gemisch auf AG 1-X8 [106]. Das Verhalten von Arsen und anderen
Elementen auf AG 1-X8 im Essigsdure-Medium wurde ebenfalls untersucht [107, 108].
Korkisch et al. beschreiben eine Trennung von Germanium und Arsen auf einem AG 1-X8
Harz unter Verwendung von HCI/Essigsdure-Gemischen [109]. Eine ganze Reihe von
Veroffentlichungen beschreibt das Verhalten von Arsen in reinen Sduren wie Oxalsdure
[110], HF [111], H,SO4 [112] oder Gemischen aus HF/HNOs [113, 114], HF/H,SO4 [115],
HF/HCI [116] oder HF/NH4F [117]. Leider fehlen hier jeweils die Daten fiir Ge(IV). Es gibt
jedoch auch einige vorgeschlagene Abtrennungsmethoden, die am System Ge/As
experimentell getestet wurden. So trennen Schindewolf et al. [118] Germanium von Arsen,
indem sie ein Germaniumtarget nach der Bestrahlung in HF und HNOs 16sen und es dann auf
einer AG 1-X8-Sidule in verdiinnter HF-Losung auftrennen. Dabei absorbieren Germanium
und Gallium sehr stark, wahrend As(III) keine und As(V) nur eine geringe Wechselwirkung
mit der Sdule aufweisen. Das Harz wurde hierfiir zuvor von der Chlorid- in die Fluorid-Form
iiberfihrt. Basile et al. [119] trennen '*As aus einem am Zyklotron bestrahlten
Germaniumtarget, indem sie eine Grobabtrennung nach Schindewolf durchfiihren und dann
eine zweite Sdule mit einem HF/HCI-Gemisch zur Reinigung benutzen. Jennewein et al. [120]
entwickelten eine Festphasenextraktionsmethode zur Trennung von Germanium und *As.
Dabei wird das GeO,-Target zunichst in HFy,,, gelost. Dabei bildet sich direkt GeF62'. Nach
Zugabe von Nal wird die Losung liber eine Bond Elut ENV Kartusche aufgereinigt. Dabei
wird das *As als *Asls auf der Sdule fixiert, wihrend das Germanium ohne Wechselwirkung
durch die Sdule hindurchléuft. Nach dem Trocknen der Sdule im Argonstrom kann das *As
mit Ethanol von der Séule eluiert werden. Diese Methode ist die einzige bisher beschriebene,

die zu einer erfolgreichen Markierung von Antikdrpern mit nca *As verwendet wurde.

Tolmachev et al. [121] schlagen eine Trennung von *As und GeO, mittels trockener
Destillation vor. Dabei wird ein am Zyklotron bestrahltes GeO,-Target in einem Ofen auf
1105 °C erhitzt, um das fliichtige *As aus dem Target im Luftstrom zu entfernen. Die
Aktivitidt wird auf einem Stiick Glaswolle absorbiert und nasschemisch aufgearbeitet. Dabei
kann es je nach Aufarbeitung als *As(IIl) oder *As(V) erhalten werden. Der Verlust an GeO,
liegt bei dieser Methode bei unter 1 %. Das Target kann also ohne aufwindige Aufarbeitung

mehrfach zur Bestrahlung verwendet werden.

Es wurden auch noch andere Methoden beschrieben, die etwas abseits der Standardtechniken
liegen, aber trotzdem interessante Ansdtze bieten kdnnten. So trennten Maki et al. [122]
TAs(V), 7 As(II) und ""Ge(IV) iiber Diinnschichtchromatographie an Silikagel in Methanol /
Wasser / HCl-Gemischen als Laufmittel. Ahnliches beschreiben Miketukova et al. [123],
allerdings trennten sie mehrere Arsenspezies von anderen Metallen durch
Papierchromatographie und Laufmittelgemische aus Methanol und Ammoniak. Genet et al.
[124] beschreiben die Trennung von Ge(IV), As(IIl) und As(IV) durch Papierelektrophorese.
Caletka et al. [125] entwickelten eine Trennungsmethode fiir Arsen, Germanium und andere
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Metalle, die darauf beruht, dass Germanium bei hohen HCI-Konzentrationen quantitativ auf
einer Silikagel-Sdule absorbiert wird, wihrend andere Metalle wie Gallium, Zink und Arsen
mit 8 M HCIl von der Sdule eluiert werden konnen. Die Autoren schlagen sogar einen
%Ge/*® Ga-Generator mit Silikagel als Absorber fiir das %Ge vor, von dem mit 10 M HCI das

%8Ga eluiert werden kann.

Aus den genannten Publikationen konnen nun verschiedene Strategien zur Trennung von
Germanium und Arsen abgeleitet werden. Bei Fliissig-Fliissig-Extraktionen kann man aus der
Literatur restimieren, dass nur das As(IIl) in organische Ldsungsmittel extrahiert wird,
wiéhrend As(V) in der wissrigen Phase zuriickbleibt. Eine Trennung von Germanium und
Arsen in HCI-Losungen erscheint nicht sinnvoll, da sowohl As(IIl) als auch GeCly aus
konzentrierter HC1 (< 8 M) parallel in die organische Phase {ibergehen. Man kann jedoch
unter Verwendung anderer Séduren, wie z.B. Schwefelsdure oder Flusssdure, die Bildung von
GeCly verhindern, so dass eine andere, nicht in die organische Phase extrahierbare Spezies
entsteht. Ein Vorteil der Flissig-Fliissig-Extraktion ist die Moglichkeit der Riickextraktion
des Arsens in die wissrige Phase, was zu As(IIl) in einer neutralen Losung (pH 7) fiihren
sollte. Diese Moglichkeit wird in einigen Artikeln vorgeschlagen, die die Analyse von
Arsengehalten in Béden zum Ziel hatten [126-128].

Eine weitere Moglichkeit ist die Trennung von Germanium und Arsen durch Destillation von
GeCly. Diese wird in der Literatur einheitlich in HCl-Losungen unter Verwendung eines
Oxidationsmittels wie Wasserstoffperoxyd oder Salpetersdure durchgefiihrt, damit das Arsen
als nicht fliichtiges *As(V) vorliegt. Da die Abtrennung des Germaniums hierbei nicht
vollstindig ist, kann man an die Destillation eine Trennung {ber eine
Anionenaustauschersdule anschliefen. Bei der Verwendung von 10 M HCI als Elutionsmittel
sollte die Trennung von *As(V) und Ge(IV) moglich sein [102]. Im Anschluss konnte man
das *As(V) zu *As(Ill) reduzieren und mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion zunéchst in
organisches und dann wieder in wissriges Medium extrahieren. Ein Vorteil der Verwendung
der destillativen Abtrennung von Germanium und Arsen besteht darin, dass sowohl GeO,- als

auch Germaniummetalltargets verwendet werden konnen.

Nach [105] besitzen Germanium und As(V) ein deutlich verschiedenes Absorptionsverhalten
auf Anionenaustauschern im HF/HCI-Medium. Es sollte also ebenfalls mdglich sein, beide
Elemente iiber eine reine Sdulentrennung ohne vorhergehende Destillation voneinander zu
trennen. Dabei sollte man das *As(V) wie oben beschrieben am Ende mit 10 M HCI eluieren
und somit wieder durch Fliissig-Fliissig-Extraktion am Ende *As(Ill) in neutralem wissrigen
Medium erhalten konnen.
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1.6 Monoklonale Antikorper

Es ist bereits seit iiber einhundert Jahren bekannt, dass spezifisch bindende Biomolekiile wie
Antikorper aus Blutseren gewonnen werden konnen. Die klassische Methode beruht auf der
Immunisierung von Versuchstieren. Dabei wird ausgenutzt, dass das Immunsystem von
Sdugetieren auf die Anwesenheit von Fremdstoffen (Antigene) mit der Produktion von
Antikorpern reagiert. Diese Antikorper sind grof3e Proteine, die bestimmte Teile des Antigens
(Determinanten) erkennen und spezifisch an es binden kénnen. Durch diese Bindung kénnen
die Antigene inaktiviert werden [129]. Ein Antigen kann jedoch auch mehrere Determinanten
aufweisen, was zur Bildung von verschiedenen spezifischen Antikérpern fiihrt. Die aus
diesem Verfahren gewonnenen Antiseren stellen immer ein Gemisch verschiedener
Immunglobuline dar und die in ihnen enthaltenen Antikorper werden als polyklonal
bezeichnet [130]. Fiir viele Anwendungen ist es jedoch nicht ratsam, ein Gemisch von
verschiedenen Antikorpern z.B. zur Therapie von Krankheiten einzusetzen. Eine Alternative

besteht in der Verwendung von monoklonalen Antikorpern.
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Abbildung 4: Struktureller Aufbau eines IgG-Antikérpers und von Antikorperfragmenten [131]

Sie bestehen aus identischen Molekiilen, die sich nur gegen eine einzige Determinante
richten. Seit den 1970er Jahren konnen sie relativ einfach hergestellt werden, indem den
Tieren nach der Immunisierung die B-Zellen, die die Antikorper produzieren, aus der Milz
entnommen. Nach der Fusion mit Myelomzellen konnen sich die so genannten
Hybridomzellen nun ungehemmt vermehren und in vitro groBe Mengen des bendtigten

Antikorpers produzieren [129]. So wurden mit der Zeit einige monoklonale Maus-Antikdrper
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entwickelt, die sich gegen Proteine auf der Oberfliche von Tumorzellen richten. Der
potentielle Nutzen fiir die Diagnostik und Therapie im Menschen ist in der Praxis jedoch eher
gering, da das menschliche Immunsystem wiederum Antikorper gegen diesen Maus-
Antikorper bildet und so eine effektive Behandlung verhindert.

Einen Ausweg bildet die Generierung so genannter chiméirer Antikorper, die aus einem
humanen Antikorpergeriist und den fiir die Antigenbindung verantwortlichen Fv-Fragmenten
des urspriinglichen Maus-Antikdrpers bestehen (Abbildung 4). Dies unterdriickt die
menschliche Immunantwort jedoch noch nicht ganz. Auf dem Gebiet der Humanisierung von
Antikdrpern wurden jedoch in den letzten Jahren mit Hilfe gentechnischer Methoden weitere
Erfolge erzielt. Auch werden heutzutage immer 6fter Antikorperfragmente (scFv und scFab)
eingesetzt. Die Anwendung von Antikdrpern bleibt jedoch keineswegs auf eine Therapie von
Krankheiten beschrinkt. Sie werden unter anderem auch zur Reinigung von biologischen
Substanzen verwendet. Ein wichtiges FEinsatzgebiet sind Immunoassays, mit denen
biologische Substanzen identifiziert und ihre Konzentration bestimmt werden kann. Auch
konnen verschiedene Zellen durch die Antigene auf ihrer Oberfliche mittels Antikorpern
identifiziert werden [132].

In dieser Arbeit wurde vorwiegend der humanisierte monoklonale Antikorper Bevacizumab
(Handesname Avastin®) fiir alle chemischen Versuche verwendet. Bevacizumab gehort
ebenfalls zur Gruppe der IgG-Immunglobuline und ist ein Angiogenesehemmer, der sich
gegen den VEGF-Rezeptor (Vascular Endothelial Growth Factor) richtet. Der Antikorper
hemmt die Neubildung von Blutgefden innerhalb von Tumoren und behindert so ihr weiteres
Wachstum. Bevacizumab ist unter Anderem zur Behandlung von metastasierten kolorektalen
Karzinomen in Verbindung mit einer Chemotherapie zugelassen. Dabei werden Dosen von
5 mg/kg Korpergewicht im Abstand von 2 Wochen gegeben [133]. Bevacizumab besitzt
ebenfalls eine Zulassung zur Behandlung von Lungenkrebs, woriiber ebenfalls klinische
Studien vorliegen [134]. Seine Verwendung als Modellsystem zur Demonstration der
Markierung von Antikérpern mit Arsenisotopen beruht auf seiner hervorragenden

Verfiigbarkeit und dem geringen Preis.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Heutzutage ist eine groe Zahl von mit Positronenemittern markierten Verbindungen fiir die
quantifizierbare molekulare Bildgebung mittels PET verfiigbar. Fiir viele Anwendungen gibt
es Verbindungen, die mit Positronenemittern optimaler Zerfallscharakteristik markiert werden
konnen. Eine gewisse Liicke gibt es aber bei der Versorgung mit langlebigen
Positronenemittern, die bendtigt werden, um relativ langsame physiologische Prozesse wie
z.B. die Anreicherung von Antikorpern in Tumorgewebe zu beobachten und zu quantifizieren.
Es gibt einige wenige Isotope, die eine ldngere und fiir solche Fragestellungen relevante
Halbwertszeit besitzen (Tabelle 2). Unter diesen wenigen Kandidaten befinden sich neben den
prominenten Isotopen %4Cu (Tip=12h, B (17,6 %)) und 1241 (T1=4,15d, B (22,7 %)) auch
zwei Isotope des Arsens: "“As (T;,=26 h, B" (88 %) und "*As (T,»= 17,8 d, B" (29 %)). Die
lange HWZ der Radioarsenisotope préadestiniert sie fiir die Entwicklung von radioaktiv
markierten Substanzen, die eine langsame Pharmakokinetik von bis zu mehreren Tagen

aufweisen.

Tabelle 2: Auswahl einiger langlebiger Positronenemitter [135]

Isotop | Ty, [h] Mittlere Eg, [keV] (%) E, [keV] (%)
"As 65,0 352 (28) 175 (82), 327 (3), 500 (4), 1095 (4)
As 26,0 1117 (64), 1528 (16) 834 (80), 629 (8)
"As 426,5 408 (26), 701 (3) 596 (59), 635 (15)
3Co 17,5 436 (26), 649 (46) 931 (75), 477 (20)
$4Cu 12,7 278 (18) 1346 (0,5)
Ge 39,1 272 (2), 522 (21) 574 (13), 872 (12), 1107 (36)
124 100,2 687 (12), 974 (11) 603 (63), 723 (10), 1691 (11)
“Nb 14,6 662 (51) 141 (67), 1129 (93), 2319 (82)
SINi 35,6 314 (7), 369 (35) 127 (17), 1378 (82), 1920 (12)
Soy 14,7 535 (12), 681 (6) 628 (33), 1077 (83), 1153 (31)
Y7r 78,4 396 (23) 909 (99)

Aus diesem Grund besteht das Ziel dieser Arbeit in der kern- und radiochemischen Forschung
beziiglich solcher Arsenisotope, die zur Markierung von monoklonalen AntikGrpern mit
radioaktiven Arsenisotopen, um deren lange HWZ voll ausnutzen zu kénnen. Dazu sollte ein
Markierungssynthon entwickelt werden, das neben der Markierung von Antikdrpern auch die
Markierung von anderen Molekiilen wie z.B. modifizierten Polymeren ermoglichen sollte.
Die prinzipielle Machbarkeit wurde bereits in einem ,,proof of principle“-Experiment in einer
vorangegangenen Arbeit demonstriert [66, 136]. Hier konnte der markierte Antikérper sogar
mittels PET im geeigneten Tumormodell in vivo evaluiert werden. Im Gegensatz zu vielen in
der Radiopharmazie eingesetzten Elementen, deren Produktion, Targetaufarbeitung und
Markierungschemie in den letzten Jahren intensiv untersucht wurde (z.B. das mittels

Radionuklidgenerator produzierte %Ga [137]) und die zum Teil sogar kommerziell in
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konstanter Qualitdt verfiigbar sind, sind diese Punkte beim Arsen bis auf einige wenige
fundamentale Daten hinaus bis zum jetzigen Zeitpunkt weitgehend unerforscht.

Da zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit die Markierung von monoklonalen Antikorpern
in Mainz nicht etabliert war, sollten alle notwendigen Arbeitsschritte basierend auf fritheren
Erfahrungen [66, 136] nachvollzogen, optimiert und wo nétig verdndert werden. Dazu zdhlen
alle Schritte von der Isotopenproduktion an Kernreaktor und Zyklotron, iiber die
Abtrennungschemie des Radioarsens aus den bestrahlten Targets bis hin zur Markierung der
Proteine. Dabei sollte die gesamte Prozedur zunédchst mit dem am Kernreaktor produzierten
""As optimiert werden, um danach auf die am Zyklotron erzeugten Radioarsenisotope
iibertragen zu werden. Diese Strategie sollte zum einen wegen der guten Verfligbarkeit des
nca ''As durch Bestrahlungen am Kernreaktor TRIGA Mark II am Institut fiir Kernchemie in
Mainz, als auch wegen der Produktions- und Transportkosten der externen Bestrahlungen am
Zyklotron, verfolgt werden. Die zu bewiltigenden Aufgaben sind im Einzelnen:

1. Auswahl des richtigen Targetmaterials und Optimierung der Isotopenproduktion

Radioarsenisotope konnen durch Bestrahlung von Germanium am Kernreaktor mit Neutronen

(nca ""As) oder am Zyklotron mit Protonen (nca T2

As) produziert werden. Als
Targetmaterial stehen sowohl Germanium(IV)oxid, als auch Germaniummetall zur Auswahl.
Wihrend beide Materialien problemlos am Kernreaktor in jeder physikalischen Form (Pulver,
Metallstiick, Losung, usw.) bestrahlt werden konnen, miissen fiir Bestrahlungen am Zyklotron
Targets mit definierter Form hergestellt werden, da der Protonenstrahl einen definierten
Durchmesser von 1 cm besitzt. Es sollte hierbei untersucht werden, ob sich eine gepresste
Germanium(IV)oxid Tablette, oder eine Germaniummetallscheibe besser eignet. Im Zuge
dieser Versuche sollte insbesondere die simultane Produktion der Positronenemitter '*"*As
durch Erhohung des Strahlstromes optimiert werden. Diese Optimierungsversuche zur
Isotopenproduktion  sollten  erstmals am  MC32NI-Zyklotron des  Deutschen
Krebsforschungszentrums in Heidelberg durchgefiihrt werden. Von groBBem Interesse sind
hierbei die Produktionsausbeuten der einzelnen bei den Bestrahlungen erzeugten Isotope.
Diese Daten werden insbesondere zur Planung spéterer in vivo-Experimente benétigt. Die
Bestrahlungen mit Neutronen sollten am TRIGA Mark II Reaktor des Instituts fiir
Kernchemie in Mainz durchgefiihrt werden.

2. Separation der nca Arsenisotope aus dem Targetmaterial

Das Problem der Targetaufarbeitung kann im Prinzip auf die Trennung von makroskopischen
Mengen Germanium von mikroskopischen Mengen Radioarsen reduziert werden, da alle fiir
diese Arbeit relevanten Arsenisotope durch Bestrahlung von Germaniumtargets mit

Neutronen oder Protonen erhalten werden konnen. Bei der Trennung von Arsen und
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Germanium soll in einem ersten Schritt die vorhandene Abtrennungsmethode fiir
Germanium(IV)oxid [120] etabliert und optimiert werden. Alternativ sollen neue
Abtrennungsmethoden fiir GeO,-Targets und Germaniummetalltargets etabliert oder neu
entwickelt werden. Besonderes Augenmerk soll dabei sowohl auf eine moglichst gute
Abtrennung des Targetmaterials als auch auf eine moglichst hohe Ausbeute der gereinigten
Radioarsen-Fraktion gelegt werden. Aus den Literaturdaten fiir die verwendeten
Kernreaktionen ist bekannt, dass verschiedene andere radioaktive Isotope andere Elemente
wie z.B. Zink und Gallium als Kontaminationen in geringen Ausbeuten produziert werden
[138]. Diese Kontaminationen sollten mittels Gammaspektroskopie in den radioaktiven
Proben identifiziert und wenn mdglich ihre Abtrennung wéhrend der Targetaufarbeitung vom

Radioarsen erreicht werden.

3. Uberfiihrung des Radioarsens in eine zur Markierung von Proteinen geeigneten Losung und
Speziation des Oxidationszustandes

Nach einer erfolgreichen Abtrennung des Radioarsens aus der Targetldsung muss es in ein
Medium und eine chemische Form {iberfiihrt werden, in der eine Markierungsreaktion
moglich ist. Fiir empfindliche Biomakromolekiile wie monoklonale Antikdrper bedeutet dies
ein wissriges Medium unter physiologischen Bedingungen. Dies bedeutet, dass das
Radioarsen aus den konzentrierten Sduren, in die Targetmaterialien zunichst geldst werden
miissen, in eine neutrale Losung bei pH-Werten von ca. 7 iiberfiihrt werden muss. Dazu soll
gepriift werden, ob die Fliissig-Fliissig-Extraktion in organische Medien und anschlieBende
Riickextraktion in wéssriges Medium dies bewerkstelligen kann. Ein weiteres Problem in
diesem Zusammenhang ist, dass das Radioarsen in zwei Oxidationszustidnden vorliegen kann
(*As(IIT) und *As(V)). Es besteht die begriindete Vermutung, dass nur *As(IIl) in der Lage
ist mit Proteinen, die SH-Gruppen besitzen, zu reagieren. Deshalb soll ein einfaches
chromatographisches System zur Unterscheidung der beiden Oxidationszustinde mittels
Radio-DC etabliert werden. Dies bietet zum Einen die Mdoglichkeit, den Oxidationszustand
des Radioarsens wihrend der Targetaufarbeitung zeitnah zu bestimmen, zum Anderen kann

die These, dass nur das * As(III) mit SH-Gruppen reagiert, iiberpriift werden.
4. Markierung von Proteinen am Beispiel von monoklonalen Antikdrpern

Um Proteine oder andere Molekiile mit radioaktiven Arsenisotopen markieren zu konnen,
miissen diese freie SH-Gruppen aufweisen. Diese bilden dann kovalente Bindungen zum
Arsen aus. Monoklonale Antikorper weisen in der Regel keine solchen freien SH-Gruppen
auf. Folglich miissen diese erst in das Molekiil eingefiihrt werden. Als Modellverbindung
wurde der monoklonale Antikorper Bevacizumab (Avastin®) ausgewihlt, an dem alle

Optimierungsversuche der Markierungsstrategie getestet werden sollten. Dazu sollte zum

33



Einen auf die aus vorhergehenden Arbeiten bekannte Methode der Modifizierung der
Antikorper mit SATA zuriickgegriffen werden [66, 136]. Dabei werden zusétzliche, zunéchst
acetyl-geschiitzte SH-Gruppen in das Molekiil eingefiihrt, die wéihrend oder kurz vor der
Markierung entschiitzt werden kdnnen. Zum Anderen sollte eine alternative Methode der
Direktmarkierung unter Verwendung von TCEP als Reduktionsmittel erarbeitet werden.
Hierbei wird eine gewisse Zahl von Disulfidbriicken im Antikorper gespalten, um freie
Cysteinreste zu generieren, die dann mit dem *As reagieren konnen. TCEP stellt hierbei aus
chemischer Sicht ein ideales Reduktionsmittel dar, da es selbst keine SH-Gruppen aufweist

und somit nicht mit dem Radioarsen reagiert.

5. Phantommessungen von '“As und "*As an der Kleintier-PET-Kamera Focus 120 der

Universitiat Mainz

Da "7*As nicht zu den Standard-Isotopen in der molekularen Bildgebung zihlen, sind hier
auch keinerlei Daten iiber die zu erwartende Auflosung am Kleintier-PET-Scanner bekannt.
Deshalb sollten von "*As und "*As am Kleintier-PET-Scanner Phantome gemessen und mit
'8E verglichen werden, um erste Daten iiber die zu erwartende Qualitit von PET-Bildern zu
erhalten.

6. In vivo-Evaluierung der mit *As markierten Antikdrper

Nach dem erfolgreichen Abschluss all dieser Arbeiten soll dann die in vivo-Evaluierung der

72/74

mit den Positronenemittern As markierten Antikorper im Tiermodell am Kleintier-PET

erfolgen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Bestrahlungen

3.1.1 Wahl des Targetmaterials

Prinzipiell kann nca ’As sowohl durch Bestrahlung von GeO,, als auch durch Bestrahlung
von Germaniummetall mit Neutronen hergestellt werden. In vorhergehenden Arbeiten zur
Produktion von "'As wurde GeO, als Targetmaterial verwendet [120], da es sich sehr gut in
konzentrierter Flusssdure (HFyon,) 10st. Zu Beginn dieser Arbeit wurde ebenfalls GeO, als
Targetmaterial zur Produktion von "’As eingesetzt. Ein Nachteil ist jedoch, dass es sich bei
GeO; um ein Pulver handelt, was im Umgang mit offener Radioaktivitidt immer ein erhohtes
Kontaminations- und Unfallrisiko bedeutet. Die fiir die Zyklotronbestrahlungen hergestellten
GeO,-Presslinge tendierten dazu, leicht auseinander zu brechen. Ein weiterer Nachteil von
GeO, besteht darin, dass sich bei Langzeitbestrahlungen (ca. 1 Woche) an den
Hochflussreaktoren BER II in Berlin und FRM II in Miinchen kleine Mengen von
unldslichem Material bildeten. Das Problem trat jedoch in viel groBerem Umfang bei den
ersten Bestrahlungen am Zyklotron auf. Hier wurde aufgrund der viel groferen thermischen
Belastung des Materials bei Strahlstromen > 3 pA eine Art ,,Brandschaden® im urspriinglich
weillen Material beobachtet (Abbildung 5).

a.)

Abbildung 5: a.) GeO, Zyklotrontarget nach Bestrahlung b.) GeO, Zyklotrontarget nach Losen in HF,,,

Dies ist auf die schlechte thermische Leitfahigkeit im GeO,-Pulver und den schlechten
Kontakt des Presslings mit dem ihn umgebenden gekiihlten Aluminiumcontainer
zurlickzufiihren. Jeder Pressling hat eine etwas andere Dicke und kann so nicht optimal in den
Container eingepasst werden. Beim Versuch, solche Targets in HFyon, zu 10sen, wurde in den
meisten Fillen eine schwarze Losung mit unloslichen Schwebstoffen erhalten. Die Verluste
beim Filtrieren und Restanhaftungen des Materials in der Bestrahlungsdose betrugen bis zu

50 %, bevor mit der chemischen Aufarbeitung iiberhaupt begonnen werden konnte. Der
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schwarze Feststoff 16st sich nach Zugabe von Oxidationsmitteln wie Wasserstoffperoxyd
restlos in der HFy,, auf (und damit das in ihm enthaltene 72 74As), was ein indirekter Beleg

dafiir ist, dass sich bei dem Radiolyseprodukt um elementares Germanium handelt.

Zur Anwendung von Arsenisotopen fiir die PET miissen groBere Mengen an Radioaktivitit
erzeugt werden. Dazu ist die Verwendung von hdheren Strahlstromen (> 20 pA) absolut
notwendig. Dies war jedoch unter den gegebenen Umstinden unter Verwendung von GeO;
als Targetmaterial nicht moglich. Um dennoch zu hohen Kernreaktionsausbeuten zu gelangen,
musste eine Losung fiir das Problem der zerstorten Targets gefunden werden. Diese besteht in
der Verwendung von Germaniummetall. Es steht in zwei Reinheitsgraden zur Verfliigung. Fiir
die Reaktorbestrahlungen, bei denen die Targetgeometrie keine Rolle spielt, wurden je 100 -
200 mg schwere Germaniumstiicke in einer Reinheit von 99,9999+ % eingesetzt (Abbildung
6). Fiir das Zyklotron sind diese unférmigen Stiicke jedoch nicht einsetzbar, da man eine
ebene Oberfliache fiir einen guten thermischen Kontakt mit der Kiihlung braucht. Deshalb
wurden 50x50x0,5 mm grofle Germaniumplatten (99,999 %) am Institut fiir Mikrotechnik in
Mainz mit einem Laser in 9,9x0,5 mm grof3e Scheiben (je 200 mg) geschnitten. Diese passten
dann in die Targethalterung eines anderen Strahlrohres des Zyklotrons, das mit einer

optimierten Kiihlung ausgestattet ist.

Abbildung 6: a.) Zyklotron Germaniumtargets b.) Germaniumplatte c.) Reaktor Germaniumtarget

Auf der anderen Seite musste die Chemie der Targetaufarbeitung komplett neu entwickelt
werden, da sich Germaniummetall weder in HFy,,,, noch in HCly,,, ohne Zugabe von
Oxidationsmitteln 10st. Laut Zertifikat lag der Gehalt an inaktivem Arsen im Targetmaterial
fiir Bestrahlungen am Zyklotron bei 0,1 ppm, was einen Arsengehalt pro Target von 266 pmol
(20 ng) bedeutet. Fiir das Germaniummetall, welches fiir Bestrahlungen am Reaktor
verwendet wurde, liegt kein Analysenzertifikat vor. Da seine Reinheit jedoch hoher ist, kann

man zumindest davon ausgehen, dass nicht mehr inaktives Arsen im Material enthalten ist.
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3.1.2 Produktion von "’As durch Bestrahlungen am Kernreaktor

Die Bestrahlungen am Reaktor verlaufen relativ einfach, da man die Probe lediglich in eine
Bestrahlungskapsel einfiillt und in die verschiedenen Bestrahlungspositionen am Reaktorkern
herablésst. Dabei ist die Geometrie und chemische Form (Germaniummetall oder GeO,) des
verwendeten Materials zweitrangig. Der Sauerstoff im GeO, bildet nur sehr kurzlebige
Aktivierungsprodukte (*°0; Ty = 27,1 s).

Der TRIGA Mark II Reaktor bietet zwei mogliche Bestrahlungspositionen. Im Zentralen
Bestrahlungsrohr (ZB) liegt der Neutronenfluss bei 4-10'* n-cm™s™, aber es bietet nur Platz
fiir eine Probe. Die Produktionsausbeuten von *As und *Ge Isotopen im ZB bei einem 6 h

Bestrahlungs- und 18 h Abklingzyklus fiir ein 100 mg Germaniumtarget zeigt Tabelle 3.

Die zweite Bestrahlungsposition am TRIGA Reaktor ist das Karussell. Es befindet sich in
einem Ring um den Reaktorkern, wo der Neutronenfluss ca. um den Faktor 7 geringer ist.
Dementsprechend ist auch die produzierte Aktivitdt geringer. Der Vorteil dieser Position
besteht darin, dass mehrere Proben zur selben Zeit bestrahlt werden konnen.

Tabelle 3: Produktionsraten bei einer 6 h Bestrahlung von 100 mg Ge-Metall im ZB am TRIGA

Nuklid | [kBq]/100 mg Ge-Metall

T As 2075 + 153
"Ge 1533 +£90
2Ga 3,05+0,3
mzn <1

Die produzierten Mengen an ’’As von ca. 2 MBq sind ausreichend, um chemische Versuche
durchzufiihren, reichen jedoch nicht, um grof3 angelegte in vivo-Studien durchzufiihren. Dazu

muss an Hochflussreaktoren bestrahlt werden.

Neben den erwiinschten Kernreaktionenen werden auBlerdem durch die Verwendung von
Targetmaterialien natiirlicher Isotopenzusammensetzung noch die Germaniumisotope ''Ge
(T1,= 11,2 d) und ”Ge (T, = 83 m) gebildet. "'Ge zerfillt unter Elektroneneinfang ohne
Gammaemission in stabiles Gallium. Ge zerfillt unter B-Emission in stabiles "*As. Dies
erhoht die Menge an inaktivem Tréger aber nicht signifikant. Auflerdem werden mit schnellen
Neutronen noch iiber (n,p)- und (n,a)-Reaktionen Gallium- und Zinkisotope produziert.

Details zu den Einfangquerschnitten finden sich in Tabelle 4 und Tabelle 5.
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Tabelle 4: Kernreaktionen von "Ge mit thermischen Neutronen [138]

Targetnuklid | Hiufigkeit [%] Kernreaktion Einfangquerschnitt [6] T,, Produktkern

Ge 20,7 Ge(n,y)"'™Ge 280 + 70 mb 20,0 ms
Ge(n,y) '¢Ge 3,15+£0,16 b 112d

"Ge(n,y)"**Ge (cum) 3,43+02b 112d

2Ge 27,5 "Ge(n,y)*Ge 980 + 90 mb stabil
3Ge 7,7 BGe(n,y)"*Ge 15+2b stabil
"*Ge 36,4 "Ge(n,y)"™Ge 143 + 14 mb 489 s
"Ge(n,y)*¢Ge 260 + 60 mb 82,8 m

"Ge(n,y)*¢Ge (cum) 383 £ 70 mb 82,8 m

%Ge 7,7 ®Ge(n,y) ™Ge 92 + 10 mb 543s
8Ge(n,y) ¢Ge 50 20 mb 11,3h

Tabelle 5: Kernreaktionen von "'Ge mit schnellen Neutronen [138]

Targetnuklid | Hdiufigkeit [%] Kernreaktion Einfangquerschnitt [6] T, Produktkern

"Ge 20,7 Ge(n,p)’°Ga 6,5 (+3,9,-2,6) mb 21,1 m
"Ge(n,0)*’Zn 1 (+0,8,-0,5) mb stabil
Ge(n,2n)*Ge 59 (+40,-25) pb 392 h
"Ge 27,5 "2Ge(n,p)"*Ga 180 (+180,-90) pb 14,1 h
"2Ge(n,a)*®™Zn 25+ 6 ub 139h
"2Ge(n,0)®™¢Zn 120 (+100,-55) pb 57m
2Ge(n,2n)"'Ge 130 (+100,-50) pb 112d
BGe 7,7 Ge(n,p)°Ga 490 (+750,-300) pb 4,88 h
BGe(n,0)’°Zn 4,4 (+3,5,-2,0) mb stabil
3Ge(n,2n)*Ge 7 (+5,-3) mb stabil
"Ge 36,4 "*Ge(n,p)"*Ga 20 (+30,-12) pb 8,2 min
"Ge(n,a)"™Zn 2,5+ 1,3 ub 3,97 h
"Ge(n,a)"™¢Zn 8 (+6,-4) ub 2,4m
™Ge(n,2n)*Ge 230 (+160,-90) pub stabil
%Ge 7,7 Ge(n,p)’°Ga 1 (+1,5,-0,6) ub 27,1s
"®Ge(n,0)”*Zn 9,6 (+0,5,-0,3) ub 23,55
8Ge(n,2n) " ™eGe 510 (+360,-200) pb 48.9s+82,8m

Die produzierte Aktivitit der Gallium- und Zinkisotope ist am TRIGA sehr gering. Zum
Einen ist der Neutronenfluss am TRIGA um den Faktor 100 kleiner als an
Hochflussreaktoren. Auch der Anteil der schnellen Neutronen, die die Nebenprodukte
produzieren, ist hier bauartbedingt viel kleiner. Dennoch sollte eine Abtrennungsmethode fiir
radioaktives Arsen aus Reaktor- und Zyklotronproduktion auch diese beiden Elemente
abtrennen konnen. Bei einer angestrebten Produktion von "’As in therapeutisch notwendigen
Mengen von einigen GBq erhoht sich natiirlich auch die unerwiinschte Begleitaktivitit. Zum
Anderen wird am Zyklotron “’Ga (T, = 78,3 h) als Nebenprodukt in groBerem MaBstab

produziert, welches auf jeden Fall vor einer Verwendung des Arsens abgetrennt werden muss.
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3.1.3 Produktion von nca Arsenisotopen am Zyklotron

Am Zyklotron werden die Arsenisotope '*"""*7"*As durch (p,xn)-Reaktionen an "Ge
hergestellt. Anders als bei Kernreaktionen am Kernreaktor hat man am Zyklotron die
Moglichkeit, die Energie der Projektile (in diesem Fall der Protonen) in gewissen Grenzen zu
wiahlen. Dafiir ist eine genaue Kenntnis der Anregungsfunktion der gewiinschten
Kernreaktion absolut notwendig. Die Anregungsfunktionen fiir die (p,x)-Reaktionen an "'Ge
sind in der Vergangenheit mehrfach gemessen worden [119, 139, 140]. Die neueste
Untersuchung zu diesem Thema aus dem Jahr 2007 findet sich in [141]. Hier wurden die

gemessenen Daten mit Simulationsrechnungen und den élteren Daten von [119] und [139]

verglichen.
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Abbildung 7: Anregungsfunktionen fiir "'Ge(p,x)*As-Reaktionen [141]

Ein Blick auf die Daten zeigt, dass es bei der Verwendung von "'Ge als Targetmaterial nicht
moglich ist, die verschiedenen Arsenisotope unabhéngig voneinander zu produzieren. Dies
war jedoch aufgrund verschiedener Randbedingungen die einzige Moglichkeit,
Germaniummetall als Target einzusetzen. Zum Einen ist isotopenangereichertes Material sehr
teuer, zum Anderen war die verwendete 500 um dicke "'Ge-Platte das einzige kommerziell
verfligbare Material in der richtigen Geometrie.

Fiir die Bestrahlungen am DKFZ Zyklotron in Heidelberg wurde eine Protonenenergie von

15 MeV auf der Targetoberfliche ausgewshlt. Dies erscheint fiir die Produktion von "*As
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sinnvoll, da die Anregungsfunktion fiir die 74Ge(p,n)”As—Reaktion ein Maximum bei ca.
10 MeV aufweist. Durch die Abbremsung der Protonen innerhalb des 500 um dicken
Germaniummetalltargets liegt das Maximum der Anregungsfunktion noch im Target. Bei
dieser Energie kann man die Bildung des "'As, wie aus Abbildung 7 ersichtlich ist,
weitgehend unterdriicken. Dies zeigen auch die in dieser Arbeit bestimmten Werte fiir die
Produktionsausbeuten der hergestellten Nuklide (Tabelle 6). Unter diesen Bedingungen findet
auch die Produktion von "*As statt. Im Vergleich zum "*As liegt dieses Isotop bei
Bestrahlungsende in ca. 10-mal hoherer Aktivitit vor. Will man "?As in héheren Ausbeuten
herstellen, konnte man mit etwas hoheren Protonenenergien die integrale Ausbeute noch
etwas erhohen. Im Gegenzug produziert man allerdings auch wiederum mehr des
unerwiinschten "'As, da hier das Maximum der Anregungsfunktion bei ca. 22 MeV liegt. In
der Literatur [141] wird fir das "*As im Energiebereich von 18>8 MeV eine mdgliche
Produktionsrate von 92,8 MBg/uAh angegeben. Dieser theoretische Wert wird im realen
System allerdings nicht anndhernd erreicht. Der fiir 15 MeV Protonen gemessene Wert
(Tabelle 6) liegt hier nur bei ca. 10 %. Gleiches gilt fiir die Produktion von "As, die
theoretisch bei 6,8 MBg/nAh liegen soll. Die in der vorliegenden Arbeit experimentell

bestimmten Ausbeuten sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Gemessene Produktionsausbeuten fiir Arsenisotope bei Bestrahlungsende (EOB) (E;,= 15 MeV,

30 uA, 1 h)
Nuklid MBg/uAh bei EOB  kBq/uAh bei EOB  MBq/uAh bei EOB  kBq/uAh bei EOB
Ep (MeV) %93 %93 15 15

"As (T, = 65 h) 475+17,6 113,3

"2As (T, =26 h) 7,13+0,6 20,8

BAs (Ty,=804d) nicht bestimmt nicht bestimmt
"As (Ty, =17,8 d) 0,75+0,1 2,01

"As (T, =26 h) 2,6+0,25 3,01
Ga (T,, = 78,3 h) 40,3 +10,26 399,5

* nachtrigliche Berechnungen der Abbremsung der Protonen vor der Targetoberfliiche (Havar-Folie,
Aluminiumabdeckung) ergaben, dass unter den gewihlten Bedingungen die Protonenenergie, die in dieser
Arbeit mit 15 MeV angegeben wird, bei nur 9,3 MeV lag. Dies erkliirt auch zum Teil die deutlich hinter
der Theorie zuriickliegenden Produktionsausbeuten. Es konnte nur eine Bestrahlung mit 15 MeV
durchgefiihrt werden (rechte Spalten). Hierbei lagen die Produktionsausbeuten niher an den aus der
Theorie zu erwartenden Werten.

Die Produktionsausbeuten wurden mit Targets bestimmt, die fiir 1 h mit Strémen zwischen 20
und 30 pA bestrahlt wurden. Da die Bestrahlungsdauer klein gegen die Halbwertszeit der
produzierten Nuklide ist, treten hier noch keine Séttigungseffekte auf, welche die Werte stark

verfalschen wiirden.
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In dieser Arbeit wurden Germaniummetalltargets mehrfach mit Ladungen von bis zu 100 pAh
bestrahlt (in der Regel mit ca. 30 pA Strahlstrom), was in berechneten Ausbeuten von ca.
700 MBq "*As und ca. 80 MBq "*As resultierte.

Fiir die Anregungsfunktion von ®As liegen nur wenige Daten vor [119]. Sie sieht dhnlich wie
die der anderen Isotope aus, besitzt jedoch wie das "*As ein Maximum bei ca. 10 MeV. "°As
wird bezogen auf "?As bei den gewihlten Bedingungen nur zu ca. 30 % hergestellt. Dies
entspricht in etwa dem, was man aufgrund der geringeren Isotopenhdufigkeit im
Germaniumtarget erwarten wiirde. Trotzdem bleibt es aufgrund der identischen Halbwertszeit
von 26 h immer eine Begleitaktivitit des "*As. Da "°As iiber keinerlei Positronenemission
verfiigt, stort es die Verwendung des so produzierten "*As fiir die PET nicht, kann jedoch zu

einem erhohten Untergrund durch zufillige y-Koinzidenzen beitragen.

Die Anregungsfunktion von “As zeigt eine sehr breite Verteilung. Bei der gewihlten
Protonenenergie von 15 MeV liegt man allerdings schon nahe am Maximum der
Anregungsfunktion bei 20 MeV. Deshalb kann man davon ausgehen, dass "*As ebenfalls in
messbaren Mengen produziert wird. Eine Messung des " As ist aufgrund der geringen Energie
der einzigen Gammalinie bei 53 keV sehr schwierig, da diese in der Regel im Untergrund der
hochenergetischen Linien der anderen Arsenisotope verschwindet. Da das Target fiir eine
Messung des As erst mehrere Monate abklingen muss, bis das " As zerfallen ist, wurde auf

eine Bestimmung der genauen Produktionsausbeute verzichtet. In die Aktivierungsgleichung

Alt) = ¢-o—-N(l—e_/” ) geht neben der Zahl der Targetatome (N) auch die HWZ des gebildeten
Nuklids in die gebildete Aktivitit (A(t)) mit ein. Wegen der um den Faktor 4 ldngeren

Halbwertszeit des °As und wegen der um den Faktor 5 geringeren Isotopenhdufigkeit des
Ge kann man abschitzen, dass die gebildete Aktivitit von As ca. um den Faktor 20 unter
der Aktivitit des *As liegen sollte. Das "As stort bei der Verwendung von "*"*As als

Positronenemitter fiir die PET nicht, sorgt jedoch fiir eine zusétzliche Dosis.

Aufgrund des gewéhlten Setups (Bestrahlung von natiirlichem Germaniummetall mit
Ep=15MeV, 20 pA fiir bis zu 5 h, Ladung 100 pAh) kann man aus den in Tabelle 6
erhaltenen Produktionsausbeuten den zeitlichen Verlauf der Arsenaktivitéten fiir ein 100 pAh-
Target berechnen (Tabelle 7 und Abbildung 8). Man nun zwei Strategien verfolgen, um zu
positronenemittierendem *As zu kommen. Entscheidet man sich fiir die Verwendung von
2As, so muss man das Germaniumetalltarget direkt am Tag nach der Bestrahlung verarbeiten.
Dann ist "*As das dominante Nuklid und die in der PET Kamera gemessen Strahlung wird
von seinen Zerfallseigenschaften bestimmt. Die Aktivitit des "*As fillt zwar bereits nach ca. 4
Tagen unter die des "*As, jedoch bleibt *As bis ca. 6 Tage nach EOB aufgrund seiner um den
Faktor 3 hoheren Positronenemission fiir PET-Messungen das dominante Nuklid. Danach

{iberwiegt das langlebige "*As.
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Die andere Mdglichkeit besteht in der Verwendung des "*As. Hierzu bestrahlt man mit
100 pAh (Strahlstrom 20 - 30 pA) und ldsst das Target danach mindestens eine Woche
abklingen. Nach 7 Tagen betrigt die Positronenemission von *As nur noch 40 % der von
"As. So erhilt man fast isotopenreines ™As mit kleinen Verunreinigungen der anderen

Arsenisotope (Tabelle 7).
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Abbildung 8: Zeitlicher Verlauf der Aktivitit (a.)) und der Positronenemission (b.)) der am Zyklotron
erzeugten Radioarsenisotope (E,= 15 MeV, 20 pA, 5 h)
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Tabelle 7: Berechnete Aktivitit bei EOB und zeitlicher Aktivititsverlauf der am Zyklotron produzierten
Radioarsenisotope (E,= 15 MeV, 20 pA, 5 h)

Zeit [d] 245 MBq]  TAsMBg P ;ﬁ:}iﬁjs”” I4s [MBq]  °As [MBgq]

0 (EOB) 713,0 75,0 28,8 47,0 236,0
1 376,0 72,1 15,8 36,4 124,5
2 198,3 69,4 8,7 282 65,6
3 104,6 66,7 438 218 34,6
4 552 64,2 2,6 16,9 18,3
5 29,1 61,7 1,4 13,1 9,6
6 15,3 593 0,8 10,1 5,1
7 8,1 57,1 0,4 7.8 2,7
8 43 54,9 02 6,1 1,4
9 22 52,8 0,1 4,7 0,7
10 12 50,8 0,07 3.6 0,4

Ein weiterer positiver Nebeneffekt der Protonenenergie von 15 MeV besteht darin, dass kein
%Ge (T1» = 270 d) produziert wird. Dieses kann potentiell iiber eine ™Ge(p,pxn)*Ge-
Reaktion erzeugt werden und fithrt dazu, dass der gesamte radioaktive Abfall als ,,3-Lang
Abfall“ entsorgt werden miisste. Die Produktion dieses Isotops beginnt erst bei
Protonenenergien > 20 MeV [139]. Es ist erstaunlich, dass sich {iberhaupt keine
Germaniumisotope im Target nachweisen lassen. Dafiir findet man eine kleine Menge von

%7Ga, das iiber eine "°Ge(p,0)-Reaktion erzeugt wird.
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3.2 Gammaspektroskopie der relevanten Radioisotope

Die Aufnahme von hochaufgelosten Gammaspektren mit HPGe-Detektoren ist insbesondere
im Hinblick auf die Trennung von "’As von ''Ge besonders wichtig, da die Gammalinien mit
der hochsten Intensitit der beiden Nuklide nur 25 keV auseinander liegen. Die
Gammastrahlung wird immer im Anschluss an den radioaktiven Zerfall durch Abregung der
angeregten Zustinde in den Tochterkernen emittiert. Sie hat flir jedes Nuklid eine
charakteristische Zusammensetzung und stellt fiir jedes Isotop eine Art Fingerabdruck dar,
aufgrund dessen das jeweilige Nuklid qualitativ identifiziert werden kann. Es ist mit Hilfe
eines Energie- und Effizienz-geeichten Detektors moglich, die absolute Aktivitdt der
gemessenen Probe zu bestimmen. Die Energieauflosung des verwendeten HPGe-Detektors
liegt bei ca. 1 keV. Im Anschluss sollen die Spektren der zum Themenkomplex gehdrenden

Nuklide gezeigt und diskutiert werden.

3.2.1 Gammaspektrum von 0As

Reines "°As (Abbildung 9) wurde fiir Vorversuche durch Bestrahlung von As,Os am Reaktor
hergestellt. Bei den Zyklotronbestrahlungen zur Produktion von "*>"*As entsteht es als
Nebenprodukt. Allerdings liegt es hier immer im Gemisch mit anderen Nukliden vor. Die
Gammalinien des *As mit Emissionswahrscheinlichkeiten iiber 0,5 % finden sich in Tabelle
8.
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Abbildung 9: Gammaspektrum von "°As a.) logarithmische Darstellung b.) lineare Darstellung
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Tabelle 8: Wichtige Gammalinien vom ®As [135]

Energien "°As [keV] | Hiufigkeit [%]
559,1 45,0
563,23 1,20
657,05 6,20
1212,92 1,44
1216,08 3,42
1228,52 1,22
20963 0,55

3.2.2 Gammaspektrum von "' As

Nca ""As wurde von den Arsenisotopen aufgrund seiner Eigenschaften und der guten
Verfiigbarkeit fiir die Optimierung aller chemischen Abtrennungs- und Markierungsversuche
verwendet. Insgesamt wurden mehr als 95 % aller Versuche mit diesem Isotop durchgefiihrt.

Das Spektrum von '’ As findet sich in Abbildung 10, seine wichtigsten y-Linien in Tabelle 9.
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Abbildung 10: Gammaspektrum von "’ As a.) logarithmische Darstellung b.) lineare Darstellung
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Tabelle 9: Wichtige Gammalinien vom 7’ As [135]

Energien "’ As [keV] Hiiufigkeit [%]
87,85 0,2
125,84 0,00119
139,23 0,0099
161,93 0,146
200,47 0,00107
239,01 1,59
249,81 0,39
270,85 0,0083

281,642 0,058
439,49 0,00102
520,65 0,56

"TAs weist im Vergleich zu allen anderen Nukliden, mit denen sich diese Arbeit beschaftigt,
eine Besonderheit auf. Die Intensitét der einzelnen Gammalinien ist sehr klein (stidrkste Linie
bei 239 keV mit 1,59 %) im Vergleich mit z.B. "’Ge. Dies fiihrt dazu, dass man das "'As im
Spektrum des bestrahlten Targets fast nicht erkennen kann. Hier iiberlagert das ''Ge mit
seinen intensiven Linien fast das gesamte '’ As, obwohl die Aktivitit von beiden Nukliden am
Beginn einer Targetaufarbeitung in derselben Gréfenordnung liegt. Will man alle y-Linien
von "’As im Spektrum sehen, muss eine Probe mehrere Stunden gemessen werden, damit

auch die weniger intensiven Linien gut sichtbar sind.

3.2.3 Gammaspektrum von "'Ge

Das Spektrum von ''Ge wird in der Regel direkt nach der Bestrahlung gemessen, wenn im
Target noch alle produzierten Nuklide nebeneinander vorliegen. Das in Abbildung 11
dargestellte Spektrum wurde nach der Abtrennung von '’As aufgenommen und zeigt reines
7"Ge. Diese Trennung ist nur von kurzer Dauer, da sich durch den Zerfall des ''Ge
kontinuierlich '’As nachbildet. Charakteristisch fiir dieses Spektrum sind die Doppellinien bei
211 und 215 keV und die Linie mit der maximalen Intensitit von 54 % bei 264 keV.
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Abbildung 11: Gammaspektrum von "'Ge a.) logarithmische Darstellung b.) lineare Darstellung

Tabelle 10: Wichtige Gammalinien vom "'Ge [135]

Energien ”'Ge [keV] Hiiufigkeit [%]
211,03 30,8
215,50 28,6
264,44 53,9
367,40 14,0
416,33 21,8
558,02 16,1

"Ge weist iiber 150 verschiedene Gammalinien auf, so dass hier nur eine Auswahl der
intensivsten dargestellt werden kann (Tabelle 10). Misst man die ’’As-Fraktion nach der
Abtrennung des 'Ge, so ist die Linie mit der hochsten Intensitit bei 264 keV in der Regel
nicht mehr zu identifizieren. Alternativ konnte man sich der Linie bei 558 keV bedienen, um
den Abtrennungsfaktor zu bestimmen, da hier kein "’As-Peak einen erhdhten Untergrund
verursachen kann. Die Linie des °As bei 559,1 keV liegt jedoch so eng bei dieser Line, dass

eine Trennung der beiden Signale nicht moglich ist. Daher scheidet diese Mdglichkeit aus.

Es gibt zwei Moglichkeiten, wie das °As in die Probe gelangen kann. Die erste Moglichkeit
sind Spuren von Arsen, die bereits im Targetmaterial vorkommen und durch Bestrahlung mit
Neutronen aktiviert werden. Die zweite Moglichkeit ist die Produktion von inaktivem As
iiber den Zerfall von "Ge wihrend der Bestrahlung von "*Ge. Die Zahl der gebildeten
Arsenisotope ist zwar sehr klein, kann aber zu '®As-Aktivititen im niedrigen Bg-Bereich

fiithren.
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3.2.4 Gammaspektrum von MAs

Ein reines Spektrum von "*As (Abbildung 12) erhilt man, wenn das Zyklotrontarget ca. 10
Tage nach Bestrahlungsende gemessen wird. Dann sind alle kurzlebigen Nuklide ("*"®As) auf

1/1000 ihrer Startaktivitidt abgeklungen (10 Tage entspricht in etwa 10 HWZ).
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Abbildung 12: Gammaspektrum von "*As a.) logarithmische Darstellung b.) lineare Darstellung

Tabelle 11: Wichtige Gammalinien vom "*As [135]

Energien "As [keV] Hiiufigkeit [%]

511,00 58
595,83 59
608,43 0,552
634,78 15,4

Da "As ein uu-Kern ist und entweder einen - oder einen p'-Zerfall durchfiihrt, sicht man im
Spektrum Gammalinien von zwei verschiedenen Tochterkernen. Die Linie bei 634,78 keV
stammt aus dem [’-Zerfall in "Se, die Anderen entsprechen dem B’-Zerfall in "Ge. Zu
beachten ist noch, dass die B’-Emissionswahrscheinlichkeit nur bei 29 % liegt, durch die

Vernichtungsstrahlung aber zwei y-Quanten entstehen.

3.2.5 Gammaspektrum von "*As

Das Spektrum in Abbildung 13 wurde einen Tag nach Ende einer Bestrahlung von
Germanium mit Protonen am Zyklotron aufgenommen. Zu diesem Zeitpunkt ist As die
dominante Spezies im Spektrum. Die anderen Arsenisotope wie '©"*As sind deutlich zu
erkennen, ihre Ausbeute ist jedoch geringer. Reines '>As kann mit hoch angereichertem *Ge
als Target oder iiber einen "“Se/"*As-Generator erhalten werden. Es besitzt noch viele weitere

Gammalininen, deren Haufigkeiten jedoch deutlich unter 1 % liegen.
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Abbildung 13: Gammaspektrum von "*As a.) logarithmische Darstellung b.) lineare Darstellung

Tabelle 12: Wichtige Gammalinien vom "*As [135]

Energien " As [keV] Hiiufigkeit [%]

511 176
629,92 7,92
833,99 79,5
1050,75 0,98

1464 1,11

Wie schon beim "*As liegt die Positronenemission bei der Hilfte der 511 keV

. 2 .. . .
Gammaemission. '>As emittiert somit 88 % Positronen.

3.2.6 Gammaspektrum von "'As

Wegen der geringen Produktionsausbeute von ’'As und wegen der Dominanz von "*7*As im
Gammaspektrum kann man kein separates Spektrum von ''As erhalten. Deshalb wird hier
kein Spektrum gezeigt. Die Gammalinien von ’'As finden sich in Tabelle 13.

Tabelle 13: Wichtige Gammalinien vom TAs [135]

Energien "' As [keV] Hiiufigkeit [%]

174,95 82
326,78 3,03
499,87 3,62
511,0 56,5
1095,49 4,08
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3.2.7 Gammaspektrum von “Ga

Das %’Ga ist kein Positronenemitter, entsteht aber als Nebenprodukt bei der Bestrahlung von

"Ge mit Protonen in einer (p,0))-Reaktion in geringen Ausbeuten.
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Abbildung 14: Gammaspektrum von “’Ga a.) logarithmische Darstellung b.) lineare Darstellung

Das Spektrum in Abbildung 14 wurde bei der Abtrennung des '*"*As aus einem
Germaniumtarget erhalten. Hier zeigt sich deutlich der Vorteil der logarithmischen
Darstellung. Wéhrend in der linearen Darstellung des Spektrums keine Verunreinigung mit

Arsen zu erkennen ist, kann man in der logarithmischen Darstellung eindeutig Spuren von

72,74,76
P As erkennen.

Tabelle 14: Wichtige Gammalinien vom Ga [135]

Energien “4s [keV]

Hiiufigkeit [%]

91,265

93,310
184,576
208,950
300,217
393,527
494,166
703,106
794,381
887,688

3,11
3881
21,410
2,460
16,64
4,56
0,0684
0,0105
0,0540
0,148

50



3.3 Speziation von *As(IIT) und *As(V)

Das Element Arsen kann in verschiedenen Oxidationszustdnden vorliegen (-III, 0, +III, +V).
Trotzdem sind fiir die vorliegende Arbeit nur die beiden Oxidationszustinde *As(III) und
*As(V) von praktischer Bedeutung. Eine genaue Untersuchung der vorliegenden
Arsenspezies mit normalen analytischen Methoden erscheint aufgrund der geringen
Substanzmengen des radioaktiven Arsens nicht moglich. Es liegen jedoch aus der Literatur
genaue Daten zum Verhalten von Arsen in wéssrigen Losungen vor. Die Spezies, in der das
Arsen vorliegt, ergibt sich aus dem Redoxpotential (Eh-Wert) und dem pH-Wert der Losung
(Abbildung 15). Fiir diese Arbeit von Interesse sind insbesondere die Arsenspezies der beiden

Oxidationszustinde, die in neutralen wéssrigen Losungen vorliegen.
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Abbildung 15: Pe-pH-Diagramm von Arsen in Wasser bei 25 °C [142] und Eh-pH-Diagramm von Arsen
bei 25 °C [38]

Das flinfwertige Arsen liegt unter oxidierenden Bedingungen im niedrigen pH-Bereich
zwischen 2 und 6,9 als H,AsO4 vor. Bei hoheren pH-Werten liegt es hingegen als HAsO4*
vor. Die neutrale (H3AsOy4) und die vollstindig deprotonierte Form der Arsensiure (AsO4>)
bilden sich nur im stark sauren, bzw. stark basischen Milieu. Von weitaus grofBerem Interesse
fiir diese Arbeit sind jedoch die dreiwertigen Arsenspezies. Dreiwertiges Arsen liegt iiber
einen weiten pH-Bereich (< ~ 9,2) unter reduzierenden Bedingungen als neutrales H3;AsO;
vor [38]. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass es sich auch bei der in wissrigem
Medium vorliegenden Spezies von *As(III) um H3AsO; handelt. Fiir zukiinftige Experimente
sollte der pH-Wert deutlich genauer beobachtet werden, als dies bisher der Fall war. Ebenso
kann eine Messung des Eh-Wertes weiter dazu beitragen, dass noch mehr Informationen iiber

das Redoxverhalten des *As in wissrigen Losungen erhalten werden konnen.
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3.3.1 Speziation von *As(III), *As(V) und Bestimmung der Markierungsausbeute
mittels Radio-DC

Radioaktive nca Arsenisotope konnen wihrend der radiochemischen Targetaufarbeitung in
den beiden Oxidationszustinden *As(II) und *As(V) vorliegen. Darum ist eine genaue
Kenntnis des Oxidationszustandes wihrend der Targetaufarbeitung erforderlich. Prinzipiell ist
die Ionenchromatographie sehr gut zur Bestimmung des Oxidationszustandes geeignet.
Insbesondere fiir das Verhalten von *As(IIl) und *As(V) auf dem Anionenaustauscher AG 1-
X8 liegen sehr genaue experimentelle Daten vor [102, 103, 105, 107]. Dies ist jedoch ein zeit-
und arbeitsintensives Verfahren, welches sich nicht zur schnellen Uberpriifung des
Oxidationszustandes im neutralen wéssrigen Medium oder organischen Ldsungsmitteln
eignet. FEine schnelle und wunkomplizierte Alternative bietet sich durch die
Diinnschichtchromatographie an. In der Literatur findet man eine groe Auswahl an
Laufmitteln und auch unterschiedliche feste Phasen wie Papier oder Silicagelplatten [89, 122,
123], um eine Trennung der Oxidationsstufen zu erreichen. Die vorgeschlagenen Laufmittel
wie Methanol / 5 M HCI (2 : 1) und Aceton / 1 M HCI (1 : 1) fithrten zur teilweisen
Auflosung der DC-Platten und wurden deshalb nicht eingesetzt. Es konnte jedoch eine in
vorhergehenden Arbeiten entwickelte Methode zur Trennung von getrigertem '°As(III) und
®As(V) [143] auf das nca ">"*""As-System iibertragen werden. Die Trennung der beiden
Oxidationsstufen des Arsens beruht hierbei auf ihrer unterschiedlichen Neigung, mit Tartrat
Komplexe zu bilden [144]. Daraus resultieren unter Verwendung des Laufmittels 0,01 M
Natriumtartrat / Methanol (3 : 1) die unterschiedlichen R~Werte fiir As(V) 0,9 und As(III) 0,6
(Abbildung 16).

*As(V) ‘b
*As(I1) q

* As-Bevacizumab & 0

Abbildung 16: 7TAs(V), "’ As(IIT), ”’As markierter Antikorper Bevacizumab und Standardmarkierungen
zur Bestimmung der Rf-Werte. Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol (3 : 1)
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Mit dieser Methode konnen wissrige, aber auch organische Losungen wir Ethanol oder CCly
analysiert werden, da diese Losungsmittel sehr schnell verdampfen. Konzentrierte Sduren
(HCl, HF) konnen jedoch nicht analysiert werden, da sie die DC-Platte zerstoren. Aus diesem
Grund ist die Radio-DC-Methode nicht geeignet, um den Oxidationszustand des *As in der

Targetlosung zu bestimmen.

Es zeigte sich, dass das Radio-DC-System ebenfalls eingesetzt werden kann, um die
Markierungsausbeute von Antikdrpern mit *As zu bestimmen. Hierbei fdllt der Antikrper
auf der Startlinie aus (R¢= 0) und besitzt somit einen von beiden Arsenspezies deutlich
verschiedenen Re-Wert. Die Ausbeutebestimmung mittels SEC-HPLC liefert vergleichbare
Ergebnisse. Trotzdem liegen die mit Radio-DC bestimmten Markierungsausbeuten immer 5-
10 % unter den mittels HPLC bestimmten Ausbeuten.

3.3.2 Bestimmung des Oxidationszustandes von '’ As in einem am Kernreaktor
bestrahlten GeQ,-Target mittels Anionenaustauschchromatographie

Eine interessante Frage ist, in welchem Oxidationszusand das '’ As nach der Bestrahlung eines
GeO,-Targets vorliegt. Zunichst erscheint die Frage nach dem Oxidationszustand des '’As im
Target eine rein akademische Fragestellung zu sein. Es zeigte sich jedoch im Laufe dieser
Arbeit, dass sich am Ende jede gewonnene Information als niitzlich erweisen kann. Das
Germanium liegt als GeO, im Oxidationszustand +(IV) vor. Durch Neutroneneinfang bildet
sich "Ge und zerfillt nach B-Emission in 77As, einem Element mit einer um eins erhdhten

Ordnungszahl:

77 N
2 Geys >33 4544
Formel 2: p™-Zerfall von ""Ge in "’As

Da das ""As allerdings noch die Elektronenhiille des Ge(IV) besitzt, wiirde dies rein
theoretisch einen Oxidationszustand von '’ As(V) bedeuten.

Es gibt jedoch aus der Literatur und auch aus im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimenten die Vermutung, dass ein erheblicher Teil des gebildeten ''As zunichst als
7 As(1II) vorliegt. Dies konnte durch Verwendung einer neu entwickelten Trennungsmethode
von Ge(IV), "’ As(IIT) und "’As(V) durch Anionenaustauschchromatographie nach dem Losen

des Targets in HFy,n, bestétigt werden.

Einige Veroffentlichungen beschéftigten sich bereits mit diesem Thema. So untersuchten
Maki et al. [122] am Reaktor bestrahlte GeO,-Targets mittels Diinnschichtchromatographie
auf Kieselgelplatten im System ''Ge/’’As und fanden Bedingungen, unter denen sich "'Ge,

"7As(I1T) und 7’As(V) voneinander trennen lassen. Das GeO,-Target wurde dabei in 1,5 M
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KOH gelost und dann mittels Radio-DC untersucht. Es zeigten sich zwei Erkenntnisse. Ein
Radio-DC aus der Targetlosung ohne die Zugabe von inaktivem Arsentridger ergab einen
77 As(IIT)-Gehalt von nur 6 %. Erst bei Zugabe von inaktivem As(IIT)-Tréger konnten ab einer
Konzentration von >10 mM As(IIl) signifikante Mengen von 'As(Ill) von > 75 %
beobachtet werden. Die Autoren interpretieren ihre Ergebnisse so, dass das ''As zunichst
nach dem B-Zerfall des "'Ge im Oxidationszustand ""As(III) vorliegt. Im Anschluss soll
dieses dann durch in der KOH gelosten Sauerstoff schnell zu ’As(V) oxidiert werden.
Vergleichbare Ergebnisse erzielten Genet et al. [124, 145, 146], als sie ein am Reaktor
bestrahltes GeO,-Target mit Papierelektrophorese untersuchten. Es wurde ebenfalls eine
Autooxidation des ""As(III) zu "'As(V) beobachtet, wenn kein inaktiver As(IIl) Triger
zugesetzt wurde. Erst das Zusetzen von ca. 10 mM As(IIl) fiihrte zu gemessenen Werten von
85 % "As(IIl) und 15 % "As(V). Die Autoren untersuchten ebenfalls den Einfluss von
Temperatur und pH-Wert auf das Verhiltnis '’ As(III)/”’As(V). Eigene Versuche mit in 0,5 M
NaOH gelosten GeO,-Targets zeigten ebenfalls eine schnelle Oxidation des in der Losung
befindlichen 7’ As(III) zu "’As(V), als diese mit der in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Radio-DC-
Methode untersucht wurden. Direkt nach dem Lésen betrug der ' As(IIT)-Gehalt noch 30 %,
wihrend nach 1 h nur noch ""As(V) vorlag. Die eigentlich interessante Frage ist jedoch, ob
eine schnelle Oxidation des "’As(IIl) ebenfalls in HF-Medium stattfindet. Diese Frage kann
mit der Radio-DC-Methode nicht beantwortet werden, da die als Losungsmittel verwendete
HF die DC-Platte zerstort. In der Folge der Entwicklung einer Methode zur Abtrennung von
*As aus Germaniummetalltargets mittels Anionenaustausch ergab sich die Moglichkeit, den
Oxidationszustand auch in HF-Medium zu untersuchen (siche MJ07, Kapitel 3.5.8).
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Abbildung 17: Exemplarisches Elutionsprofil von ""Ge, "As(V) und ""As(IIT) auf dem Anionenaustauscher
AG 1-X8
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Hierbei wurde ein GeO,-Target in HF ohne Zugabe von H,0O, geldst und dann auf dieselbe
Anionenaustauschersdule aufgegeben und fraktioniert eluiert (Abbildung 17). Analog der
Methode fiir Germaniummetalltargets bestanden die ersten 4 Fraktionen aus einer Mischung
von 2 M HF / 10 M HCI. Dabei wird das Germanium quantitativ eluiert. Im Anschluss daran
wurde in den Fraktionen 6 bis 16 mit 10 M HCI eluiert. Wie aus der Literatur bekannt [102],
wird unter diesen Bedingungen das "’As(V) weniger stark auf der Siule retardiert als dies
beim "’ As(III) der Fall ist. In den Fraktionen 8, 9 und 10 ist dann das "’ As(V) zu beobachten.
Das Elutionsprofil deckt sich nicht zu 100 % mit dem in Kapitel 3.5.8 beschriebenen, weil
hier nur 500 pl Losung anstatt der sonst ca. 2 ml Targetlosung auf die Sdule aufgegeben
werden. Um sicher zu gehen, dass es sich nicht um ein Artefakt handelt wurden noch ein paar
weitere Fraktionen gesammelt, bevor dann in Fraktion 16 das Elutionsmittel zu 0,1 M HCI
gewechselt wurde. Der Rest des '’ As liegt als '’ As(IIT) vor und kann aufgrund seines groBeren
Verteilungskoeffizienten erst bei niedrigen HCIl-Konzentrationen von der Séule eluiert
werden. Das gesamte ' As(Ill) befindet sich in den Fraktionen 17 und 18. In zwei
Experimenten ergab sich ein Mittelwert von 13 + 11 % ""As(V) und 86 + 13 % As(IIl). Die
schnelle Autooxidation von "'As(IIT) zu ’As(V) wie es Maki et al. und Genet et al. bei ihren
im basischen Medium geldsten GeO,-Targets beobachtet haben fand im sauren HF-Medium
nicht statt. Die Dauer vom Losen des Targets bis zum Aufgeben auf die Sdule betrug ca. 10
min, wihrend die Elution insgesamt iiber 1 h in Anspruch nimmt. Dieses Experiment liefert
im Nachhinein eine Erkldrung fiir die in Kapitel 3.5.4 (MJ04) durchgefiihrten Experimente.
Hierbei wurde beobachtet, dass man aus einem in HF/HCIl gelosten GeO,-Target reines
"7As(IIl) in CCly extrahieren kann, obwohl vorher kein Reduktionsmittel zugegeben wurde.
Es bedeutet auch, dass die bei den anderen Extraktionsmethoden (Nal und HBr) beobachteten
Mengen an *As(V) nicht direkt aus der HF/HCI-Losung extrahiert werden, sondern auf
Oxidation im CCly durch z.B. simultan extrahiertes I, oder Br, zuriickzufiihren sind.
Interessant wére es der Vollstandigkeit halber auch, ein an Zyklotron bestrahltes GeO,-Target
aus seinen *As(IIll)-Gehalt hin zu untersuchen. Die Séulentrennung stand jedoch erst zur
Verfligung, als bereits nur noch die Germaniummetalltargets bestrahlt wurden, weshalb das
Experiment nicht mehr durchgefiihrt werden konnte. Zusammenfassend kann man sagen, dass
bei der Produktion von ''As am Kernreaktor in einem GeO,-Target zunichst '’ As(III)
gebildet wird, welches je nach Wahl des Losungsmittels schneller (NaOH, KOH), oder
langsamer (HF) zu "’ As(V) oxidiert wird.
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3.4 Modifizierung von monoklonalen Antikorpern zur Markierung mit
Radioarsenisotopen

Die Strategie der Markierung von Proteinen mit Arsen beruht auf der hohen Affinitit des
Arsens zu Thiogruppen. Es gibt zum Einen die Moglichkeit, das Arsen direkt mit Molekiilen
umzusetzen, die bereits SH-Gruppen enthalten. Auf der anderen Seite kdnnen Molekiile ohne
freie Thiogruppen ebenfalls markiert werden, wenn zusétzliche SH-Gruppen in das Molekiil
eingefiihrt werden. Fiir Proteine wie Antikérper gibt es dafiir kommerziell verfligbare
Standardmethoden.

3.4.1 Modifizierung eines Antikorpers mit SATA zur Einfiihrung von
zusiatzlichen Thiogruppen

Eine bereits in einer fritheren Arbeit verwendete Moglichkeit [66, 136] ist die Einfiihrung von
zusitzlichen SH-Gruppen mittels SATA (N-succinimidyl S-acetylthioacetat) [147]. Dabei
wird der AntikOrper in einem ersten Schritt mit dem Reagenz SATA umgesetzt (Abbildung
18). Die primdren Amingruppen des Antikorpers reagieren mit dem N-Succinimidester unter

Abspaltung von N-Hydroxysuccinimid und Bildung einer biologisch stabilen Peptidbindung.

Antikorper mit priméren SATA SATA-modifizierter Antikorper mit

Aminogruppen My = 321,23 N\OH Acetyl-geschiitzter SH-Gruppe

(0]

Abbildung 18: Modifizierung eines Antikérpers mit SATA

Das SATA wird dazu in DMSO gel6st (10 mg/ml) und 10 pl der Lésung zu 500 pl Antikorper
in PBS-Puffer gegeben. Nach 30 min Reaktionsdauer wird die komplette Losung mittels
Gelfiltration (HPLC mit HiTrap Desalting Séule) aufgereinigt. Hierbei trennt man die grof3en
Antikorpermolekiile (My = 150 kDa) von den tiiberschiissigen SATA und DMSO Molekiilen,
da diese bei den weiteren Reaktionsschritten stdren wiirden. Das Volumen der Losung
vergrofert sich dadurch auf ca. 1 ml. Der SATA-modifizierte Antikorper tridgt nun Acetyl-
geschiitzte SH-Gruppen und kann sogar in dieser Form gelagert werden. Die SH-Gruppen
sind sehr instabil gegen Autooxidation und sollen deshalb erst kurz vor bzw. wihrend der
Markierung entschiitzt werden. Die Menge an SATA und die Reaktionsdauer sind so
bemessen, dass pro Antikorper am Ende ca. 3-4 freie SH-Gruppen vorliegen. Die Zahl der

SH-Gruppen kann mit Hilfe von Ellman’s Reagenz bestimmt werden [148].
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Abbildung 19: Entschiitzung eines SATA-modifizierten Antikorpers mit Hydroxylamin

Die Entschiitzung wird durch Zugabe von Hydroxylamin erreicht. Laut der
Bedienungsanleitung fiir SATA [147] sollen zu der Antikorperlosung 100 pl PBS-Puffer (0,5
M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) zugegeben und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert
werden. Danach soll das iiberschiissige Hydroxylamin ebenfalls mittels Gelfiltration entfern
werden. Diese Vorgehensweise wurde in dieser Arbeit jedoch leicht abgewandelt. Die
Arsenaktivitdt, wurde nach der Targetaufarbeitung immer in 500 pl PBS-Puffer (0,5 M
Hydroxylamin, 25 mM EDTA) erhalten (bei allen Fliissig-Fliissig-Extraktionsmethoden) oder
eine Ethanolfraktion mit Radioarsen durch Zugabe von 500 pl PBS-Puffer (0,5 M
Hydroxylamin, 25 mM EDTA) verdiinnt. Diese Losung wurde direkt mit dem SATA-
modifizierten Antikorper fiir 1 h umgesetzt, um die Entschiitzung und Markierung
gleichzeitig durchzufiihren, um eine ungewollte Oxidation der SH-Gruppen zu verhindern. Im
Anschluss an die Markierung kann dann noch eine Gelfiltration erfolgen, um das

Hydroxylamin wieder abzutrennen.

3.4.2 Modifizierung von Antikorpern mit TCEP zur Einfithrung von
Thiogruppen

Eine weitere Mdglichkeit, Thiogruppen in Proteinen zu erzeugen besteht in der Reduktion
eines Teils der Disulfidbriicken, die in dem Molekiil vorhanden sind. Dazu sind aus der
Literatur einige Reduktionsmittel bekannt. Dithiothreitol, Mercaptoethanol und 2-
Mercaptoethylamin sind jedoch selbst Thiole, die im UberschuBl zugegeben werden miissen,
um in einer Gleichgewichtsreaktion einige Disulfidgruppen des Proteins zu zerstéren. Im
Anschluss an die Reaktion wird das Reduktionsmittel dann wieder mittels Gelfiltration
entfernt. Dies birgt das Risiko, dass nach der Gelfiltration noch Spuren der Thiole in der
Antikorperlosung vorhanden sind. Bei der Verwendung von Arsen in nicht getrdgerten
Mengen konnte dann eventuell das Thiol und nicht der Antikorper markiert wird. Einen
Ausweg bietet die Verwendung von TCEP (Tris(2-carboxyethyl)phosphin). Hierbei handelt es
sich um ein Reduktionsmittel auf Phosphinbasis, das im Gegensatz zu den Thiolen keine
Gleichgewichtsreaktion mit den Disulfidbriicken eingeht, sondern quantitativ abreagiert. Es

besitzt keine Thiogruppen und reagiert deshalb auch nicht mit dem Radioarsen.
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Abbildung 20: Reduktion von Disulfidbriicken mit TCEP
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TCEP ist in wissrigen Losungen iiber einen langen Zeitraum stabil. Darum wurde eine
Stammldsung mit 12 mg/ml hergestellt. Aus dieser Losung werden pro Markierung 10 pl
(410 nmol) zu 1,25 mg Antikorper und der radioaktiven Arsenfraktion in PBS-Puffer
zugegeben. Dies entspricht der in der Bedienungsanleitung empfohlenen Menge [149]. Die
Generierung freier SH-Gruppen und die Markierung laufen dabei parallel ab. An die
erfolgreiche Markierung muss sich dann jedoch unbedingt eine Gelfiltration anschlieen, um
das iiberschiissige TCEP wieder aus der Losung zu entfernen. Entfernt man das TCEP nicht,
so reagiert es immer weiter. Dies fiihrt dazu, dass irgendwann zu viele Disulfidbriicken im
Antikorper gespalten werden und er so stark beschidigt wird, dass er seine Immunoreaktivitét

verliert.

3.4.3 Erstellen einer Kalibrationsgeraden zur Bestimmung der
Antikorperkonzentration

In der Regel ist die Konzentration eines Antikorpers zu Beginn eines Experimentes bekannt.
Wihrend der Modifizierung des Antikdrpers mit SATA oder der Aufreinigung nach erfolgter
Markierung mittels TCEP wird der Antikorper einer Gelfiltration unterzogen. Dabei bleibt
immer eine unbekannte Menge Antikorper auf dieser Sdule hingen. Um die genaue
Konzentration des Antikorpers nach einer Gelfiltration bestimmen zu konnen muss ein
Aliquot aus der Losung entnommen und dessen Absorption bei 280 nm gemessen werden.
Durch Vergleichen der gemessenen Absorption mit einer Standardkurve kann man dann die
genaue Konzentration bestimmen. Um moglichst wenig Antikorper flir diese Messung zu
verbrauchen, wurde eine Kalibrationsgerade erstellt, bei der je 50 pl aus den Proben
entnommen wurden. Aus den Messungen der Absorption einer Verdiinnungsreihe des

Antikdrpers Bevacizumab wurde eine Kalibrationskurve erhalten (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Eichgerade zur Bestimmung der Antikdrperkonzentration mittels UV-Vis-Spektroskopie

Die Konzentrationen der Verdiinnungsreihe sollten innerhalb der zu erwartenden Werte einer
zu messenden unbekannten Probe liegen. Alle Experimente wurden mit
Antikorperkonzentrationen zwischen 1,25 mg/ml und 0,625 mg/ml gestartet, so dass diese
Bedingung erfiillt ist. Die genaue Konzentration muss bekannt sein, damit die Zahl der SH-
Gruppen pro Antikdrpermolekiil korrekt bestimmt werden kann. Verwendet man den
Antikdrper in biologischen Experimenten muss die Konzentration ebenfalls korrekt bestimmt
werden. Setzt man die gemessene Absorption der unbekannten Probe in die Geradengleichung
der Regressionsgerade ein und 16st nach x auf, erhélt man direkt die Konzentration in mg/ml.
Aus den Messungen der Antikorperkonzentration vor und nach einer Gelfiltration konnte
bestimmt werden, dass der Verlust an Antikorper pro Gelfiltration (HPLC mit 5 ml HiTrap
Desalting Sdule) bei ca. 30 % liegt.

3.4.4 Bestimmung der Anzahl der SH-Gruppen pro Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten AntikOrper besitzen keine freien SH-Gruppen. Diese
miissen erst mit einer der beiden oben beschriebenen Methoden zusétzlich eingefiihrt werden.
Die Menge der generierten SH-Grupen hiangt sowohl von der Substanzmenge der Reagenzien,
als auch von der Inkubationszeit ab. In der Literatur [147, 149] finden sich Richtwerte, jedoch
muss die genaue Zahl fiir jedes Protein separat bestimmt werden. Eine einfache Methode zur
Quantifizierung von SH-Gruppen in waéssriger Losung ist die Verwendung von Ellman’s
Reagenz. Ellman’s Reagenz, ein Disulfid reagiert dabei mit den in Losung vorhandenen SH-
Gruppen zu einem gemischten Disulfid und Thionitrobenzoesdureanion (Abbildung 22).
Dieses Anion hat bei 412nm in PBS-Puffer einen sehr groen molaren
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Extinktionskoeffizienten von 14.500. Dies resultiert in einer Gelbfarbung der Losung, die
man mittels eines UV-Vis Spektrometers messen kann.

0
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Ellmans Reagenz: 5,5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesiure) gemischtes Disulfid Thionitrobenzoeséure

Abbildung 22: Verwendung von Ellman’s Reagenz zur Bestimmung der SH-Gruppen Konzentration

Zur Quantifizierung gibt es zwei Moglichkeiten. Man kann eine Eichgerade erstellen, indem
man eine Verdiinnungsreihe mit Cysteinstandards misst. Die unbekannte Probe wird dann
analog hergestellt und von allen Proben die Absorption bei 412 nm gemessen. Aus den
Werten der Standards erhélt man eine Kalibrationskurve und kann daraus den Gehalt an SH-
Gruppen in der unbekannten Probe berechnen. Alternativ kann man die Konzentration auch
direkt aus der gemessenen Absorption berechnen, da der molare Extinktionskoeffizient

bekannt ist.

A
b-E

Formel 3: Formel zur Berechnung der Konzentration freier Thiogruppen

C

Hierbei sind A: Absorption, b: Weglinge durch Kiivette (1 cm), E: 14.500 M'cm™.

Beide Methoden wurden miteinander verglichen und es ergab sich eine Abweichung von nur
5 %, was fiir das Experiment vollkommen ausreichend ist. Aus diesem Grund wurde in
spiteren Experimenten die Konzentration ohne Aufnahme einer Standardkurve direkt
berechnet. Fiir die SATA-Modifizierung wurde unter den gewihlten Bedingungen 3-4 SH-
Gruppen pro Antikorper erhalten, wéhrend die Verwendung von TCEP 5-8 SH-Gruppen pro
Antikorper ergab. Allerdings wurden diese Daten in den ersten Experimenten erhalten und

danach nicht mehr regelméBig kontrolliert.
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3.5 Abtrennungsmethoden fiir nca *As aus Germaniumtargets und
Markierung des Antikorpers Bevacizumab

Nach der in Kapitel 3.1 beschriebenen Isotopenproduktion von "**”’As ist der nichste Schritt
die Abtrennung des *As aus dem Targetmateial. Zur einfacheren Nomenklatur wurden die
einzelnen entwickelten Abtrennungsmethoden von MJO1 bis MJO8 durchnummeriert. Da
sowohl GeO; als auch Germaniummetall fiir Bestrahlungen eingesetzt wurden, miissen
Abtrennungsmethoden fiir beide Materialien entwickelt werden. Der fundamentale
Unterschied besteht darin, dass sich Germaniummetall nur in Mischungen von Sduren und
Oxidationsmitteln 16st (z.B. HCI/HNO; oder HF/H,0,), wihrend GeO, auch ohne Zugabe
von Oxidationsmitteln geldst werden kann (z.B. in NaOH oder HF). Dies bedeutet, dass die
Abtrennungsmethoden fiir Germaniummetall auch auf GeO, {iibertragen werden konnen,
jedoch nicht umgekehrt. Neben der reinen Isotopentrennung besteht die zweite Aufgabe darin,
das abgetrennte *As in eine Form zu tiberfiithren, die in der Lage ist, mit freien SH-Gruppen
in nanomolarer Konzentration zu reagieren und somit Antikorper zu markieren. Da es sich bei
Antikorpern um sehr empfindliche Biomolekiile handelt, kann man davon ausgehen, dass man
Bedingungen bendétigt, die biokompatibel sind. Dies bedeutet wéssrige Losungen mit einen
neutralen pH-Wert. Alle in der Literatur beschriebenen Abtrennungsmethoden kdénnen das
Arsen jedoch nicht in den bendtigten Bedingungen bereitstellen. Sie liefern entweder
gereinigtes *As in hoch konzentrierten Sduren [90, 93, 98] oder in organischen, mit Wasser
nicht mischbaren Losungsmitteln [94, 96, 97]. Deshalb bestand eine Hauptaufgabe dieser
Arbeit darin, die gesamte Prozedur so zu entwickeln, dass die oben genannten Bedingungen
erreicht werden konnten. Ob die Abtrennungsmethoden prinzipiell dazu geeignet sind, um
Antikorper zu markieren, wurde direkt im Anschluss an die Abtrennung mit dem
monoklonalen Antikdrper Bevacizumab (Handelsname Avastin) getestet.

3.5.1 Abtrennung von 72/74/77

extraktion (MJ01)

As aus einem GeQ,-Target mittels Festphasen-

Diese Methode zur Abtrennung von nca *As Isotopen aus GeO2 Targets [120] ist bis heute
die einzige, die bis zur Markierung von biologisch aktiven Molekiilen weiterentwickelt und
veroffentlicht wurde [66, 136]. Im Zuge dieser Arbeit wurde versucht, einige Schwachpunkte
dieser Methode auszurdumen. Eine schematische Darstellung der Methode findet sich in
Abbildung 23.

Losen des GeO, Fixierung von *As auf einer Elution von *As
in 5 ml HF oy, —> | Bond Elut ENV Kartusche | — | mit 500 ul EtOH

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Abtrennung von *As aus GeO,-Targets mittels
Festphasenextraktion
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3.5.1.1 Losen des GeO,-Targets

Der erste Schritt zum Abtrennen des *As aus dem GeO,-Target besteht im Auflosen des
Targets. GeO, 16st sich nicht in vielen verschiedenen Losungsmitteln. Als Losungsmittel
wurde z.B. Wasser vorgeschlagen (453 mg/100 ml bei 25 °C) [89]. Dies deckt sich nicht mit
eigenen Beobachtungen. Aullerdem gibt es keine beschriebene Abtrennungsmethode fiir As
und Ge in Wasser und auch das zu erwartende grofe Volumen ist sehr unpraktisch. Die
zweite beschriebene Methode besteht in der Verwendung von Laugen wie NaOH [95] oder
KOH [94]. Dies wurde genau so beobachtet, allerdings sind diese Laugen nicht in
vergleichbarer Reinheit wie die verwendeten S&uren erhéltlich (niedriger ppb-Gehalt an
metallischen Verunreinigungen, insbesondere an Arsen). Da jede Zugabe von inaktivem
Arsen die spezifische Aktivitdt verschlechtert, wurde die Verwendung von Laugen als
Losungsmittel nicht in Betracht gezogen.

Ebenso konnte die in der Literatur beschriebene Loslichkeit von GeO; in 5 M HCI [97] nicht
beobachtet werden. Deshalb wurde auf die in der Literatur wenig beschriebene Verwendung
von HFy,y,, als Losungsmittel zuriickgegriffen. Das in dieser Arbeit verwendete GeQO; ist zu
100 % in HFy,, l6slich, wiahrend andere kommerzielle Produkte dies nicht waren oder
unlosliche Bestandteile aufweisen. Die Reaktion von GeO, mit HFy.,, filhrt direkt zu der
Bildung von GeF¢® [89]. Diese ionische Form des Germaniums bietet eine einfache
Moglichkeit, es von nicht inonischen Arsenspezies abzutrennen.

3.5.1.2 Fixierung und Reinigung des *As auf einer Festphasenextraktions-
kartusche

Zu dem in HFy,, gelosten Target wird Nal zugegeben und es bildet sich eine rotliche Losung,
die beim ldngeren Stehen lassen tief rot wird. Dies ist auf die Bildung von lod aus dem Nal
zurlickzufiihren. Mit Hinblick auf eine spédtere Verwendung der radioaktiven Losung fiir in
vivo-Anwendungen wurde das urspriinglich verwendete KI [120] durch Nal ersetzt. Die
Losung wird iiber eine Bond Elut ENV-Kartusche laufen gelassen. Dabei kann das *As zu
> 90 % auf der Kartusche fixiert werden, wihrend das ionische GeF62' nicht von der Saule
retardiert wird, worauf die Trennung basiert. Das Sorbtionsmaterial dieser Kartusche besteht
aus einem Styrol-Divinyl-Benzol-Polymer (SDVB), das urspriinglich fiir die Extraktion von
polaren organischen Riickstdnden aus Wasserproben entwickelt wurde. Man kann also davon
ausgehen, dass das *As in einer polaren, aber nicht ionischen Form vorliegt und deshalb im
Gegensatz zum GeF62' fixiert wird. Die Verteilungskoeftizienten fiir As und Ge auf diesem
Material sind nicht literaturbekannt und wurden auch nicht experimentell bestimmt. Der
gesamte Aufbau besitzt ein relativ grofes Totvolumen. Deshalb wurde ein zusétzlicher
Reinigungsschritt mit einem Gemisch aus HFy,n, und Nal etabliert. Hiermit werden Reste des

GeF62- von der Sdule gewaschen, wiahrend das *As quantitativ auf der Sdule bleibt. Dieser
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Reinigungsschritt kann jedoch nicht alles Germanium von der Sdule entfernen. Dies ist
wahrscheinlich weniger auf eine Absorption des GeF62' auf dem Sdulenmaterial, als vielmehr
auf Reste der HF-Losung zuriickzufiihren, die sich aufgrund des Totvolumens des

Versuchsaufbaus nicht vollstdndig entfernen lassen.
3.5.1.3 Elution des abgetrennten *As von der Bond Elut ENV Kartusche

Nach erfolgter Trocknung der Kartusche im Argonstrom kann diese mit 500 pl Ethanol eluiert
werden. Im Gegensatz zu den verdffentlichten Daten [120] konnten hier nur ca. 50 % der
fixierten *As-Aktivitét eluiert werden. Allerdings kann die lange Trocknung im Argonstrom
die Eigenschaften der Kartusche etwas verdandert haben. Das Ethanol eluiert leider zusitzlich
zum *As auch das auf der Kartusche fixierte lod, das aus der Nal-Losung kommt. Um die
Absorption des Iods zu minimieren wurden Bond Elut ENV Kartuschen mit 25 mg Inhalt,
anstatt der urspriinglich 100 mg Kartuschen verwendet. Eine Verschlechterung der Fixierung
des nca *As wurde hierbei nicht beobachtet. Der Restgehalt an Germanium in der Ethanol
Losung liegt bei 60,1 pg = 27 pg (bezogen auf 100 mg GeO,). Dies ergibt einen
Abtrennungsfaktor von 1344 + 666 oder eine mittlere Abtrennung des GeO, von 99,93 %.
Diese Restmengen an Germanium storen die spitere Markierung von Antikérpern nicht. Auch
sollte man die Toxizitidt solcher Mengen vernachldssigen konnen. Zyklotron-Targets, bei
denen keine radioaktiven Germaniumisotope erzeugt werden kann man mit dieser Methode

also durchaus verarbeiten.

Anders sieht dies jedoch fiir Bestrahlungen am Kernreaktor aus. Hier werden neben dem
benétigten ""As auch ""Ge (Ty, = 11,3 h) und Ge (Ty2 = 11,4 d) in nicht unerheblichen
Aktivititen produziert. Diese konnten bei einer Produktion des '"As im GBg-MaBstab an
Hochflussreaktoren fiir therapeutische Zwecke zum Problem werden, da man bei einer im
Vergleich zum TRIGA-Reaktor um den Faktor 1000 gesteigerten Produktion des '’As

gleichzeitig auch mehr ungewollte Nebenprodukte mitproduziert.

3.5.1.4 Bestimmung des Oxidationszustands von *As

Die wichtigsten Parameter am Ende der Abtrennung des *As aus dem GeO, Target sind am
Schluss die radiochemische Reinheit, der pH-Wert und der Oxidationszustand, da nur *As(III)
mit SH-Gruppen in nanomolaren Konzentrationen reagiert. Betrachtet man sich die Literatur
zum Thema Arsen und Reduktion von As(V) zu As(Ill), so wird immer wieder
selbstverstandlich davon gesprochen, dass Nal in der Lage ist, das Arsen zu reduzieren,
welches dann als Asls vorliegen soll [85, 89, 94, 96, 97, 120]. Uberraschenderweise konnte
dies fiir die nca *As Isotope so nicht bestétigt werden. Eluiert man das *As mit Ethanol von
der Sdule und bestimmt den Oxidationszustand mittels Radio-DC, so findet man 100 %
*As(V) (siehe Tabelle 15). Eine Erkldrung hierfiir ist das gebildete lod, welches als
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Oxidationsmittel flir das *As(III) wirkt. Lost man Nal in HFy,y,, so wird ein kleiner Teil der
Iodid-Ionen zu elementarem lod oxidiert. Dieses ist optisch an der rétlichen Verfarbung der
HF-Losung zu erkennen. Das lod wird dann im Gegensatz zu den im Uberschuss
vorhandenen lodid-Ionen genauso wie das *As auf der Bond Elut ENV Kartusche fixiert. Mit
dem Entfernen des eigentlichen Reduktionsmittels Iodid aus dem Gleichgewicht kommt es
dann zu einem Uberschuss an Oxidationsmittel Iod, was nach der Elution mit Ethanol das *As
zu *As(V) oxidiert. Gibt man nun 500 pl PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA)
dazu, so hat dies zwei wichtige Effekte. Zum Einen wird das Iod direkt wieder zu lodid
reduziert, was sich durch die Entfiarbung der Losung bemerkbar macht. Zum Anderen wird
das *As(V) quantitativ zu *As(IIl) reduziert und kann somit zum Markieren von Antikérpern

eingesetzt werden.

*As(V) @ E )
* As(III) %

%

Abbildung 24: Radio-DC zur Bestimmung des Oxidationszustandes: a.) Ethanol; b.) PBS-Puffer

Tabelle 15: Oxidationszustand von *As in Ethanol und PBS-Puffer mit Hydroxylamin

Oxidationszustand Ethanol | [%] Oxidationszustand in PBS | [%]

*As(I1I) 0 *As(III) 99
*As(V) 100 *As(V) 1

Die urspriingliche Theorie, dass es sich bei dem abgetrennten *As um *Asl; handelt, scheint
somit hinfdllig, da sich in der wéssrigen Phase nur noch ein Bruchteil der urspriinglich
hinzugegebenen lodid-Ionen befindet. Es sollte sich eher um eine hydrolysierte Form des
*As(Ill) wie z.B. As(OH); handeln. Eine genaue Analyse der vorhandenen Spezies mit
konventionellen Methoden ist aufgrund der geringen Mengen an radioaktivem Arsen nicht

moglich.
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3.5.1.5 Zusammenfassung Abtrennungsmethode mittels Festphasenextraktion

Die typischen Ergebnisse einer Abtrennung von *As(IIl) aus einem am TRIGA bestrahlten
GeO,-Target sind in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Ergebnisse der Abtrennung von ”’As aus "' GeO,-Targets mittels Festphasenextraktion

Ausbeute [%] Fehler

" As auf Bond Elut ENV fixiert 92,2 £6,2
" As eluiert mit 500 pl EtOH 39,6 + 14,4
T As(1IT) in EtOH / PBS 98,5 +0,7
Reinheit 7’ As 99,93

Der Abtrennungsfaktor flir Germanium liegt bei 1344 + 666. Dies bedeutet einen
Germaniumgehalt von 60,1 pg = 27 pg bezogen auf urspriinglich 100 mg GeOs.

Vorteile dieser Methode:

Die Abtrennung mittels Festphasenextraktion ist im Vergleich zu anderen Methoden relativ
schnell. Driickt man die Losungen mit Druck durch die Sdule, so kann man die Zeit der
eigentlichen Abtrennung auf wenige Minuten verkiirzen. Diese Methode ist auch die einzige
bekannte, bei der man *As aus einem relativ groBem Volumen (z.B. 5 ml HFy,,,) auf ca.
500 pl in EtOH ohne Erhitzen konzentrieren kann. Eine essentielle Bedingung zur weiteren
Verwendung des abgetrennten *As ist durch das Erhalten von nahezu 100 % *As(III) nach

der Zugabe von Hydroxylamin als Reduktionsmittel erfiillt.

Nachteile dieser Methode:

Man erzeugt bei der Abtrennung 10 ml radioaktiven HFy,,, Abfall und sollte alle
Arbeitsschritte immer in einer Glovebox durchfiihren. Der Trennfaktor As/Ge von etwas iiber
1000 ist zwar fiir Tierversuche vollkommen ausreichend, konnte jedoch bei einer potentiellen
Anwendung am Menschen zum Problem werden. Gerade bei der Verwendung von Flusssdure
muss man sich absolut sicher sein, alle Spuren bei der Trocknung zu entfernen, was die
Prozedur in die Lénge zieht. Gleichzeitig bedeutet eine griindliche Trocknung der Sdule eine
Verschlechterung der Ausbeute bei der Elution mit 500 pl EtOH. Das Ethanol selbst ist
ebenfalls bei der Verwendung der Losung zur Markierung von Proteinen nicht optimal, da es
in zu hoher Konzentration zu Denaturierung von Proteinen fithren kann. Prinzipiell ist diese
Abtrennungsmethode nur mit GeO, durchzufiihren, da sich Germaniummetall nicht in HFyp,
ohne Zugabe von Oxidationsmitteln (HNO3, H,O,) 16st.
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3.5.1.6 Markierunge von SATA-modifiziertem Bevacizumab mit "’ As

Die " As(IlT)-Losung wird mit 1 ml SATA-modifiziertem Bevacizumab in PBS-Puffer fiir 1 h
inkubiert. Dabei dient die zur Reduktion des *As zugegebene Hydroxylamin-Losung
gleichzeitig als Entschiitzungslosung fiir den Antikorper, um freie SH-Gruppen zu erzeugen.

Mit dem SATA-modifizierten Antikorper konnte in diesen Experimenten keine
Markierungsausbeute erzielt werden, obwohl das *As als *As(IIl) vorliegt. Eine einfache
Erkldrung flir diesen Sachverhalt gibt es nicht, zumal eine Zugabe von TCEP als
Reduktionsmittel fiir endogene Disulfidbriicken dazu fiihrt, dass innerhalb einer Stunde eine
Markierung mit Ausbeuten > 90 % erzielt werden kann. Eine mdgliche Erklarung ist die
relativ groe Menge an EtOH (25 %) in der Losung. Retrospektiv ldsst sich jedoch auch
sagen, dass die am Anfang der Arbeit mit dieser Methode durchgefiihrten Markierungen nur
dann erfolgreich waren, wenn TCEP vorher zur EtOH Fraktion zugegeben wurde, um das
gebildete Iod zu reduzieren. Hier wurde das EtOH in der Regel vor seiner Verwendung im

Argonstrom auf 50 - 100 pl eingeengt.

3.5.1.7 Markierungen von Bevacizumab unter Verwendung von TCEP

Die zweite Moglichkeit, freie SH-Gruppen im Antikdrper zu generieren, besteht in der
Verwendung von TCEP zur Reduktion endogener Disulfidbriicken im Antikérper. Dazu wird
die "’ As(III)-Losung und Bevacizumab (1,25 mg) in PBS-Puffer oder 0,9 %iger NaCl-Losung
vereinigt und das TCEP zugegeben. Dies bietet die Mdoglichkeit, die Generierung freier SH-
Gruppen und deren Markierung parallel durchzufiihren. Manchmal wurden die 500 pl Ethanol
auch vorher im Argonstrom auf ca. 50 ul eingeengt. Dies bietet sich vor allem dann an, wenn
man den markierten Antikorper spiter noch mittels Gelfiltration aufreinigen will, weil eine
Volumenreduzierung so einfach durchzufiihren ist. Typischerweise liegen die
Markierungsausbeuten nach 30 Minuten bei 40 % und nach 1 h bei iiber 90 %.

Zur Uberpriifung der Stabilitit der Arsen-mab-Bindung wurde der Antikdrper VG76e mit
50 ul ”’As in Ethanol unter Zugabe von 10 ul TCEP fiir 30 min bei 37 °C umgesetzt. Die
Ausbeute war quantitativ. Nach erfolgter Gelfiltration wurde die Probe aufgehoben und bis zu
6 Tagen die Stabilitit tiberpriift. Das Produkt war stabil. Im HPLC-Chromatogramm kann
man das UV-Signal des Antikdrpers bei 6,8 min sehen (Abbildung 25). Das
korrespondierende radioaktive Signal kommt erst bei 7,5 min, da sich der Radio-Detektor
hinter dem UV-Detektor befindet.
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Abbildung 25: Stabilitiit von "’As-VG76e 100 h nach Markierung mit SEC-HPLC a.) UV (280 nm) b.)
Radiodetektor

Des Weiteren wurde zu 1 mg "’As-VG76e 1 mg BSA in 100 ul PBS-Puffer gegeben und die
Losung zu verschiedenen Zeiten mittels SEC-HPLC auf die Stabilitdit des mab getestet.
Hiermit sollte herausgefunden werden, ob es zu einer Ubertragung des ''As auf andere
Proteine im Blut kommen kann. Mit Hilfe der hochauflésenden SEC-HPLC ergibt sich fiir
den Antikorper mit einer Molmasse von 150 kDa eine Retentionszeit von ca. 6,9 Minuten.
Das leichtere BSA hat eine Molmasse von ca. 68 kDa und wird nach ca. 7,8 min eluiert. Die
Stabilitit des ''As-VG76e wurde bis zu 64 h nach der Inkubation iiberwacht (Abbildung 26)

und es war keine Zersetzung des Markierungsprodukts zu beobachten.
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Abbildung 26: Stabilitit von ”’As-VG76e in 1 mg BSA 64 h nach Markierung mit SEC-HPLC a.) UV
(280 nm) b.) Radiodetektor
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3.5.2 Abtrennung von "*"¥7As aus einem GeO,-Target mittels Fliissig-Fliissig-

Extraktion (LLE) aus HF/Nal-Medium (MJ02)

3.5.2.1 Aligemeines zur Fliissig-Flissig-Extraktion (LLE) zur Trennung von
Arsen und Germanium

Die Trennung von As und Ge in verschiedenen Losungen durch LLE wurde mehrfach in der
Literatur beschrieben [86-89, 94, 96, 97]. Ein Problem bei der Trennung von As(III) und Ge
in HCI-Losungen stellt ihr dhnliches Extraktionsverhalten unter diesen Bedingungen dar [85,
89]. Es gibt zwei Moglichkeiten, dieses zu beeinflussen. Man kann das Arsen zundchst mit
Oxidationsmitteln wie HNO; oder H,O, zu As(V) oxidieren und es erst nach erfolgter
Extraktion des Germaniums als GeCly wieder reduzieren. Diese Strategie ist fiir die geringen
Substanzmengen des nca *As nicht so gut geeignet, da man zunichst das Oxidationsmittel zu
100 % aus der Losung wieder entfernen muss. Auerdem ist es auch schwierig, die 100 mg
GeO, in einem kleinen Volumen HCI zu 16sen. Eine einfachere Alternative bietet die
Verwendung eines anderen Losungsmittels, da nur in HClyo,, sowohl AsCls, als auch GeCly
parallel nebeneinander vorliegen. HFy,,, scheint hierfiir optimal geeignet zu sein, da es mit
GeO, das geladene GeFg™ bildet, das sich nicht in organische Losungsmittel extrahieren lasst
(siche auch Kapitel 3.5.1). Auch ist HF als Losungsmittel fiir GeO, prinzipiell sehr gut
geeignet, da sich 100 mg bereits in 500 pl HFy,, restlos auflosen. In Kapitel 3.3.2 wurde
bereits diskutiert, dass das *As nach Bestrahlung von GeO, am Kernreaktor zunéchst als
*As(IIT) vorliegen sollte. In der Literatur finden sich keine auf dieses Problem zugeschnittene
Aussagen, nur Hinweise [150]. Wenn das *As eine Verbindung mit den Fluoridionen eingeht,
dann spricht vieles dafiir, dass es sich um AsF; handelt. Diese ist eine Fliissigkeit mit einem
Siedepunkt von 57 °C. Im Gegensatz dazu ist AsFs ein fliichtiges Gas mit einem Siedepunkt
von -52,8 °C. Dieses sollte also sofort verdampfen, was allerdings nicht beobachtet wurde.
AuBerdem ist es mdglich, *As aus der HF-Phase in CCly zu extrahieren, wenn man die HFy,,
mit HCI zu etwa 8 M Losung auffiillt (sieche Kapitel 3.5.4). HCI besitzt keinerlei reduzierende
Eigenschaften fiir *As(V). Interessant ist dann natiirlich die Frage, warum man das AsFs, das
unpolar sein sollte nicht in CCly extrahieren kann. Man findet im Lehrbuch [151] folgendes

Gleichgewicht:

2 AsF;  AsE; + AsF,

Formel 4: Autoionisationsgleichgewicht von AsF;

Sollte As(IIT) durch Autoionisation in HF also als Ionenpaar vorliegen, wiirde dies erkléiren,
warum man es nicht extrahieren kann. Erst die Zugabe von anderen Anionen wie CI’, Br™ oder
I' fiihrt dann zu einem unpolaren Molekiil, das sich ins CCly extrahieren ldsst. Mit klassischen
analytischen Methoden beweisen ldsst sich diese Theorie aufgrund der geringen Menge der

nca Arsenatome nicht.
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Eine in der analytischen Chemie bekannte Methode zur Probenvorbereitung bei der
Arsenbestimmung ist die Extraktion von As(IIl) in unpolare organische Losungsmittel und
deren Riickextraktion in wissriges Medium vor einer Analyse [126-128, 152]. Ein dhnliches
Setup (siche Abbildung 27) wurde unter Verwendung von HFyn, als Losungsmittel gewihlt,

um *As aus GeO,-Targets zu extrahieren.

In der Literatur wurden fiir Benzol sehr gute Extraktionsausbeuten fiir As(IIl) beschrieben
[85]. Dies konnte in eigenen Versuchen auch bestdtigt werden. Es zeigte sich jedoch, dass
Benzol keine gute Wahl ist, wenn man das *As danach wieder in die wissrige Phase
extrahieren will. Es konnte keine gute Phasentrennung erreicht werden, was man bereits am
Benzolgeruch der wissrigen Phase erkennen konnte. Die Zugabe von Antikorper zu dieser
Losung fiihrte zu dessen sofortigem Ausfallen. Deshalb wurde CCly als organisches
Losungsmittel flir die Extraktion ausgewihlt. Es weist die geringste Mischbarkeit von allen

getesteten Losungsmitteln mit Wasser auf (0,8 %), was eine gute Abtrennung von der HF

gewihrleistet.
Losen des GeO, Zugabe von Nal und Extraktion Riuckextraktion *As
in HFon, > von *As in CCly > in PBS-Puffer

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Abtrennung von *As aus GeO,-Targets mittels Fliissig-
Fliissig-Extraktion nach Zugabe von Nal

3.5.2.2 Extraktion des *As in CCl; und Riickextraktion in PBS-Puffer

Das in HFyqn, geloste GeO,-Target wird nach Zugabe von Nal mit CCly ausgeschiittelt, und
das *As in die organische Phase extrahiert. Die Extraktionsausbeute von *As betrdgt nach
zwei Extraktionen bis zu 100 %, wihrend das gebildete GeF¢™ in der wissrigen Phase
verbleibt. In der Targetlosung bildet sich nur aus einem kleinen Teil des Iodids elementares
Iod. Dieses macht sich durch eine Rotfirbung der Losung bemerkbar. Bei der Extraktion des
*As in CCly wird ebenfalls das gebildete Iod mit in die organische Phase extrahiert. Um eine
Abschdtzung fiir den lodgehalt in der CCls-Phase durchfiihren zu konnen wurde ein
Tracerexperiment mit '*I (T, = 25 m, P~ (93,1 %)) durchgefiihrt. Hieraus ergab sich fiir eine
Extraktion ein Wert von ca. 160 pg lod in der organischen Phase. Man kann also davon
ausgehen, dass in der wiéssrigen Phase ein Gleichgewicht zwischen beiden Oxidationsstufen
des Iods vorliegt, welches noch stark auf der Seite des lodids liegt und somit das Arsen als
*As(II) vorliegt. Man geht des Weiteren allgemein davon aus, dass As(V) nicht in die
organische Phase extrahiert wird. Erst in der organischen Phase gilt dieses Gleichgewicht

nicht mehr, da nur das unpolare I, in CCly extrahiert werden kann. Somit sollte das Arsen erst
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in der organischen Phase durch das I, zu *As(V) oxidiert werden. Dies konnte mittels der
Radio-DC-Methode auch nachgewiesen werden (Kapitel 3.5.2.3). Dies bedeutet, dass man bei
der Riickextraktion in wissriges Medium ein Reduktionsmittel bendtigt, welches sowohl das
gebildete lod wieder zu lodid, als auch das *As(V) zu *As(III) reduziert.

Probleme bereitete auch das Abtrennen des *As aus der CCls-Phase. In den ersten Versuchen
wurde versucht, das CCly durch Verdampfen im Argonstrom zu Entfernen. Dies ist zwar
moglich, fiihrt jedoch zu Verlusten an *As durch Absorption an den GefaBwéanden. Darauthin
wurde versucht, das *As mit PBS-Puffer wieder in die wissrige Phase zuriick zu extrahieren.
Dies hat den groflen Vorteil, dass man die HFyon, direkt eliminiert hat und eine Losung mit
einem pH-Wert von ca. 7 bekommt, ohne weitere Mallnahmen zur Neutralisation der Losung
treffen zu miissen. Um das *As(V) aus der organischen Phase wieder zu *As(Ill) zu
reduzieren, wurde dem PBS-Puffer Hydroxylamin zugesetzt. Es wurden 500 pl der PBS-
Puffer-Losung (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) verwendet, die sonst zum Entschiitzen
eines SATA-modifizierten Antikorpers eingesetzt wird. Die Ergebnisse der einzelnen Schritte

der Abtrennungsmethode sind in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Ergebnisse der Abtrennung von ”’As aus ”'GeO,-Targets mittels LLE in HF/NaIl-Medium

Ausbeute [%] Fehler

Extraktion’’As in CCl, 102,03 £ 9,31

Extraktion ’As in PBS 51,86 +28,68

Gesamtextraktion 53,55 +29.21
Reinheit 7’ As 99,99

Der Abtrennungsfaktor fiir Germanium liegt bei 8759 + 4927. Dies bedeutet einen
Germaniumgehalt von 10,5 pg + 6,9 ug bezogen auf urspriinglich 100 mg GeO,.

Hervorzuheben ist die hohe Extraktionsausbeute des ’’As in CCly zwischen 90 und 100 %
nach zwei Extraktionen. Bei der Riickextraktion in PBS-Puffer konnten im Mittel zwar
Ausbeuten von ca. 50 % erzielt werden, jedoch streuen die Ergebnisse relativ stark. Ohne
erkennbare systematische Verdnderung wurden Ausbeuten zwischen 15 und 80 % erreicht,
was diese Methode anfillig erscheinen ldsst. Insgesamt waren bezogen auf das Target
Ausbeuten von 50 % an ’’As moglich. Die Reinheit des ’As im PBS-Puffer bezogen auf ’Ge
ist etwas besser als das, was man mit der Festphasenextraktionsmethode erreichen kann.
Dennoch kann man eine gewisse Schwankung des Germaniumgehaltes von 5 - 20 g
beobachten. Dies kann auch an einer minimalen Kontamination der CCls-Phase beim
Abtrennen aus der HFy,,, liegen, da sich die CCly-Phase unter der HF-Phase befindet beim
herausziehen der Pipette durch die HF-Phase auBlen Anhaftungen eventuell verschleppt
werden. Hier machen selbst 1/10 pl bereits ca. 20 pg Ge aus. Hervorzuheben ist auch die
geringe Dauer der Abtrennung, die ohne die aufwindige Gammaspektroskopie nur wenige

Minuten dauert.
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3.5.2.3 Bestimmung des Oxidationszustandes von *As

Der Oxidationszustand des '’ As wurde wihrend der Abtrennung sowohl in der CCly- als auch
in der PBS-Phase mittels der Radio-DC-Methode iiberwacht (Abbildung 28, Tabelle 18).

*As(V) | Yl s M

* As(I1T) .?

®

Abbildung 28: Radio DC zur Bestimmung des Oxidationszustandes: a.) CCl,; b.) PBS-Puffer

Tabelle 18: Oxidationszustand von "’As in CCl, und PBS nach Reduktion mit Nal

Oxidationszustand CCly [%] Oxidationszustand in PBS [%]
*As(II) 433+1,42 *As(I1D) 49,38 +3,82
*As(V) 95,68 £1,42 *As(V) 50,38 +£3,54

Als die Radio-DC Methode zur Uberpriifung des Oxidationszustandes von *As zur
Verfiigung stand, war es eine groBe Uberraschung, dass in der CCly-Phase fast ausschlieBlich
"7As(V) vorlag. Umso iiberraschender ist jedoch, dass es nach dem Ausschiitteln mit PBS-
Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) nicht wie bei der Festphasenextraktions-
Methode zu einer vollstindigen Reduktion zu "’As(IIl) kommt. Stattdessen bildet sich
reproduzierbar ein 1 : 1 Gemisch von beiden Oxidationszustinden. Fiir dieses Phinomen gibt
es zundchst keine Erkldrung. Auch stehen diese Ergebnisse nicht in Einklang mit den
Untersuchungen zur Extraktion von getrigertem 'CAs(V) in CCly nach Zugabe von Nal
(Kapitel 3.5.6.1). Hier war noch bei der Riickextraktion eine fast quantitative Reduktion zu
® As(IIT) beobachtet worden. Es bedeutet aber de facto auch, dass sich die im Vergleich zur
Festphasenextraktion erhohte Gesamtausbeute von 50 % auf 25 % effektiv nutzbares Arsen
reduziert, da nur *As(III) mit SH-modifizierten Antikoérpern reagiert. Dieses wird im nichsten
Abschnitt noch konkretisiert. Leider konnte wéhrend der gesamten Arbeit auch kein
Reduktionsmittel gefunden werden, welches das *As(V) in neutralem Medium wieder zu

*As(Il) reduziert. Dabei muss natiirlich auch darauf geachtet werden, dass ein
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Reduktionsmittel nicht den Antikorper zerstort oder den pH-Wert zu stark veréndert. Deshalb
wurde im Laufe der weiteren Arbeit der Fokus auf die Verwendung eines anderen
Reduktionsmittels fiir Arsen gelegt, das in CCly kein *As(V) bilden sollte.

Vorteile dieser Methode:

Die Fliissig-Fliissig-Extraktion von *As aus HF-Medium unter Zugabe von Nal ist eine
schnelle und einfache Methode, um nca *As aus GeO,-Targets abzutrennen. Die gesamte
Prozedur kann in ca. 15 min durchgefiihrt werden. Insbesondere konnen hohe
Extraktionsausbeuten in CCly von bis zu 100 % erzielt werden. Die Methode kommt mit
weniger Flusssdure als die in Kapitel 3.4.1 beschriebene Festphasenextraktion aus und liefert
dabei sogar noch eine etwas bessere Abtrennung des Germaniums. Dabei kann das
Germanium zu 99,99 % abgetrennt werden, was einem mittleren Gehalt von ca. 10 pg
bedeutet. Bei der Riickextraktion in PBS-Puffer wird das *As ohne weiteren Aufwand direkt
in einer Losung mit neutralem pH-Wert erhalten und steht somit fiir Markierungsversuche zur
Verfligung. Ein weiterer Vorteil ist auch, dass das Volumen der wissrigen Phase mit 500 pl
sehr klein ist. Des Weiteren ist in der Produktlosung kein Ethanol enthalten, das zu

Denaturierung von Proteinen fithren konnte.
Nachteile dieser Methode:

Die Riickextraktion des *As(V) aus der organischen Phase in das wissrige Medium unterliegt
einer relativ grofen Schwankung. Dazu kommt, dass in der wéssrigen Produktfraktion immer
eine 1:1-Mischung aus *As(V) und *As(IIl) vorliegt. Dies fiihrt dazu, dass sich die nutzbare
Aktivitdt von ca. 50 %, die in PBS extrahiert werden konnten, auf nur noch 25 % halbiert.
Diese Tatsachen machen die Methode fiir praktische Anwendungen so lange unbrauchbar, bis
ein zuverldssiges Reduktionsmittel fiir *As(V) gefunden wird.

3.5.2.4 Markierung von Bevacizumab mit "’As aus GeO,-Targets nach Fliissig-
Fliissig-Extraktion (LLE) aus HF/Nal-Medium

Das aus dieser Abtrennungsmethode erhaltene "’As wurde direkt fiir Markierungsversuche
des monoklonalen Antikdrpers Bevacizumab eingesetzt. Dies ist mdglich, da kein Ethanol in
der Losung vorliegt, was zu einem Ausfallen des komplexen Proteins fithren konnte. Aus
Kapitel 3.5.2.3 ist bekannt, dass sich in der *As-Ldsung in etwa ein 1:1-Gemisch von *As(III)
und *As(V) befindet. Aufgrund der Einfachheit der Methode wurden alle Versuche mittels
TCEP als Reduktionsmittel fiir endogene Disulfidbriicken durchgefiihrt. Dazu wurde
Bevacizumab direkt in die *As-Losung gegeben und mit TCEP versetzt. Die Losung wird fiir

I h bei Raumtemperatur inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten Aliquots zur
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Uberwachung der Reaktionskinetik entnommen und per Radio-DC (Abbildung 26) bzw. per
HPLC (Abbildung 30) analysiert.
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Abbildung 29: Reaktionsverlauf der Markierung von Bevacizumab mit ’As unter Verwendung von
TCEP bei Raumtemperatur mittels Radio-DC bestimmt

Diese Werte stammen aus einem einzelnen Experiment und stehen exemplarisch fiir die
erzielten Ausbeuten mit dieser Abtrennungsmethode. Man erkennt die Abnahme des "’ As(III)
und die Zunahme der Markierungsausbeute von Bevacizumab. Parallel dazu éndert sich der
Gehalt an ""As(V) nicht wesentlich. Man kann aus diesen Messwerten mehrere Dinge

herauslesen:

1. Nur *As(III) kann mit den freien SH-Gruppen reagieren. Dies wurde zwar schon immer

vermutet, jedoch fehlte bisher der experimentelle Beweis.

2. Da der *As(V) Gehalt mehr oder weniger konstant bleibt, ist die maximale Ausbeute an
markiertem Antikorper tiber die Menge an *As(IIl) in der Ursprungslosung festgelegt. Da
diese in allen Versuchen nach LLE aus HF/Nal-Medium um die 50 % lag, kann man auch von
einer maximal erreichbaren Markierungsausbeute von ca. 50 % ausgehen. Eine kleine
Auffilligkeit kann man noch im Chromatogramm der Gelfiltrations-HPLC erkennen
(Abbildung 30). Der erste Peak im Chromatogramm bei ca. 4 min kommt von dem markierten
Bevacizumab. Das freie *As (III) verteilt sich normalerweise auf einen sehr breiten Peak, der
sein Maximum bei 10,8 min hat. Das *As(V) jedoch kommt bereits 2 min frither in einem

noch relativ scharfen Peak. Dies sollte eigentlich nicht passieren, da zwischen beiden
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Oxidationszustdnden keinerlei GroBenunterschied besteht (im Vergleich zu einem
Antikorper). Es miissen hier also sekundidre Wechselwirkungen des *As(V) mit dem
Sadulenmaterial vorliegen. Leider kann man die HPLC trotzdem nicht zur Bestimmung des
Oxidationszustandes des *As einsetzen, da beide Peaks ineinander iiberlaufen und vor allem

kleine Mengen einer Spezies somit im Signal der Anderen untergehen.
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Abbildung 30: Radiosignal der Gelfiltrations-HPLC 1 h nach Reaktionsbeginn

Die Stabilitét einer liber Gelfiltration abgetrennten Antikorperfraktion wurde nicht untersucht,
da die gesamte Methode fiir die Markierung von Antikorpern wegen der ca. 50 % *As(V)

nicht Erfolg versprechend erscheint.

3.5.3 Abtrennung von "*"¥7As aus einem GeO,-Target mittels Fliissig-Fliissig-
Extraktion (LLE) aus HF/HBr-Medium (MJ03)

Diese Methode (Abbildung 31) ist zum Abtrennen von "> 77 As-Isotopen aus GeO,-Targets
geeignet. Sie baut auf der zuvor beschriebenen Methode der LLE aus HF/Nal-Medium
(MJ02) auf. Da Nal sich als problematisch im Bezug auf den Oxidationszustand des *As
erwiesen hatte, sollte erprobt werden, ob sich diese Probleme unter Verwendung von HBr

umgehen lassen.

Losen des GeO, Zugabe von HBr und Extraktion Riickextraktion *As
1n HFons > von *As in CCly > in PBS-Puffer

Abbildung 31: Schematische Darstellung der Abtrennung von *As aus GeQO,-Targets mittels LLE nach
Zugabe von HBr
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3.5.3.1 Extraktion des *As in CCl, und Riickextraktion in PBS-Puffer

Zu dem in HFyon, gelosten GeO,-Target wird HBr zugegeben und das *As in die CCls-Phase
extrahiert. Mit zwei Extraktionen lassen sich bis zu 90 % des *As in CCly extrahieren,
wihrend das GeFs~ in der wissrigen Phase verbleibt. Da man auch gute Ausbeuten fiir die
Riickextraktion erreichen mochte wurde darauf verzichtet, eine dritte Extraktion
durchzufiihren, was wiederum ein groferes Losungsmittelvolumen an CCly bedeutet hitte.
Fiir die Trennung essentiell ist die Bildung von GeF62' in HFyon,, da dieses als ionische
Verbindung anders als das unpolare *As(II) nicht in CCly extrahiert werden kann. Im
Gegensatz zur Verwendung von Nal bleibt die Losung wihrend der Extraktion die ganze Zeit
farblos, was darauf hindeutet, dass entweder kein, oder nur sehr wenig Brom entsteht und in
CCly extrahiert wird. Mit einer Extraktion der organischen Phase mit PBS-Puffer erreicht man
Extraktionsausbeuten ca. 60 % des in CCls extrahierten *As. Dies bedeutet eine
Gesamtausbeute von ca. 50 % *As bezogen auf die Startaktivitit im Target. Die Losung steht
direkt fiir Markierungsexperimente von Antikdrpern zur Verfiigung, da sie bereits den
richtigen pH-Wert von 7 besitzt. Die Ausbeuten der Extraktionsschritte werden in Tabelle 19
aufgelistet. Der Abtrennungsfaktor fiir Germanium liegt bei 4184 + 855. Dies bedeutet einen
Germaniumgehalt von 16,9 ug = 3,4 ug bezogen auf urspriinglich 100 mg GeO,.

Tabelle 19: Ergebnisse der Abtrennung von "'As aus ''GeO,-Targets mittels LLE in HF/HBr-Medium

Ausbeute [%] Fehler

Extraktion in CCl, 883 + 1,6

Extraktion in PBS 58,2 +11,8

Gesamtextraktion 51,4 +10,3
Reinheit 7’As 99,98
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3.5.3.2 Bestimmung des Oxidationszustandes von *As

Fiir den Oxidationszustand in CCls und PBS ergaben sich fiir diese Abtrennungsmethode das
in Abbildung 32 dargestellte Radio-DC die in Tabelle 20 aufgelisteten Werte.

a.) b.) ®

*AsV) | &

*As(I1T) ﬂ ﬂ

®

Abbildung 32: Radio-DC zur Bestimmung des Oxidationszustandes von *As: a.) CCl, b.) PBS

Tabelle 20: Oxidationszustand von "'As in CCl, und PBS nach Reduktion mit HBr

Oxidationszustand in CCl, [%] Oxidationszustand in PBS [%]
77 As(I11) 69,4 + 4,6 77 As(I1T) 934+27
TAs(V) 298456 TAs(V) 6,5+2,6

Im Gegensatz zur Verwendung von Nal als Reduktionsmittel wird mit HBr bereits in der
organischen CCls-Phase ein deutlich hoherer Anteil *As(III) von ca. 70 % erhalten. Nach der
Riickextraktion in PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) erreicht man
reproduzierbar mehr als 90 % *As(IIl) und kann diese Losung direkt zur Markierung
einsetzen. Aus den Daten ist nicht ersichtlich, ob es sich bei dem *As(V) um Teile des in
CCly befindlichen *As(V) handelt, oder ob das in PBS extrahierte *As(Ill) zu einem kleinen
Teil wieder oxidiert.

Vorteile dieser Methode:

Die Fliissig-Fliissig-Exktraktion von *As aus HF-Medium unter Verwendung von HBr als
Reduktionsmittel (MJ03) ist analog MJ02 (Kapitel 3.5.2) die schnellste Methode zur
Abtrennung von *As aus GeO,-Targets, die wihrend dieser Arbeit entwickelt wurde. Man
kann innerhalb von 15 min zu einer gereinigten * As-Fraktion in PBS-Puffer kommen und mit

der Markierung beginnen, wenn man auf die aufwéndige y-Spektroskopie verzichtet. Die
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Trennung kann in jedem Labor ohne besonderen apparativen Aufwand durchgefiihrt werden.
Auller den verwendeten Chemikalien werden nur Plastikgefd3e und Pipetten benoétigt. Diese
Methode ist insbesondere dann gut geeignet, wenn man nicht viel Zeit verlieren darf. Dies
wire beispielsweise der Fall, wenn man mit kurzlebigem °As (Ty;, = 53 min) arbeiten wiirde.
Man erreicht insgesamt eine Extraktion an *As von ca. 50 % in 500 pl PBS-Puffer, was mit
der Abtrennungsmethode MJ02 (Kapitel 3.5.2) vergleichbar ist und {iber den Ausbeuten der
Festphasenextraktion MJO1 (Kapitel 3.5.1) liegt. Im Gegensatz zu der Verwendung von Nal
als Reduktionsmittel (MJ02) erhilt man mit dieser Abtrennungsmethode iiber 90 % 7’ As(III)
in PBS-Puffer. Die Reinheit bezogen auf GeO; liegt bei 99,98 %. Sowohl die verwendete
HFyonz, als auch die HBryq,, sind in sehr hoher Reinheit (Verunreinigungen an inaktivem

Arsentriger < 1 ppb) verfiigbar, was fiir eine hohe spezifische Aktivitit unabdingbar ist.

Nachteile dieser Methode:

Leider gibt es hierbei keine einfache Moglichkeit, den Abtrennungsfaktor weiter zu erh6hen.
Der limitierende Faktor ist die Loslichkeit von 0,08 % Wasser in CCly. Dies ist in etwa auch
die GréBenordnung des mitextrahierten Germaniums. Da die wissrige und organische Phase
manuell mittels einer Pipette voneinander getrennt werden, kann es hier zu einer ungewollten
Ubertragung der wissrigen in die organische Phase kommen und somit den
Abtrennungsfaktor erniedrigen. Leider ist diese Methode nicht auf Germaniumtargets
anzuwenden, da sich das Metall nicht in HFy,, 16st und die Zugabe von Oxidationsmitteln die
Extraktion von *As(III) aus der Losung verhindert. Wie in spdteren Kapiteln beschrieben sind

zur Aufarbeitung von Germaniummetalltargets weitaus grolere Anstrengungen notig.

3.5.3.3 Markierung von Bevacizumab mit ”’As aus GeO,-Targets nach LLE aus
HF/HBr-Medium

Im Anschluss an die Abtrennung des "’As aus GeO,-Targets mit dieser LLE-Methode wurde
die prinzipielle Eignung des gebildeten *As(Ill) fiir die Markierung des Antikorpers
Bevacizumab evaluiert. Aus diesem Grund wurden nur Markierungen unter zu Hilfenahme
von TCEP durchgefiihrt. Da bei dieser Methode keine stérenden Reagenzien wie Ethanol in
der finalen PBS-Fraktion vorhanden sind, kann der Antikorper direkt zu der radioaktiven
*As-Losung zugegeben werden. Nach der Zugabe von TCEP wird die Losung fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Man erhilt folgenden Verlauf der Kinetik (Abbildung 33):
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Ausbeute [%]

Abbildung 33: Reaktionskinetik von ’As-Bevacizumab bei Raumtemperatur

Mittels Radio-DC kann zusitzlich zur Markierungsausbeute auch noch der Gehalt an " As(III)
und ’As(V) bestimmt werden. Interessant ist, dass sich der Gehalt an "’As(V) mit der Zeit
innerhalb der Fehler nicht dndert und konstant bei 2,5 % bleibt. AuBBerdem zeigen die Daten,
dass ein kleiner Teil des ' As(III) (ca. 7 %) nicht mit dem Antikorper reagiert. Daraus ergeben
sich nach 1 h Markierungsausbeuten von > 90 %. Mit der LLE-Abtrennungsmethode von
GeO,-Targets aus HF/HBr-Medium lassen sich sehr gute Markierungsausbeuten erzielen, was
diese Methode auch fiir einen Routineeinsatz zur Markierung von Antikdrpern interessant
mach. Prinzipiell ist es moglich, die Reaktion auch im Wasserbad bei 37 °C durchzufiihren
und somit die Ausbeute eventuell zu erhéhen. Da eine Temperaturerhohung allerdings auch

eine Zerstorung des Antikorpers bewirken kann, wurde darauf verzichtet. Alternativ wurde
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die Markierungsausbeute nach 1 h ebenfalls mittels HPLC bestimmt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: " As-Bevacizumab mit Radio-HPLC a.) UV 280 nm b.) Radio-Detektor

Da alle Bestrahlungen fiir diese Experimente im Karussell des TRIGA-Reaktors in Mainz
durchgefiihrt wurden, konnte nur wenig ''As produziert werden und die Stabilitdt der
markierten Verbindung wurde nicht bestimmt. Soll der markierte Antikorper fiir in vivo-
Experimente verwendet werden, so muss die gesamte Losung nach erfolgreicher Markierung
tiber eine Gelfiltration von TCEP gereinigt werden, da das TCEP mit der Zeit alle
Disulfidbriicken im Antikorper spaltet und er somit zerstort werden konnte.

3.5.4 Abtrennung von "’ As aus einem GeO,-Target mittels Fliissig-Fliissig-
Extraktion (LLE) aus HF/HCI-Medium (MJ04)

Aus der Literatur ist bekannt, dass man *As(III) aus HCI-Losungen ab ca. 8 M in organische
Losungsmittel extrahieren kann [85]. Deshalb wurde das GeO,-Target in HFy,,, gelost und
vor seiner Extraktion in CCly mit HCI zu einer > 8 M Ldsung aufgefiillt. Dies sollte unter

anderem Riickschliisse auf den initialen Oxidationszustand des *As im GeO,-Target zulassen.

Losen des GeO, Zugabe von HCl und Extraktion Riickextraktion *As(III)
in HFyon; ) von *As(III) in CCly ) in PBS-Puffer

Abbildung 35: Schematische Darstellung der Abtrennung von *As aus GeO,-Targets mittels LLE nach
Zugabe von HCI

3.5.4.1 Extraktion des "’ As in CCl, und Riickextraktion in PBS-Puffer

Nach dem Losen des GeO,-Targets erhélt man 4 ml 8,3 M HCI mit etwas HF. Diese Losung
wird zwei Mal mit CCly extrahiert. Dabei lassen sich fast 50 % des im Target befindlichen
7 As(1II) in die organische Phase extrahieren. Es fillt auf, dass dieser Wert deutlich unter den
mit Nal (100 %, MJ02) oder HBr (90 %, MJ03) versetzten Proben liegt. Versuche zeigten
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jedoch, dass sich mit vier Extraktionen bis zu 80 % des '’As extrahieren lassen. Dies wurde
im Zusammenhang mit Antikorpermarkierungen nicht durchgefiihrt, da das groBte fiir die
Riickextraktion zur Verfiigung stehende GefdBl nur ein Volumen von 2 ml hatte. Fiir die
Trennung vom Germanium ist hierbei wieder die Bildung von GeF62' in der HF o, essentiell.
Normalerweise wiirde man in der HCl-Losung eine Koextraktion von '’As(III) und Ge(IV)
(als GeCly) erwarten [86, 87]. Der GeF¢*-Komplex scheint jedoch viel stabiler als die durch
HCI induzierte Bildung von GeCly zu sein. In Vorversuchen zeigte sich, dass man GeCly unter
den gegebenen Umstinden erst dann in CCly extrahieren kann, wenn die HF vorher restlos
zerstort wird. Dies geschieht am besten durch die Zugabe von Borsdure. Unter anderem zeigt
die Arbeit von Beard et al. [85], dass sich As(II) aus HCI-Losungen > 6 M leicht in Benzol
extrahieren ldsst. Man konnte prinzipiell noch iiber eine Erhohung des HCl-Anteils in der
Losung nachdenken, um eine bessere Extraktion zu erreichen. Aus praktischen Griinden
wurde dies jedoch nicht durchgefiihrt. Aus den in Kapitel 3.3.2 mittels
Anionenaustauschchromatographie erhaltenen Werten ldsst sich ablesen, dass zur Zeit der
Auflosung des Targets nach der Bestrahlung die dominante Spezies '’ As(III) ist. Man kann
davon ausgehen, dass nur der Teil des '’As, der zum Zeitpunkt der Extraktion als ' As(III)
vorliegt, auch in CCly extrahiert werden kann, da die zugesetzte HCI keine reduzierende
Wirkung auf das ""As(V) hat. Die CCly-Phase wird analog den anderen Extraktionsmethoden
(MJ02 und MJ03) in PBS-Puffer zuriickextrahiert. Dabei lassen sich im Mittel 66 % des in
CCly befindlichen ""As in die wissrige Phase extrahieren. Diese Ausbeute liegt leicht iiber
den der beiden anderen LLE-Methoden (Nal und HBr). Trotzdem erhdlt man durch die
niedrigen Werte bei der Extraktion in CCly insgesamt nur eine Ausbeute von ca. 30 %. Die so
erhaltene Losung kann direkt ohne weitere Arbeitsschritte zur Markierung von Antikdrpern
eingesetzt werden. Der Abtrennungsfaktor fiir Germanium liegt bei 1974 + 28. Dies bedeutet

einen Ge-Gehalt von 35,6 pg + 0,3 ng bezogen auf urspriinglich 100 mg GeO,.

Tabelle 21: Ergebnisse der Abtrennung von ”’As aus '’ GeO,-Targets mittels LLE in HF/HCl-Medium

Ausbeute [%] Fehler

Extraktion in CCly 47,5 +0,6

Extraktion in PBS 66,3 +42

Gesamtextraktion 31,4 +1,6
Reinheit ’As 99,95

Man beobachtet zwar eine gegeniiber den anderen LLE Methoden um 20 % verminderte
Gesamtausbeute, jedoch sind die einzelnen Schritte viel besser reproduzierbar. Dies driickt
sich in einer geringeren Standardabweichung aus. Eine mdgliche Erklarung ist, dass hier im
Gegensatz zu den anderen LLE-Methoden keine zusétzlichen Substanzen (wie z.B. I, oder
Br;) in die organische Phase extrahiert werden und dort zu keinen weiteren

Wechselwirkungen mit dem "’ As fiihren.
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3.5.4.2 Bestimmung des Oxidationszustandes von *As

Der Oxidationszustand in CCly und PBS wurde fiir diese Abtrennungsmethode mittels Radio-

DC bestimmt (Abbildung 36). Es ergaben sich folgende Werte (Tabelle 22):

*As(V)

*As(I1)

a.)

b.) &

=

Abbildung 36: Radio-DC zur Bestimmung des Oxidationszustandes von "’As: a.) CCl, b.) PBS

Tabelle 22: Oxidationszustand von "’ As in CCl, und PBS im HF/HCl-Medium

Oxidationszustand in CCl, [%] Oxidationszustand in PBS [%]
77 As(I1T) 98,2+0,2 77 As(I1T) 97.8+0,3
TAs(V) 1,9+0,2 TAs(V) 2,2+0,3

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Extraktionsmethoden mit Nal oder HBr als
Reduktionsmittel beobachtet man in diesem Fall ausschlieBlich eine Extraktion von '’ As(III)
in die organische Phase. Fiir die Riickextraktion in die wissrige Phase wurde auch hier
derselbe PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) wie bei den anderen
Abtrennungsmethoden verwendet. Auch in der wissrigen Phase bleibt der Oxidationszustand
des Arsens (’As(Ill)) erhalten und ist mit knapp 98 % genauso groB, wie bei der
Festphasenextraktion (MJO1). Es bleibt festzuhalten, HCl keine beschriebene
reduzierende Wirkung auf As(V) hat. Folglich muss das als AsCl; extrahierte Arsen bereits

dass

im Target als 'As(IIl) vorgelegen haben (siche dazu auch Kapitel 3.3.2). Ob diese
Extraktionsmethode auch mit am Zyklotron bestrahlten Targets so funktioniert, wurde nicht
untersucht. Da jedoch bei der Bestrahlung am Zyklotron immer wieder die Bildung von
elementarem Germanium wihrend der Bestrahlung von GeO,-Targets beobachtet wurde,
scheinen hier zumindest reduzierende Bedingungen fiir das Germanium vorzuliegen. Bei

dieser Technik scheint kein Cl, zu entstehen, das analog I, und Br; in die organische Phase
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mitextrahiert wird, um dann das *As wieder zu oxidieren. Dies ist somit die einzige der
entwickelten LLE-Methoden fiir GeO,-Targets, die bereits in der organischen Phase nahezu
quantitativ "’ As(III) liefert. Dies ist notwendig, wenn man Markierungen von z.B. Polymeren
im nicht wissrigen Medium durchfiihren will. Auch ist es prinzipiell mdglich durch Entfernen
des CCly im Argonstrom oder durch abdestillieren das *As(IIl) in jedes andere organische

Losungsmittel zu iiberfiihren.
Vorteile dieser Methode:

Die Fliissig-Fliissig-Exktraktion von ''As aus HF/HCl-Medium bietet dieselben Vorteile wie
die Extraktion aus HF/HBr-Medium was die Reinheit des ’As von Germanium und die
Schnelligkeit der Abtrennungsmethode angeht. Hervorzuheben daneben das nahezu
quantitative Vorliegen des "’As als ""As(III) sowohl im organischen, als auch im wissrigen
Medium, was die Option der Verwendung des 'As(II) fiir Markierungen im organischen
Medium erdffnet. Durch Verdampfen des CCly kann das ''As prinzipiell in jedes andere

organische Losungsmittel liberfiihrt werden.

Nachteile dieser Methode:

Da keine Informationen iiber den initialen Oxidationszustand von *As in am Zyklotron
bestrahltem GeO, vorliegen, und da bei dieser Extraktionsmethode kein Reduktionsmittel
zugegeben wird, ist eine Aussage iliber das Verhalten eines mit Protonen bestrahlten Targets
nicht moglich. Ausserdem kann diese Methode ebenfalls nicht auf Germaniummetalltargets

angewendet werden.

3.5.4.3 Markierung von Bevacizumab mit 7’As aus GeO,-Targets nach Fliissig-
Fliissig-Extraktion aus HF/HCI-Medium

Wie bei den bereits zuvor beschriebenen Methoden der LLE wurde auch hier die prinzipielle
Eignung des abgetrennten ’As zur Markierung von Antikorpern untersucht. Hierbei wurde
ebenfalls ausschliefSlich die Markierung mit Hilfe von TCEP als Reduktionsmittel fiir
endogene SH-Gruppen verwendet. Dabei wurde die 7’ As(III)-Losung in PBS-Puffer mit dem
direkt mit Bevacizumab und TCEP fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Man erhélt
folgenden Verlauf der Kinetik (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Reaktionskinetik von 7’ As-Bevacizumab (*As mit MJ04 abgetrennt) bei Raumtemperatur
mittels Radio-DC bestimmt

Man erkennt auch hier, dass sich der ohnehin geringe Anteil an "’As(V) (1-2 %) wihrend der
Reaktion nicht mehr veridndert. Die Markierung verlduft sehr schnell, da bereits nach 15 min
tiber 90 % des Antikorpers markiert sind, was sich bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes
von 1 h nicht mehr signifikant erhoht. Gleichzeitig sinkt die Menge des freien 7’ As(III) auf ca.
3 % ab. Nach 1 h Reaktionszeit liegt die Markierungsausbeute mit 95 % sogar noch leicht
tiber dem, was man mit der Fliissig-Fliissig-Extraktion unter Verwendung von HBr als
Reduktionsmittel erreichen kann (Kapitel 3.5.3). Bestimmt man die Markierungsausbeute mit
der Radio-HPLC-Methode, betrigt die Markierungsausbeute nach 1 h 100 % (Abbildung 38)
Da auch hier alle Versuche mit im Karussell des TRIGA Mainz bestrahlten GeO,-Targets
durchgefiihrt wurden, konnte die Stabilitit der Markierung nicht liberpriift werden. Dazu
wurde unter diesen Umstidnden zu wenig Aktivitit produziert. Das geringe Gesamtvolumen
von 560 pl macht es sehr leicht, die gesamte Probe iiber eine Gelfiltration mittels HPLC
aufzureinigen, um das TCEP aus der Losung zu entfernen. Obwohl die Gesamtausbeute der
Extraktionsmethode von '’ As(IIT) aus HE/HCl-Medium mit ca. 30 % ’’As in PBS-Puffer von
allen LLE-Methoden (MJ02 - MJ04) am geringsten ist, scheint das mit dieser Methode
erhaltene ""As(IIl) am Besten zur Markierung von Antikérpern geeignet zu sein, da es mit
TCEP die hochsten Ausbeuten und die schnellste Reaktionskinetik aufweist. Dies eroffnet die
Moglichkeit, die Reaktion bereits nach 15 min durch eine Gelfiltration abzubrechen und ein

gereinigtes Produkt zu erhalten.
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Abbildung 38: Markierungsausbeute ’As-Bevacizumab nach 1 h mit Radio-HPLC bestimmt a.) UV 280
nm b.) Radio-Detektor

3.5.5 Abtrennung von ¥ As aus einem Germaniummetalltarget mittels Fliissig-
Fliissig-Extraktion (LLE) aus HF/HI-Medium (MJ05)

Diese Abtrennungsmethode ist die erste komplette Eigenentwicklung auf dem Gebiet der
Abtrennung von nca *As aus Germaniumtargets. Sie baut auf der Fliissig-Fliissig-
Extraktionsmethode von GeO, in HF/Nal auf. Die eigentliche Idee besteht darin, mdglichst
wenig an der Methode zu verdndern. So wurde ein Weg gesucht, das Metall in einem
Gemisch aus HFy,,, und H,O, zu 16sen und danach das H,O, wieder zu zerstoren. Dann
sollten theoretisch dieselben oder zumindest dhnliche Bedingungen herrschen wie beim Ldsen
des GeO; in HF. Die Methode sieht im Einzelnen aus wie folgt (

Abbildung 39).

Losen des Ge Zerstoren des H,O, mit Extraktion *As in CCl, und
in HF.,,/H,O5 > Pt/C und Zugabe von HI > Riickextraktion *As in PBS-Puffer

Abbildung 39: Schematische Darstellung der Abtrennung von *As aus Germaniummetalltargets mittels
LLE aus HF/HI-Medium

3.5.5.1 Losen des Germaniummetalltargets

Germaniummetall 14dsst sich nicht einfach wie das GeO, in HFy,, 10sen. Deshalb kann man
keine der vorher beschriebenen Abtrennungsmethoden auf dieses Problem anwenden.
Allgemein kann man sagen, dass man zum Ldsen immer eine Komponente braucht, die das
Ge(0) zu Ge(IV) oxidiert und eine Komponente, die eine Verbindung mit ihm eingeht. So
kommen nur Gemische von Sduren wir HCI/HNOs;, HCI/H,O, oder Mischungen von

HF/HNOs;, bzw. HF/H,0; in betracht. Germanium wird nur sehr langsam von Konigswasser
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angegriffen. Die Reaktion beschleunigt sich erst bei erhdhten Temperaturen. Ahnliches gilt
fiir ein Gemisch aus HF und HNO;. Da man beim Umgang mit HF gerne auf das Erhitzen
verzichtet, muss man auf das Gemisch HF/H,O, zuriickgreifen. Am besten Eignete sich eine
1:1 Mischung. Hierbei reagiert das Germaniummetall in einer exothermen Reaktion
innerhalb von 1-2 Minuten zu GeFs~ ab und bildet Sauerstoff aus der Spaltung des
Wasserstoffperoxyds. Die Reaktion ist sogar so heftig, dass beim Lésen von Zyklotrontargets
das Losungsmittel immer nur in 200 pl Schritten zugegeben wurde. Dies liegt an der grof3eren
Oberflache der Ge-Scheiben im Vergleich zu den fiir Reaktorbestrahlungen verwendeten
Germanium Stiicken. Trotzdem kann man das H>O; nicht so dosieren, dass es quantitativ bei
dem Losevorgang abreagiert. Es muss also im Anschluss durch zusitzliche MaBnahmen

zerstort werden.

3.5.5.2 Zerstorung des iiberschiissigen H,0,

Beim aufldsen von Germaniummetall in HF/H,O, muss man immer einen Uberschuss des
Losungsmittels einsetzten, da sonst Teile des Metalls ungeldst bleiben. Um das iiberschiissige
H,0, aus dem Reaktionsgemisch zu entfernen, wurden am Beginn der Entwicklung mehrere
Methoden ausprobiert. Zunidchst wurde versucht, das H,O, durch Abrauchen zu zerstoren.
Dies war jedoch nur dann erfolgreich, wenn die Losung komplett eingedampft wurde, was
nicht sinnvoll erschien, da dabei auch ca. 1 ml HFy,,, mit abgeraucht werden musste.
AuBlerdem gab es Probleme mit der Absorption der Aktivitdit an den Teflonwidnden des
Reaktionsgefdales. Alternativ wurde Platin in mehreren Formen getestet, um die am Besten
geeignete herauszufinden. Platin erscheint prinzipiell eine gute Wahl, da es sich nicht in der
HF l6st. Bei der Verwendung von Platin als Draht konnte man zwar eine Blasenbildung in der
Losung feststellen, jedoch ist die Reaktion aufgrund der relativ kleinen Oberfliche sehr
langsam und selbst beim Stehen iiber Nacht noch nicht vollsténdig. Alternativ wurde Platin in
Form von feinem Pulver eingesetzt. Hier beobachtet man bereits heftige Gasentwicklung.
Schlussendlich wurde jedoch Platin auf Aktivkohle (Pt/C, 10 %) standardmifBig verwendet.
Die Aktivkohle ist ebenfalls nicht in HF 16slich und lésst sich nach beendeter Reaktion leicht
durch Filtration entfernen. Gibt man ca. 5 mg Pt/C in die 2 ml Targetlosung, so beobachtet
man relativ rasch eine ziigige Reaktion, die sich in der Bildung von O, sichtbar dufert. Da
eine moglichst quantitative Zerstéorung des H,O, in kurzer Zeit erforderlich ist, wird die
Losung leicht geschiittelt. Danach erhdlt man eine schwarze Suspension aus HF und
Aktivkohle, in der keine Blasenbildung mehr zu beobachten ist. Nach diesem Arbeitsschritt
ist eine Entfernung der Aktivkohle iiber einen Filter erforderlich. Bei dieser Methode wurde
ein 1Con GroBenausschluss-Membranfilter der Firma Pierce zum Abzentrifugieren verwendet.
Dabei werden die grofBen Aktivkohlepartikel zuriickgehalten, wihrend die Losung mit der

Aktivitit durchfliet. Erstaunlicherweise bleiben weder nennenswerte Mengen *As, noch das
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GeF¢™ auf der Aktivkohle hingen. Die Ausbeute nach der Filtration liegt fiir das *As noch bei
90 %.

3.5.5.3 Extraktion des *As in CCl, und Riickextraktion in PBS-Puffer

Im Prinzip gilt fiir die Extraktion des *As aus dieser Losung dasselbe wie bei der in Kapitel
3.5.2 beschriebenen Methode fiir die LLE von GeO,-Targets aus HF/Nal-Medium (MJ02). Es
zeigte sich jedoch, dass hier zum Erreichen @hnlich hoher Extraktionsausbeuten in CCly die
Zugabe von weit mehr Nal erforderlich ist (500-1000 mg), als bei der Methode ohne Zugabe
von Wasserstoffperoxyd (ca. 100 mg). Dies konnte eventuell daran liegen, dass noch Spuren
von H,O; in der Losung zuriickbleiben, die eine Extraktion behindern. Da so grofle Mengen
an Feststoff die 2 ml HF {iberséttigen und zu einem Niederschlag fithren wiirden, wurde nach
anderen Moglichkeiten gesucht, lodid-Ionen in die Losung zu bekommen. Die einfachste
Losung bietet sich in der Verwendung von Hlkon, (57 %). Dazu wird die Targetlosung mit
Hlyon, versetzt und das *As in die organische CCls-Phase extraheiert. In der HI ist bereits so
viel lod enthalten, dass sie eine tiefrote Farbe besitzt. Dies bedingt auch eine Extraktion von I,
in die organische Phase, was auch hier zu einer Oxidation des *As(IIl) zu *As(V) fiihrt. Da
die Extraktionsausbeute trotz der Verwendung von HI geringer ist als bei der Verwendung
von GeO, und Nal, wird die Extraktion insgesamt drei Mal durchgefiihrt. Dann betrdgt die
Extraktionsausbeute im Mittel ca. 70 %. Im Anschluss werden die organischen Phasen
vereinigt und mit 500 ul PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) ausgeschiittelt,
um das *As in die wéssrige Phase zu extrahieren. Dabei wird auch das in CCly extrahierte lod

reduziert. Man erhalt eine Gesamtausbeute von 44 %.

Tabelle 23: Ergebnisse der Abtrennung von "’As aus "' Ge-Targets mittels LLE in HF/HI-Medium

Ausbeute [%] Fehler

Losung nach Filtration 89,8 + 79
Extraktion in CCly 70,8 + 79
Extraktion in PBS 63,4 +15,6
Gesamtextraktion 442 + 75

Reinheit 7’As 99,997

Der Germaniumgehalt liegt nach der Extraktion bei 2,2 ng + 2,8 pg bezogen auf urspriinglich
100 mg Germanium. Es fallt direkt auf, dass die Abtrennung von Germanium mit dieser LLE-
Methode etwa um den Faktor 10 besser ist, als bei allen anderen beschriebenen LLE-
Methoden. Ob dies an der Bildung einer anderen Germaniumverbindung als GeFs” unter
Einfluss des H,O, oder an dem Fehlen der Na'-Ionen durch die Verwendung von HI liegt,
kann nicht beantwortet werden. Im Vergleich mit den anderen LLE-Methoden schneidet diese
was die Extraktionsausbeuten angeht nur besser, als die Methode LLE-Methode von GeO; aus
HF/HCI-Medium. Dort lag die Gesamtausbeute bei nur 30 %. Diese Methode zur Abtrennung
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von *As aus Germaniummetalltargets wurde auch auf ein am Zyklotron bestrahltes GeO,-
Target angewendet, dass wie bereits in Kapitel 3.1.1 beschrieben, unldsliche Anteile an
elementarem Germanium aufwies. Die Gesamtausbeute vom Target bis zum *As in PBS-
Puffer lag hier bei 35 %. Dies liegt noch innerhalb des Fehlers. Man kann also auch GeO,-

Targets mit dieser Methode verarbeiten.

3.5.5.4 Bestimmung des Oxidationszustandes von *As

Auch bei dieser Abtrennungsmethode wurde der Oxidationszustand des *As in der
organischen und der wissrigen Phase mittels Radio-DC iiberpriift. Die hier dargestellten
Ausbeuten stammen aus einem Einzelexperiment, sind aber typisch fiir diese Methode. Wie
sich durch die Rotfirbung der organischen Phase bereits optisch andeutet, findet man hier
analog der Verwendung von Nal bei der Extraktion von *As aus GeO,-Targets (MJ02) fast
100 % *As(V) (Abbildung 40, Tabelle 24).

*As(V) ﬁ iy |

* As(I1T) #

8

Abbildung 40: Radio-DC zur Bestimmung des Oxidationszustandes in Germaniumtargets a.) CCly;
b.) PBS-Puffer

Tabelle 24: Oxidationszustand von 7’ As in CCl, und PBS im HF/HI-Medium

Oxidationszustand in CCl, | [%] Oxidationszustand in PBS | [%]

77 As(III) 3 7 As(TII) 48
7T As(V) 97 TTAs(V) 52

Die Analogie zu der Extraktionsmethode fiir GeO,-Targets setzt sich auch bei der
Riickextraktion in PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) fort. Obwohl mit
Hydroxylamin ein Reduktionsmittel zugesetzt wurde, kann man nicht mehr als 50 % des
*As(V) wieder zu *As(IIl) reduzieren. Die effektive Ausbeute halbiert sich dadurch auf jetzt
nur noch 20 %, da nur das *As(III) mit den SH-Gruppen des Antikorpers reagieren kann.

87



Vorteile dieser Methode:

Diese an die LLE von *As aus GeO,-Targets in HF/Nal-Medium angelehnte
Abtrennungmethode zeigt, dass es prinzipiell moglich ist, *As aus Germaniumetalltargets
abzutrennen und in eine zur Markierung von Antikdrpern geeignete Losung zu iiberfiihren.
Dabei konnte die Abtrennung des Germaniums um einen Faktor 10 gegeniiber den LLE-
Methoden von GeO,-Targets (MJ02-MJ04) gesteigert werden.

Nachteile dieser Methode:

Analog der in Kapitel 3.5.2 beschriebenen Abtrennungsmethode im HF/Nal-Medium aus
GeO,-Targets (MJ02) ist auch hier in der finalen *As-Fraktion in PBS-Puffer ein 1 : 1-
Gemisch aus *As(III) und *As(V) zu beobachten. Auch verlédngerte sich die Gesamtdauer der
Abtrennung, da man mindestens 1 h bendtigt, um das Wasserstoffperoxid vollstindig zu
zerstoren. Ein weiterer negativer Punkt ist die Reinheit der verwendeten Chemikalien.
Wihrend das Nal noch in sehr hoher Qualitédt (0,2 ppm As) kommerziell verfiigbar ist, liegt
der Arsengehalt in HI mit 1-5 ppm deutlich dariiber. Bei Verwendung von 1 ml HI kommt
man so bereits in dieselbe GroBenordnung Arsentrdger, in der man den Antikorper einsetzt. Es
kann also durchaus vorkommen, dass man mehr Arsenatome als freie SH-Gruppen in der

Losung hat. Dies fiihrt dann automatisch zu einer geringen Markierungsausbeute.

3.5.5.5 Markierung von Bevacizumab mit "*As aus einem Zyklotron GeO,-Target
nach LLE aus HF/HI-Medium

In der Ubergangsphase von GeO, zu Germaniummetalltargets fiir die Bestrahlungen am
Zyklotron wurde ein Target mit der LLE-Methode so aufgearbeitet, als wiirde es sich um ein
Germaniummetalltarget handeln. Dies war die logische Folge, als klar wurde, dass sich die
bei den Zyklotronbestrahlungen gebildeten unldslichen Bestandteile nach Zugabe von H,0,
direkt auflosen (Kapitel 3.1) Nach der Extraktion des Targets in CCls und PBS-Puffer wurde
es direkt mit Bevacizumab und TCEP versetzt. Nach 1 h und nach 4 h wurde die

Markierungsausbeute mittels HPLC bestimmit.
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Abbildung 41: Markierungsausbeute "*As-Bevacizumab (GeO,-Target mit MJ05 abgetrennt) nach 4 h mit
Radio-HPLC bestimmt a.) UV 280 nm b.) Radio-Detektor; Flow: 1 ml/min

Zu beiden Zeitpunkten lag die Markierungsausbeute konstant bei 18 %. Dies liegt deutlich
unter den fiir diese Abtrennungsmethode {iblichen 50 % *As(III). Da zu diesem Zeitpunkt die
Radio-DC Methode zur Bestimmung des Oxidationszustandes noch nicht entwickelt war,
kann man nicht mit letzter Sicherheit sagen, ob in speziell diesem Experiment der Anteil an
*As(V) viel groBer als 50 % war, oder ob durch die Verwendung von HI als Reduktionsmittel

einfach zu viel inaktiver Triger in das System eingebracht wurde.

Bei der Markierung werden ca. 8 nmol Antikérper verwendet. Der Arsengehalt der HI liegt
zwischen 1 und 5 ppm. Dies bedeutet fiir I ml Losung einen Arsengehalt von 13 - 66 nmol.
Mit 3-5 SH-Gruppen pro Antikorpermolekiil kommt man somit auf 24-40 nmol SH-Gruppen.
Dies bedeutet auf jeden Fall ein zusétzliches Problem bei der Verwendung von HI. Alle
anderen Séauren (HF, HCI, HBr) sind im Gegensatz zu HI in sehr hoher Reinheit (Arsengehalt
< lppb) kommerziell erhiltlich, was eine Reduktion des inaktiven Arsentrdgers um den
Faktor 1.000 bedeutet. Wegen den unldsbaren Problemen der zu hohen Zugabe von inaktivem
Arsentriger und dem hohen Anteil von unreaktivem *As(V) wurde diese
Abtrennungsmethode fiir Germaniummetalltargets, ebenso wie Markierungsversuche von

AntikOrpern nicht weiter verfolgt.
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3.5.6 Vorversuche zur Reduktion von As(V) zu As(IIl) in HCI-Medium mit
getrigertem '°As,Os

Die wichtigste Voraussetzung zur Markierung von nanomolaren Mengen freier SH-Gruppen
mit Arsen ist das Vorliegen der tragerfreien Aktivitdt im Oxidationszustand +(III). Die zweite
Bedingung ist eine wéssrige Losung mit einem pH von ca. 7. Bisher wurden alle bestrahlten
Targets in HF-Medium gelost. Im folgenden Kapitel wird eine Abtrennungsmethode
beschrieben, die ausschlieBlich HCI-Losungen verwendet. In diesem Zusammenhang wurden
zunichst Vorversuche mit getrigertem '°As,Os durchgefiihrt, um eventuell neue
Reduktionsmittel zu finden, bzw. das Verhalten von aus Versuchen im HF-Medium
bekannten Reduktionsmitteln im HCI-Medium zu untersuchen. Da alle Abtrennungsmethoden
das *As zundchst in konzentrierter HF oder HCI liefern, bietet die Fliissig-Fliissig-Extraktion
von *As(Ill) in CCly eine elegante Methode, diese Sduren abzutrennen. Eine Riickextraktion
des *As(II) in wissrige Losungen sollte laut Literatur moglich sein [126-128]. In der
Literatur sind verschiedene Reduktionsmittel beschrieben, die As(V) zu As(IIl) in HCI-
Medium reduzieren konnen sollen um das As(IIl) darauthin in ein unpolares Losungsmittel
extrahieren zu konnen. Dazu gehoren Nal [86, 97], CuCl [91] und HBr [88, 95, 153]. Um
verschiedene Reduktionsmittel testen zu konnen, ohne jedes Mal einen kompletten,
zeitaufwendigen Abtrennungsvorgang durchfiihren zu miissen, wurde fiir die Vorversuche
eine einfache, standardisierte Methode mit getrigertem '°As,Os konzipiert. Dabei wurde eine
As;0s-Losung im TRIGA Reaktor bestrahlt, und somit das As(V) radioaktiv markiert. So
konnten ca. 100 pg ®As(V) (1,3 pmol) in ca. 9 M HCI-Losung erhalten werden. Dies ist
notwendig, da die Extraktion von As(III) nur bei hohen HCl Konzentrationen (> 8§ M)
stattfinden sollte [85, 86]. Die Verwendung von kleinen Mengen getrigertem '°As,Os (ca.
100 ug) fiihrt dazu, dass man sehr leicht einen ca. 100-fachen Uberschuss an
Reduktionsmittel einsetzen kann. Dies sollte dem idealen System des nicht getrigerten

*As(V) bereits relativ nahe kommen.

3.5.6.1 Vorversuche mit Nal als Reduktionsmittel im HCl-Medium

Die Verwendung von Nal als Reduktionsmittel bei der Abtrennung von *As aus GeO;-
Targets aus HF/Nal-Medium mittels Festphasenextraktion (Kapitel 3.5.1) oder Fliissig-
Fliissig-Extraktion (Kapitel 3.5.2) brachte fiir den Oxidationszustand des nca *As die
iiberraschende Erkenntnis, dass das *As zu 100 % als *As(V) vorliegt und nicht wie in der
Literatur beschrieben als *As(Ill). Um dieses Phdnomen auch im HCI-Medium zu
untersuchen, wurden einige Versuche mit getrigertem '°As(V) durchgefiihrt. Dazu wurden
zundchst 500 pl Losungen von ca. 100 ug As(V) in 9 M HCI hergestellt. Zu dieser Losung
wird 20 mg Nal (130 pmol, ca. 100-facher Uberschuss) zugegeben. Die geringe Loslichkeit
von Nal in 10 M HCI machte es nicht mdglich, die Menge an Nal weiter zu erhéhen. Durch

die Bildung von Iod erhélt man eine rotliche Losung mit etwas Niederschlag. Die Losung
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wird sofort mit CCly einmal extrahiert und man erhélt eine leicht rétliche Losung. Diese
Losung entférbt sich sofort beim Ausschiitteln mit PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM
EDTA). Das Hydroxylamin in der Losung ist in der Lage, das gebildete Iod zu reduzieren.
Die Ausbeuten der Extraktion und der Oxidationszustand in organischer und wissriger Phase
wurden bestimmt (Tabelle 25, Abbildung 42).

Tabelle 25: Extraktionsausbeuten von getriigertem "°As in CCl, und PBS mit Nal als Reduktionsmittel

Extraktionsausbeute [%] Fehler

Extraktion in CCl, 89,6 +0,87
Extraktion in PBS 97,9 +0,05
Extraktion gesamt 87,8 + 0,80

a.) b.) e
*As(V) ur @

*As(I1I) @ %

Abbildung 42: Radio-DC zur Bestimmung des Oxidationszustandes: a.) CCly b.) PBS

Tabelle 26: Oxidationszustand von getrigertem "°As in CCl, und PBS-Puffer mit Hydroxylamin

Oxidationszustand in CCl, | [%] Oxidationszustand in PBS [%]
6 As(I1T) 62+3 76 As(I11) 95,7+0,14
As(V) 38+3 T As(V) 43+0,14

Beim Blick auf die gemessenen Ergebnisse (Tabelle 26) konnte man davon ausgehen, in Nal
ein ideales Reduktionsmittel fiir die Reduktion von *As(V) zu *As(Ill) gefunden zu haben.
Sieht man von den ca. 40 % *As(V) in der organischen Phase ab, so erhélt man am Ende mit
nur je einer Extraktion fast 90 % *As in der wissrigen Phase, von denen > 95 % im
erwiinschten Oxidationszustand *As(Ill) vorliegen. Da die Phasentrennung mit einer

Eppendorf-Pipette durchgefiihrt wird, kann man die eingesetzten 500 pl Extraktionslosung
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nicht quantitativ abtrennen. Es bleiben immer geschitzte 10-20 pl Losung zuriick, was
insgesamt zu fast 10 % Verlust fithrt. Da in der PBS-Fraktion im Gegensatz zur CCls-Fraktion
> 95 % *As(Ill) vorhanden ist, bedeutet dies, dass das im PBS-Puffer enthaltene
Hydroxylamin in der Lage sein muss, *As(V) bei der Riickextraktion zu *As(Ill) zu

reduzieren.

Anders verhilt sich dieses System leider bei der Extraktion von nca *As-Isotopen aus
HF/Nal-Medium (siehe Kapitel 3.5.2). Gleiches gilt fiir das HCl/Nal-Medium. Die hohen
Extraktionsausbeuten in CCly werden mit nca *As erst nach 2 Extraktionen erreicht.
Bemerkenswert ist auch der Wert von ca. 98 % fiir die Riickextraktion. Dieser Wert wird in
dem analogen nca *As-System nicht anndhernd erreicht. Es scheint hier durch die sehr
geringe Menge an Arsenatomen zu einer Interferenz mit anderen in der Losung enthaltenen
Verunreinigungen zu kommen. Der Oxidationszustand in der CCls-Phase ist bei der
Verwendung von Nal als Reduktionsmittel immer 100 % nca *As(V). Dies ist darauf
zuriickzufiihren, dass selbst die geringe Menge des in CCly extrahierten lods immer deutlich
iiber der Menge der Zahl der nca *As-Atome liegt, welche somit zu *As(V) oxidiert werden.
Im Falle des getriagerten "®As(V) wurden immerhin noch 40 % der ca. 100 pug As durch das
mitextrahierte lod zu As(V) oxidiert. Extraktionsversuche mit radioaktivem Nal zeigten, dass
pro Extraktion ca. 700 nmol in die CCls-Phase extrahiert werden. Dies ist etwa die Hélfte der
100 pg As(V) (1,3 pmol), die sich im CCly befinden und erkldrt ganz gut die 40 % As(V).
Leider ergaben sich bei der Riickextraktion des nca *As(V) in PBS-Puffer trotz Zugabe von
Hydroxylamin immer Mischungen aus beiden Oxidationszustdnden, die von 0-100 % *As(V)
ohne erkennbare Systematik variierten. Meist jedoch ergab sich ein 1:1-Gemisch der
Oxidationszustinde. Dies ist mit dem Befund des getrdgerten Arsens nicht in Einklang zu
bringen. Es muss im nca-System noch andere Faktoren geben, die Einfluss auf den
Oxidationszustand nehmen. Man kann festhalten, dass Nal kein geeignetes Reduktionsmittel
fiir nca *As(V) ist, um reproduzierbar hohe Extraktionsausbeuten und einen hohen *As(III)-

Gehalt zu erhalten. Aus diesem Grund wurden weitere Reduktionsmittel getestet.

3.5.6.2 Vorversuche mit CuCl als Reduktionsmittel

Nachdem das Verhalten des Nal als Reduktionsmittel mit seinen Eigenarten im
Zusammenhang mit nca *As bekannt war, musste als nédchster Schritt ein neues
Reduktionsmittel gefunden werden. Dabei sollte vor allem Wert darauf gelegt werden, dass
sich im Laufe der Reduktion keine weitere Substanz bildet, die das reduzierte * As(Ill) wieder
oxidieren kann. In der Literatur findet man dazu direkt keine hilfreichen Informationen.
Jedoch wurde in einer Verdffentlichung [91] CuCl verwendet, um nca *As in die AsCl; zu
iiberfilhren und zu destillieren. AuBerdem besitzt CuCl in saurer Losung ein &hnliches
Standardreduktionspotential wie I' [151]. Hierbei sollte sich Cu’" bilden, das dann nicht mehr
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in CCly extrahiert werden kann. Somit sollte man reines *As(III) bereits in der CCls-Phase
erhalten. Die Eignung von CuCl wurde in mehrere Batchversuchen analog den Vorversuchen
mit Nal an getrigertem '°As(V) untersucht. Dazu wurden analog den Vorversuchen mit Nal
eine Losung von ca. 100 pg ®As(V) (1,3 pmol) in 500 pl 9 N HCI hergestellt. Nach Zugabe
von 50 mg CuCl (500 pmol, ca. 400-facher Uberschuss) wird die Reaktionsldsung nach
30 min in CCly extrahiert. Die Extraktionsausbeute liegt hierbei < 10 %, was eigentlich
bedeutet, dass CuCl nicht als Reduktionsmittel zu gebrauchen ist. Da jedoch das "°As nach
Extraktion in CCl, im erwiinschten Oxidationszustand "°As(III) vorlag wurde die Zeit- und
Temperaturabhéngigkeit der Reaktion ndher untersucht. Dazu wurden Batchversuche bei
60 °C zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt (5 - 120 min). Das Ergebnis ist in
Abbildung 43 dargestellt. Man erkennt einen schnellen Anstieg der Extraktionsausbeute in
CCl; bis ca. 30 min. Danach ist ab 1 h Reduktion ein Plateau bei ca. 70 %
Extraktionsausbeute erreicht. Die Riickextraktion in PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25
mM EDTA) liefert konstante Ausbeuten von > 90 % fiir eine einzelne Extraktion. Eine
Erhohung der Temperatur auf 80 °C ergab keine signifikante Erhohung der
Extraktionsausbeute. Parallel dazu wurde der Einfluss der Menge an CuCl untersucht (Tabelle
27). Dazu wurden verschiedene Mengen an CuCl (10 - 100 mg) in 500 pl 9 N HCI mit 100 pg
®As(V) geldst und vor der Extraktion fiir 30 min bei 60 °C erhitzt.

Tabelle 27: Einfluss der Menge an CuCl auf die Extraktionsausbeute (nach 30 min auf 60°C erhitzen)

CuCl [mg] | CCl,[%] PBS[%] Total [%]
10 64,3 94,5 60,8
20 63,9 94,6 60,4
30 65,8 90,3 59,4
50 58,9 90,9 53,5
75 60,6 89,9 54,5
100 58,7 100,9 59,2

Das Experiment wurde nur einmal durchgefiihrt. Die Daten deuten darauf hin, dass es keinen
direkten Zusammenhang zwischen der eingesetzten Menge an Reduktionsmittel und der
Extraktionsausbeute gibt. Dies war bei einem Uberschuss an Reduktionsmittel um den Faktor

400 auch nicht anders zu erwarten.
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Abbildung 43: Extraktion von 76As(III) in CCl,; und Riickextraktion in PBS-Puffer nach Reduktion mit
CuCl bei 60°C

Die erhobenen Daten ergeben, dass 50 mg CuCl nach 1 h Erhitzen bei 60 °C das Optimum
darstellen. Dieses Optimum liegt fast 20 % unter den Werten, die mit Nal erreicht werden
konnen. Dafiir liefert das CuCl aber bereits in CCly nur *As(Ill) (Abbildung 44), was im
Bezug auf eine spitere Verwendung des Arsens als Markierungssynthon der wichtigere
Parameter ist. Ein weiterer Vorteil der Verwendung des CuCl liegt darin, dass nun auch nca
*As(III) in organischen Losungsmitteln zur Verfiigung steht, was zur Markierung von z.B.
Polymeren notwendig ist. Dies erweitert die Einsatzmdglichkeiten von Arsenisotopen. Die
Vorversuche zeigen, dass CuCl ein geeignetes Reduktionsmittel fiir '°As(V) ist. In Kapitel
3.5.7 wird spéter noch beschrieben, dass sich die guten Ausbeuten an '°As(IIl) im Prinzip

auch auf das nca *As-System iibertragen lassen.
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Abbildung 44: Radio-DC zur Bestimmung des Oxidationszustandes nach Reduktion mit CuCl:
a.) CCly b.) PBS

Tabelle 28: Oxidationszustand von getrigertem "°As in CCl, und PBS-Puffer mit Hydroxylamin nach
Reduktion mit CuCl

Oxidationszustand in CCl, | [%] Oxidationszustand in PBS | [%]

8 As(I1I) 100 " As(II) 100
T As(V) 0 AS(V) 0

Trotz des Vorteils des CuCl, im Gegensatz zu Nal reproduzierbar *As(Ill) in CCly zu liefern,
bleibt seine Anwendung auf die Verwendung in HCI-Losungen beschriankt. CuCl bildet in HF
einen unldslichen Niederschlag und ist deshalb nicht fiir eine Anwendung in diesem Medium
geeignet. Desweiteren ist die lange Dauer der Prozedur im Verhéltnis zum Nal
hervorzuheben, was die Gesamtdauer einer radiochemischen Abtrennung um mindestens eine

Stunde verléngert.

3.5.6.3 Vorversuche mit anderen Reduktionsmitteln

Neben Nal und CuCl wurden mit der standardisierten Methode noch andere Reduktionsmittel
auf ihre Wirksamkeit "°As(V) zu reduzieren gestestet. Dazu wurden jeweils ca. 50 mg der
Substanz in 500 ul einer 9 N HCI-Losung von 100 pg *As(V) gegeben und fiir 1 h vor der
Extraktion auf 60 °C erhitzt (Tabelle 29).
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Tabelle 29: Ubersicht der Extraktionsausbeuten von *As nach Zugabe diverser Reduktionsmittel
(1 h Inkubation bei 60 °C)

Reduktionsmittel | CCl, [%] PBS [%] Gesamt [%]
FeSO, 32 96,6 3,1
Ferrocen 15,0 95,7 14,4
Na-Hypophosphit 0,1 96,4 0,1
Cysteamin 0 0 0
3-Thiopropionséure 7,3 91 6,6
Mercaptoethanol 74,8 51,5 38,5
Hydroxylamin 0 0 0
Hydrazin 4,2 100 4,3
TCEP 2,5 94 2.4
Oxalséure 0,2 0 0

Allgemein kann man sagen, dass alle Reduktionsmittel aufler Mercaptoethanol schlechte
Ausbeuten liefern und deshalb keine Alternative zu Nal oder CuCl darstellen.
Mercaptoethanol liefert zwar eine beachtliche Extraktionsausbeute in CCly, dafiir funktioniert
die Riickextraktion viel schlechter als bei allen anderen Versuchen. Dies deutet darauf hin,
dass das Mercaptoethanol mit dem Arsen reagiert und es nicht nur reduziert. Die Bildung
einer molekularen Verbindung zwischen *As und Mercaptoethanol wurde in fritheren
Experimenten mittels Radio-DC bereits beobachtet, jedoch nicht weiter verfolgt. Aus diesem
Grund erscheinen tendenziell alle Thiole, von denen einige durchaus in der Lage sind Arsen
zu reduzieren, keine gute Wahl als Reduktionsmittel. Aus demselben Grund scheidet auch
H,S-Gas aus.

Einige Reduktionsmittel wurden ohne Quantifizierung getestet. Dazu gehort das in der
Literatur manchmal gebréuchliche SO,-Gas und Ascorbinsdure. Beide waren in diesem
System nicht geeignet, um das Arsen zu reduzieren. Ein anderes in der Literatur
gebrauchliches Reduktionsmittel ist HBr [95]. Dieses wurde jedoch nicht systematisch
untersucht, da es hier ganz besonders auf die Konzentration von HBr und HCI ankommt, um
eine Extraktion erreichen zu kdnnen. HBr hat sich jedoch auch in dieser Arbeit als durchaus
brauchbar erwiesen und liefert &hnliche Ergebnisse wie CuCl, jedoch bereits bei
Raumtemperatur und ohne lange Reaktionszeiten. Ein besonderes Augenmerk gilt dem
Hydroxylamin. Unter den gegebenen Bedingungen war es nicht in der Lage, das As(V) zu
As(IIT) zu reduzieren. Dies deckt sich auch mit friiheren Beobachtungen [154]. Trotzdem ist
es bei der Extraktion von As(V) aus CClys in PBS in der Lage, zumindest zum Teil das Arsen
zu reduzieren. Dies konnte jedoch auch daran liegen, dass es das gebildete I, wieder zu lodid
reduziert, was in der Folge zu einer Reduktion des As(V) flihren konnte. Versuche As(V) in
PBS durch Zugabe von Nal wieder zu reduzieren, waren jedoch trotz der Prdsenz von
Hydroxylamin nicht erfolgreich. Die Entdeckung eines guten Reduktionsmittels fiir As(V) zu

As(II) in neutraler wiéssriger Losung (z.B. 0,9 %ige NaCl oder PBS-Puffer) wire ein weiterer
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wichtiger Schritt in der Entwicklung von Arsenradiopharmaka, da das * As(IIl) in PBS-Puffer
bei Raumtemperatur und im Licht mit der Zeit wieder zu *As(V) oxidiert werden kann.

3.5.6.4 Zusammenfassung Reduktionsmittel fiir getriigertes "*As(V) im HCI-
Medium

Aus den Versuchen mit getrigertem '°As(V) kristallisierten sich sowohl Nal als auch CuCl
als mogliche Kandidaten zur Reduktion von nca *As(V) zu *As(Ill) in HCI-Medium heraus.
Die LLE-Versuche in die organische Phase und die anschlieBende Riickextraktion in PBS-
Puffer ergaben fiir Nal einen " As(III)-Gehalt von > 95 % und fiir CuCl sogar 100 %
"®As(III). Fiir CuCl konnten die Reaktionsbedingungen in Batch-Experimenten optimiert
werden, um eine moglichst groBe Extraktionsausbeute an "°As(III) zu erzielen (Inkubation fiir
1 h bei 60°C). Diese Bedingungen sollen auch auf die nca *As-Isotope angewendet werden.
Da Nal im Zusammenhang mit LLE aus HF/Nal-Medium (Abtrennungsmethoden MJ02 und
MJO05) bereits schlechte Ergebnisse lieferte, erscheint es sinnvoll, zunédchst die Entwicklung
auf die Verwendung von CuCl als Reduktionsmittel fiir nca *As(V) zu *As(Ill) zu
konzentrieren. Spéter durchgefiihrte Versuche mit nca *As unter Verwendung von Nal
ergaben analog den Abtrennungsmethoden MJ02 und MJO05 in der PBS-Phase jeweils ein 1:1-
Gemisch beider Oxidationszustidnde. Nal ist somit kein geeignetes Reduktionsmittel fiir nca
*As in HCI-Medium.
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3.5.7 Abtrennung von "*"*7As aus einem Germaniummetalltarget durch

Destillation von GeCl,; und anschlieBender Aufreinigung mittels
Anionenaustausch (MJ06)

Nachdem die erste Fliissig-Fliissig-Extraktionsmethode zur Abtrennung von *As aus
Germaniumtargets nicht zum Ziel fiihrte (Kapitel 3.5.5, MJ05), wurde die auf Flusssdure
aufbauende Chemie verlassen und etwas vollkommen anderes versucht. Eine der dltesten
Methoden zur Trennung von Germanium und Arsen besteht in der Destillation des
Germaniums als GeCly (Sdp = 84 °C) aus konzentrierten HCI-Losungen. Die Zugabe von
Oxidationsmitteln hélt das *As im Oxidationszustand +(V), welches nicht fliichtig ist. In der
Literatur sind dazu einige Methoden bekannt. Die hier ausgewihlte Methode ist in
Grundziigen in [93] beschrieben. Die Destillation ist je nach den gewéhlten Bedingungen
bereits sehr effizient und liefert eine *As(V)-Fraktion, die eine bessere Abtrennung des
Germaniums aufweist, als die Extraktionsmethoden. Es ist jedoch einfach mdglich, die
Reinheit weiter zu erhdhen, indem man die Losung iiber eine Anionenaustauschersiule
aufreinigt. An diesem Punkt erhdlt man *As(V) in 10 M HCI, die man nicht zur Markierung
von AntikOrpern einsetzten kann. Es wurde dann, dhnlich den zuvor beschriebenen LLE-
Methoden, entschieden, das *As als *As(Ill) in CCly und danach wieder in PBS-Puffer zu

extrahieren. Als Reduktionsmittel wurde hierbei CuCl eingesetzt.

3.5.7.1 Losen der Germaniummetalltargets

Anders als bei der ersten Abtrennungsmethode fiir Germaniummetalltargets (MJ05) konnte
hier nicht auf HF/H,O, als Losungsmittel zuriickgegriffen werden, da die HF die
Glasdestillationsapparatur zerstdren wiirde. Als Alternative kommt hier Konigswasser zum
Einsatz. Das Konigswasser reagiert bei Raumtemperatur nur sehr langsam mit dem
Germaniummetalltarget [89], weshalb direkt mit dem Autheizen der Losung fiir die
Destillation begonnen wird. Eine andere Moglichkeit besteht darin, eine Mischung aus HCl
und H,0O, zu verwenden. Dies erwies sich jedoch nicht als vorteilhaft, da beide Reagenzien
direkt miteinander abreagieren. Das Germaniummetalltarget 19st sich in der Regel in der Zeit,
die benotigt wird, um das Olbad auf Temperatur zu bringen im Konigswasser vollstindig auf.

3.5.7.2 Abtrennung von Germanium durch Destillation von GeCl,

Nachdem das Germanium sich vollstindig im Konigswasser gelost hat, beginnt die
Destillation des GeCly. Zur Beschleunigung des Vorgangs wird ein leichter Argonstrom durch
die Apparatur geleitet. Uber einen Zeitraum von ca. 1,5 h wird stetig das GeCly abdestilliert.
Das GeCly kondensiert entweder schon im Kiihler als GeO,, oder wird in ein Gemisch aus
20 % Schwefelsdure eingeleitet, wo es ebenfalls ausfillt. Immer, wenn die Losung fast bis zur

Trockne eingedampft ist, wird erneut 10 M HCI zugegeben, um die Destillation fortfiihren zu
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konnen. Aus der nach dem Losen des Targets zundchst klaren Losung fillt beim
Aufkonzentrieren GeO; als Niederschlag aus der Losung aus und kann sich auch am Rand des
Destillationskolbens absetzen. Hier muss die Menge an zugegebener HCI so gewéhlt werden,
dass der Niederschlag von HCI komplett bedeckt ist. Insgesamt werden so 6 ml HCI

zugegeben.

Die Zugabe von HCI hat zwei Funktionen. Zum Einen soll moglichst viel GeCly abdestilliert
werden. Zum Anderen soll die HCI gleichzeitig die iiberschiissige HNO3 zerstoren, die nach
dem Losen des Targets nicht mehr gebraucht wird. Dieser zweite Grund ist fiir die spétere
Verwendung des Arsens weitaus bedeutender, da selbst kleinste Reste HNOs dazu fiihren
konnen, dass die anschlieBende Reduktion von *As(V) zu *As(IIl) nicht mehr funktioniert.
Aus diesem Grund wird auch nach dem Starten der Destillation im Gegensatz zu anderen
Publikationen [83] kein weiteres Oxidationsmittel mehr zugegeben. Eine befiirchtete
Reduktion zu *As(Ill) konnte jedoch auch so nicht beobachtet werden. Nach der letzten
Zugabe von HCIl wird die Losung auf deutlich unter 500 ul eingedampft und aus der
Destillationsapparatur entnommen. Die Apparatur wird noch einmal mit etwas HCI
ausgespiilt, damit moglichst wenig *As auf der Glasoberfliche absorbiert bleibt. Die
vereinigten HCl-Phasen sollten ein Volumen von ca. 500 pl haben. Bei der Entnahme der
aktiven Losung muss darauf geachtet werden, dass sie nicht mit eventuell auf der kilteren
Seite des Kolbens kondensierter Fliissigkeit in Beriihrung kommt. Hier befinden sich meistens
noch minimale Reste der HNOs;. Wenn diese in die Losung gelangen, kann dies zum
Scheitern der Reduktion zu *As(Ill) fiihren, was gleichbedeutend mit einem kompletten

Verlust des Targets fiir Marierungsexperimente ist.

Die *As(V)-Ausbeute nach der Destillation betrdgt 93 + 2 % in ca. 500 pl HCI (10 M). Zu
diesem Zeitpunkt betrdgt der Germanium-Gehalt noch 9 + 7,6 pg (fiir ein 100 mg Ge-Target).
Dies bedeutet, dass man so 99,991 % des Germaniums abtrennen kann. Es gab jedoch auch
wenige Experimente, bei denen eine groflere Menge *As(V) auf den Wiénden der
Destillationsapparatur absorbiert wurde und nicht mehr aus der Apparatur entnommen werden
konnte. Dies trat zwar nur sehr selten auf, wurde aber gerade bei Zyklotrontargets mehrfach
beobachtet.

Bei Reaktortargets konnten in der durch Destillation gereinigten '’ As(V)-Fraktion neben
Spuren von Germanium noch Isotope des Galliums ("7*Ga) und des Zinks (*"Zn)
nachgewiesen werden. Diese entstehen durch Kernreaktionen mit schnellen Neutronen [138]
(siche auch Kapitel 3.1.2) und lassen sich nicht durch Destillation aus der Losung entfernen.
Bei Bestrahlungen am Zyklotron bestand die einzige detektierbare Verunreinigung aus ¢’Ga,
welches iiber die "°Ge(p,a)®’Ga-Reaktion in kleinen Mengen gebildet wird (siche Kapitel
3.1.3). Aus diesem Grund wurde {iiber die Anwendung einer zweiten zusétzlichen

Aufreinigungsmethode nachgedacht, um all diese Elemente vom *As abzutrennen. Eine gute
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Moglichkeit, Elemente selektiv voneinander zZu trennen, bietet die
Ionenaustauschchromatographie.

3.5.7.3 Aufreinigung der *As(V)-Fraktion nach Destillation durch
Anionenaustausch

Wie bereits in der Einleitung beschrieben (Kapitel 1.3), besitzen weder Arsen noch
Germanium eine nennenswerte Absorption auf Kationenaustauscherharzen [70, 71, 89].
Darum scheidet Kationenaustausch zur weiteren Aufreinigung der Losung aus. Auf diese Art
konnen nur die Gallium- und Zinkisotope abgetrennt werden, da sie eine hohere Absorption
aufweisen [100]. Auf Anionenaustauscherharzen ist die Absorption von As(IIl), As(V) und
Ge(IV) nennenswert grofler, was eine Trennung der verschiedenen Elemente und sogar der
verschiedenen Oxidationszustinde des Arsens moglich machen sollte. Auch sind die
Absorptionskoeffizienten einer Vielzahl von Elementen in HCI-Losungen auf dem Harz
AG 1-X8 sehr gut aus der Literatur bekannt [69, 104]. Speziell mit dem System Ge(IV),
As(IIl) und As(V) beschiftigen sich ebenfalls mehrere Publikationen [102, 103]. Hier werden
auch bereits Strategien zur Trennung der Elemente vorgeschlagen. Ein Blick auf die
Absorptionskoeffizienten der verschiedenen Elemente (Abbildung 45) zeigt, dass As(V) den
geringsten Absorptionskoeffizienten aufweist. Bei hohen HCI-Konzentrationen von 8 - 10 M
unterscheiden sich die einzelnen Elemente am Deutlichsten in ihren Absorptionseigenschaften

voneinander.
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Abbildung 45: Qualitative Darstellung der Verteilungskoeffizienten von Zn(II), Ga (IIT) Ge(IV), As(III)
und As(V) auf dem Anionenaustauscher Dowex 1-X10 in HCI-Losungen [69].

Eine gute Strategie besteht also darin, die 500 pl der *As(V)-Fraktion nach der Destillation
auf eine mit AG 1-X8 gefiillte Séule aufzugeben und diese mit 10 M HCI fraktioniert zu
eluieren. Dabei sollte *As(V) in den ersten Fraktionen eluiert werden, wéhrend alle anderen

Elemente, von denen radioaktive Kontaminationen in der Losung vorliegen, zunéchst auf der
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Saule fixiert bleiben. Diese konnen dann mit z.B. 0,1 N HCI leicht wieder von der Saule

entfernt werden.

Die erste verwendete Sédule war ca. 5 x 150 mm groB. Ein exemplarisches Elutionsprofil
findet sich in Abbildung 46. Aufgrund der Unterschiede in den Absorptionskoeffizienten von
As(IIl) und As(V) in hochkonzentrierten HCIl-Losungen kann man an der Tatsache, wann das

*As von der Saule eluiert wird, auch direkt seinen Oxidationszustand erkennen.
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Abbildung 46: Elutionsprofil von "’As(V) auf AG 1-X8. F1-F9: 10 M HCI, F9-F16
7M HCI, ab F17 0,1 M HC1

Hierbei wurde die nach der Destillation in 500 pl erhaltene Aktivitdt noch mit 500 ul 10 M
HCI versetzt, so dass 1 ml Losung auf die Sdule aufgegeben wurde. Insgesamt kdnnen in den
Fraktionen 12 und 13 ca. 94 % der Aktivitdt in 1 ml 10 M HCI erhalten werden. Die "’ As-
Fraktion enthielt keine messbaren Spuren von Germanium mehr. Dies sind fiir ein erstes
Experiment sehr ermutigende Ergebnisse, weshalb die Entwicklungen auf diesem Gebiet
fortgesetzt wurden. Da das ''As erst in den Fraktionen 12 und 13 von der Séule eluiert wird,
gab es Uberlegungen, die Siule zu verkleinern, damit die gesamte Prozedur beschleunigt
werden kann. Die schlussendlich verwendete Sdule ist in thren Dimensionen etwas kleiner
(3 x 100 mm) und kann zusitzlich mit Druck (Argon) betrieben werden. Die Verkleinerung ist
moglich, da sich nur noch sehr kleine Substanzmengen an Germanium im Bereich von
wenigen pug in der Losung befinden. Aufgrund der gednderten Geometrie ergibt sich auch ein
verdandertes Elutionsprofil (sieche Abbildung 47).
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Abbildung 47: Typisches Elutionsprofil fiir ’As(V), >Ga(III) und ®™Zn(II) auf AG 1-X8 in 10 M HCL. Ab
F11 Elution mit 0,1 N HC1

Hier wurden immer direkt die 500 pl von der Destillation auf die Sdule aufgegeben und dann
unter Anlegung eines leichten Uberdrucks fraktioniert eluiert. Im Vergleich zu den ersten
Versuchen erhdlt man jetzt das *As(V) direkt in Fraktion 2 und 3 (1 ml). Nach der Séule
betrug die Widerfindungsrate 94 + 1,7 %. Die *As-Fraktion weist keinerlei messbare Spuren
von Ge(IV), *Ga(Ill) und *Zn(I) mehr auf. Dies bedeutet nicht, dass sich kein Germanium
mehr in der Losung befindet, sondern nur, dass der Germaniumgehalt unter der
Nachweisgrenze liegt. Die Nachweisgrenze fiir ’Ge wurde fiir eine 12 h Messung zu 0,25 Bq
bestimmt. Bei einer Startaktivitit von 2 MBq ’Ge kann man also davon ausgehen, dass der
Abtrennungsfaktor fiir das Germanium nach der Saule > 1-10° ist. Um diesen Wert genauer
bestimmen zu konnen, miisste man eine hohere Startaktivitit erreichen, was bei
Bestrahlungen in Mainz nicht méglich war. Trotzdem kann man festhalten, dass diese Art der
Targetaufarbeitung von allen bisher entwickelten die sauberste *As(V) Fraktion liefert. Erst
nachdem das Eluens auf 0,1 N HCI gewechselt wird, kann man die stirker absorbierten
Elemente von der Séule eluieren. Dies steht im Einklang mit den aus der Literatur bekannten
Verteilungskoeffizienten. Ein Elutionsprofil fiir ein Zyklotrontarget mit "*As und ®’Ga findet
sich in Abbildung 48. Man sieht, dass es keine signifikanten Unterschiede im Verhalten der
Aktivitdten gibt.

Eine nicht erschopfend zu beantwortende Frage ist die, was mit dem Germanium passiert. Es
taucht in den Elutionsprofilen nicht auf, weil es weder in der "’As, noch in den *Ga bzw.

9m7n Fraktionen zu messen ist. Es gibt zwei mogliche Erklarungen. Auf der einen Seite ist
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die Abtrennung des Germaniums mittels Destillation bereits sehr gut. Dies fiihrt dazu, dass
die Aktivitit, die man auf die Sdule aufgibt, bereits deutlich unter 1 kBq liegt. Im Vergleich
dazu ist die Aktivitit des "’Ga ca. 10 Mal hoher. Dennoch sollte selbst bei kurzen Messzeiten
das "’Ge im Spektrum auftauchen. Dies ist jedoch nicht der Fall. Man kann also davon
ausgehen, dass das GeCly in hoher HCI-Konzentration mit groBer Wahrscheinlichkeit fliichtig
ist. Dies ist aus der Literatur bereits bekannt [89], sollte jedoch erst bei HCI-Konzentrationen
iber 10 M signifikant werden. Aus diesem Grund wurde auch darauf verzichtet, ein
Elutionsprofil mit groBerer Aktivitit ®*Ge (T, = 270 d) aufzunehmen, da hier ein erhohtes

Kontaminationsrisiko bestand.
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Abbildung 48: Typisches Elutionsprofil fiir ?As(V) und “Ga(III) AG 1-X8 in 10 M HCL. Ab F11 Elution
mit 0,1 N HCI

Prinzipiell kann man die Trennung auch bei niedrigeren HCl-Konzentrationen durchfiihren.
Jedoch benotigt man am Ende fiir die Weiterverarbeitung des *As(V) eine moglichst hohe
HCIl-Konzentration [85], um nach der Reduktion das *As(IIl) in die organische Phase
extrahieren zu konnen. Aus diesem Grund, und weil in den Zyklotrontargets unter den
gewdhlten Bedingungen keine Germaniumisotope erzeugt wurden, wurde an dem gewdéhlten
Setup nichts mehr gedndert, sondern dem Ziel ein moglichst kleines Volumen in mdglichst
kurzer Zeit zu erhalten untergeordnet. Die Sdulentrennung verlduft relativ schnell innerhalb
von ca. 15 min, da man fiir eine Abtrennung des *As(V) nur die ersten drei Fraktionen
benotigt. Die Aufnahme eines kompletten Elutionsprofils dauert fast 2 Stunden, auch weil die

Messzeit der einzelnen Fraktionen nicht unter 5 min liegen sollte.
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Riickblickend betrachtet war die Verkleinerung der Siule jedoch ein strategischer Fehler.
Dadurch, dass das *As(V) nun fast ohne Wechselwirkung durch die Saule lduft, besteht auch
keine Chance mehr, etwaige in der Destillationslosung vorhandene Spuren von HNO;
abzutrennen. HNO; lduft dhnlich wie das *As(V) ohne groBe Wechselwirkung durch die
Sdule und befindet sich in denselben Fraktionen wie das *As(V). Bereits Spuren von HNO;
verhindern hohe Extraktionsausbeuten an *As(IIl) nach Reduktion in CCly und kdnnen einen
Verlust der kompletten Aktivitdt bedeuten, da sie dann nicht mehr weiterverarbeitet werden
kann. Dies wurde einige Male leider auch bei Zyklotrontargets beobachtet. Gerade bei teuren
Zyklotrontargets ist dies besonders drgerlich, auch weil hier in der Regel immer in vivo-
Experimente anhéngig waren, die dann leider nicht mehr durchgefiihrt werden konnten. Dies
ist der eigentliche Grund, warum die Methode am Ende nicht mehr zur Aufarbeitung von
Germaniumtargets eingesetzt wurde. Die Probleme scheinen jedoch l9sbar, so dass durchaus

iiber eine leicht modifizierte Variante mit einer groferen Sdule nachgedacht werden kann.

3.5.7.4 Reduktion mit CuCl, Extraktion in CCl, und Riickextraktion in PBS-
Puffer

Nachdem klar war, dass Nal in HF-Losungen keine gute Wahl ist, um *As(V) zu *As(IIl) zu
reduzieren (Kapitel 3.5.2), wurde nach alternativen Reduktionsmitteln gesucht (siehe Kapitel
3.5.6). Das einzige Erfolg versprechende Reduktionsmittel aus den Batchversuchen mit
®As(V) war CuCl. Die Vorversuche hatten gezeigt, dass die besten Ergebnisse zur Reduktion
von *As(V) zu *As(IIl) nach Zugabe von 50 mg CuCl zu der *As-Lésung und Inkubieren fiir
1 h bei 60 °C erzielt wurden. Diese Bedingungen kamen deshalb auch bei der nca *As(V)
Fraktion zur Anwendung. Wéhrend dem Erhitzen férbt sich die vorher tiefgriine Losung noch
dunkler ein. Erhédlt man nach 1 h hingegen eine hellgriine Losung, so waren in der HCl-
Fraktion noch Reste des Oxidationsmittels HNO; zu finden und eine Extraktion des *As in
CCly war daraufhin nicht mehr moglich. Die Losung wird nach kurzem Abkiihlen mit CCly
ausgeschiittelt. Dabei geht das *As(IIl) als *AsCl; in die organische Phase iiber. Um die
Ausbeute zu erhohen, wird die Prozedur wiederholt. Normalerweise fithrt die Extraktion von
*As(IIT) aus HCI-Losungen > 8 M dazu, dass das GeCl, ebenfalls in die organische Phase
extrahiert wird [86, 87]. In diesem Fall ist dies jedoch kein Problem, da bereits alles
Germanium durch die Verwendung der Anionenaustauschersidule abgetrennt wurde. Es geht
in diesem Schritt nur noch darum, das *As aus 10 M HCI in eine neutrale wissrige Losung zu
iiberfiihren. Dazu werden die vereinigten organischen Phasen mit 500 pl PBS-Puffer (0,5 M
Hydroxylamin, 25 mM EDTA) ausgeschiittelt, um das *As(IIl) in die neutrale wéssrige Phase
zu extrahieren. Eine Ubersicht der erzielten Extraktionsausbeuten findet sich in Tabelle 30.
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Tabelle 30: Ergebnisse der Abtrennung von *As aus Ge-Targets mittels LLE aus HCI nach Destillation
und Anionenaustausch

Ausbeute [%] Fehler

Extraktion in CCl, 72,4 +72
Extraktion in PBS 63,6 +3,4
Gesamtextraktion 40,4 +1,7

Im Vergleich mit den Daten aus den Reduktionsversuchen von getrigertem "°As(V) mittels
CuCl (Kapitel 3.5.6) kann man erkennen, dass hier zwei Extraktionen des nca *As aus 10 M
HCI notwendig sind, um eine dhnliche Extraktionsausbeute zu erhalten. Auch ist im Vergleich
mit "°As die Riickextraktion mit nur 64 % gegeniiber > 90 % deutlich reduziert. Das nca *As
scheint sich einfach etwas anders zu verhalten, da die 64 % reproduzierbar erhalten werden.
Dies konnte bei den geringen Mengen nca *As z.B. an Wechselwirkungen mit in der Losung
vorhandenen Verunreinigungen liegen, die bei groBeren As-Mengen nicht ins Gewicht fallen.
Trotzdem betrdgt die Gesamtausbeute dieser Prozedur 40 % *As(Ill) bezogen auf die
Startaktivitit im Germaniumtarget. Dies liegt zwar unter den in vorhergehenden Abschnitten
beschriebenen Ausbeuten fiir die Fliissig-Fliissig-Extraktion von *As aus GeO,-Targets,
jedoch handelt es sich bei dieser Methode um eine 4-Stufen-Synthese des
Markierungssynthons *As (Destillation, Sdulentrennung, Extraktion in CCly, Riickextraktion
in PBS-Puffer). Auch liefert keine andere Methode das *As in vergleichbarer Reinheit

bezogen auf den Restgehalt an Germanium.

105



3.5.7.5 Bestimmung des Oxidationszustandes von *As

Aufgrund des Verhaltens des *As auf der Anionenaustauscherséule ist bekannt, dass es sich
um 100 % *As(V) handelt. Der Oxidationszustand in CCls und PBS wurde wiederum mit
Radio-DC bestimmt (Abbildung 49).

a.) b.) @®

*As(V) :

* As(I1T) ‘ g

Q

Abbildung 49: Radio-DC zur Bestimmung des Oxidationszustandes von *As nach Reduktion mit CuCl:
a.) CCl; b.) PBS

Tabelle 31: Oxidationszustand von *As in CCl, und PBS nach Reduktion mit CuCl

Oxidationszustand in CCl, [%] Oxidationszustand in PBS [%]
77 As(III) 923+1,9 7 As(1II) 96,7+ 1,1
TAs(V) 74+1,7 TAs(V) 33+1,1

Die Experimente zeigen, dass das mit CuCl reduzierte *As sehr hohe Ausbeuten an *As(III)
sowohl in der organischen (> 90 %), als auch in der wissrigen Phase (> 95 %) liefert. Wie
schon bei den Extraktionsausbeuten ist hier jedoch eine geringfiigige Verschlechterung
gegeniiber den Versuchen mit getrigertem °As zu erkennen, wo in beiden Fraktionen das
*As zu 100 % als *As(IIl) vorligt. Fast 97 % *As(IIl) in der finalen Phase sind jedoch ein
guter Ausgangswert, um hohe Markierungsausbeuten erzielen zu kénnen. Dies zeigt, dass
CuCl ein hervorragendes Reduktionsmittel fiir *As(V) ist und die Verwendung von *As(III)
zu Markierungsexperimenten sowohl in CCly, als auch in wissrigem Medium ermdglicht.
Der einzige Nachteil der Verwendung von CuCl als Reduktionsmittel liegt darin begriindet,
dass die Gesamtdauer der Targetaufarbeitung wegen der langen Dauer fiir die Reduktion um

eine Stunde verldngert wird.
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Vorteile dieser Abtrennungsmethode:

Der erste Vorteil dieser Abtrennungsmethode (MJ06) besteht darin, dass sie mit
Germaniummetall funktioniert und man somit auch am Zyklotron bestrahlte Targets
verarbeiten kann. Ein weiterer Vorteil ist die verwendete Kombination aus Destillation und
Anionenaustausch, welche in der hochsten Reinheit der finalen * As-Fraktion, die in dieser
Arbeit erreicht wurde, resultiert. Fiir einen angenommenen Abtrennungsfaktor von > 1-10°
(der Restgehalt an Germanium liegt unterhalb der Nachweisgrenze von ca. 0,25 Bq) ergibt
sich fiir ein 200 mg Germaniummetalltarget eine Germaniumgehalt in der finalen *As-
Fraktion von < 200 ng. Im Vergleich zu den davor entwickelten Abtrennungsmethoden kann
man hier vollstindig auf den Gebrauch von HFy,,, als Losungsmittel verzichten, was die
Handhabung der Radioaktivitdt auch aufBerhalb einer Glovebox ermdglicht. Ebenso positiv ist
die Verwendung von CuCl als Reduktionsmittel zu nennen. Sowohl in der organischen Phase
als auch im PBS-Puffer konnen mit dieser Methode hohe Ausbeuten an *As(III) von > 90 %
erzielt werden. Dies sind ideale Voraussetzungen fiir hohe Markierungsausbeuten von
Antikorpern.

Nachteile dieser Abtrennungsmethode:

Die Gesamtdauer der Prozedur liegt bei ca. 4 h. Im Gegensatz zu den Abtrennungsmethoden
fiir GeO,-Targets bedeutet dies eine deutliche Verlingerung. Ein Nachteil ist auch, dass es
bisher nicht gelungen ist, eine mogliche ,,Verschleppung* von HNO;-Resten aus der
Destillation génzlich auszuschlieBen, was in der Folge in einigen Fillen die Reduktion von
*As(V) zu *As(III) verhinderte und das Experiment an dieser Stelle beendete. Dieses Problem

sollte sich allerdings 16sen lassen.

3.5.7.6 Markierung von Bevacizumab mit *As unter Verwendung von TCEP

Bis zu diesem Punkt wurde die chemische Targetaufarbeitung optimiert und durch
Analysemethoden verifiziert, dass die finale PBS-Puffer Fraktion ca. 96 % *As(IIl) in hoher
radiochemischer Reinheit enthédlt. Um zu testen, ob man die 500 pl PBS-Puffer zur
Markierung von Proteinen einsetzen kann, wurden 50 pl (1,25 mg) des Antikorpers
Bevacizumab direkt in die Losung gegeben und mit 10 pl (12 mg/ml, 410 nmol) fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Der zeitliche Verlauf der Reaktion ist exemplarisch in Abbildung
50 dargestellt.
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Abbildung 50: Reaktionskinetik "’ As-Bevacizumab bei Raumtemperatur, mittels Radio-DC bestimmt

Die Kinetik der Reaktion von *As(IlI) mit dem AntikOrper ist vergleichbar mit den aus
Experimenten mit anderen Abtrennungsmethoden erhaltenen Daten. Auch hier bleibt der
Gehalt an *As(V) wihrend der Reaktion konstant, wihrend die Abnahme von *As(III) mit der
Zunahme der Markierungsausbeute korelliert. Die Markierungsausbeute liegt nach 1 h
Reaktion bei 92 %. Bestimmt man die Markierungsausbeute mittel Gelfiltrations-HPLC, so

erhilt man eine quantitative Ausbeute, ohne freies * As(IIl) (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Markierungsausbeute ’As-Bevacizumab nach 1 h mit Gelfiltrations-HPLC bestimmt
a.) UV 280 nm b.) Radio-Detektor

Die Stabilitdt der markierten Verbindung wurde bei einem Experiment mit "As bis zu 8 Tage
nach erfolgter Markierung und einer Gelfiltration der gesamten Probe bestimmt. Dabei wurde
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keinerlei Zersetzung des Produktes beobachtet (Abbildung 52). Das Experiment zeigt, dass
diese Abtrennungsmethode hervorragend geeignet ist, um den Antikoérper Bevacizumab nach

Zugabe von TCEP in hohen Ausbeuten und hoher zeitlicher Stabilitdt zu markieren.
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Abbildung 52: Stabilitiit von "*As-Bevacizumab 8 Tage nach Synthese mittels Gelfiltrations-HPLC
bestimmt a.) UV 280 nm b.) Radio-Detektor

3.5.7.7 Markierung von SATA-modifiziertem Bevacizumab mit *As

Aus Kapitel 3.5.1 ist bekannt, dass eine erfolgreiche Markierung von Antikdrpern mittels
Zugabe von TCEP nicht automatisch bedeutet, dass ebenfalls eine Markierung von SATA-
modifizierten Antikorpern mdoglich ist. Die in diesem Kapitel (3.5.7) beschriebene
Abtrennungsmehtode ist die erste fiir Radioarsen aus Germaniummetalltargets mittels
Destillation und Anionenaustausch. Da nur durch die Bestrahlung von Germaniummetall am
Zyklotron genug Arsenaktivitit flir eine in vivo-Anwendung von markierten Verbindungen
am Kleintier-PET erzeugt werden konnte, ist es von besonderem Interesse, ob eine
Markierung auch von SATA-modifizierten Antikérpern mdglich ist. Dazu wurde der
Antikorper Bevacizumab nach der in Kapitel 3.4.1 beschriebenen Methode modifiziert.

Aus Kapitel 3.5.7.4 werden 500 pl *As(IIl) in PBS-Puffer erhalten. Diese Fraktion wird mit
1 ml SATA-modifiziertem Bevacizumab (Konzentration ca. 0,875 mg/ml) fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die ein Aliquot der Losung entnommen und mittels
Gelfiltrations-HPLC analysiert (Abbildung 53). Hierbei wurde die Kinetik der Reaktion nicht
nédher untersucht.
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Abbildung 53: Markierungsausbeute "’ As-SATA-Bevacizumab nach 1 h mit Gelfiltrations-HPLC
bestimmt a.) UV 280 nm b.) Radio-Detektor

Die Markierung ist nach 1 h quantitativ. Die Stabilitdt des markierten Antikorpers wurde
ebenfalls untersucht. Einen Tag nach der Markierung war sowohl eine Probe, die nach der
Reaktion nicht durch eine Gelfiltration aufgereinigt wurde, als auch eine Probe, die im
Anschluss an die Markierung direkt mittels Gelfiltration aufgereinigt wurde, stabil. Da kein
™ As zur Verfiigung stand, konnte die Stabilitit nicht iiber einen groferen Zeitraum beobachtet
werden. Die Versuche zeigen, dass es moglich ist, mit dieser Methode abgetrenntes
Radioarsen sowohl an TCEP-modifizierte, als auch an SATA-modifizierte Antikorper stabil

und in hohen Ausbeuten zu binden.
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3.5.8 Abtrennung von "*"¥7As aus einem Germaniummetalltarget mittels

Anionenaustauschchromatographie im HF/HCIl-Medium (MJ07)

Parallel zu der im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen Abtrennungsmethode fiir
Radioarsen aus Germaniummetalltargets mit Destillation und anschliefendem
Anionenaustausch begann die Entwicklung eines alternativen Ansatzes, um das *As vom
Target zu trennen. Da das Auflosen von Germaniummetall in Konigswasser selbst bei hohen
Temperaturen nur sehr langsam vonstatten geht, wurde hierbei wiederum auf das
Losungsmittel HF/H,O, zuriickgegriffen, das bereits in fritheren Versuchen zur Fliissig-
Fliissig-Extraktion (Kapitel 3.5.5) erfolgreich zum Einsatz kam. Die schlechte
Extraktionsausbeute, die mit dieser ersten Methode erzielt werden konnte, wurde ursidchlich
auf eventuell vorhandene Spuren des als Oxidationsmittel eingesetzten H,O, nach dessen
Zerstorung mit Pt/C zuriickgefiihrt. Die grundsétzliche Idee besteht nun darin, Bedingungen
zu finden, unter denen sowohl das Germanium als auch das *As auf einer
Anionenaustauschersdule (AG 1-X8) fixiert wird, wihrend die urspriingliche Targetlosung
zusammen mit dem H,O, ohne Wechselwirkung durch die Sédule flie8t. Somit sollten sich alle
interferierenden Substanzen von der Losung abtrennen lassen. So eine Methode wurde bereits
von Schindewolf et al. beschrieben [118]. Hier wird ein sehr hoher Verteilungskoeffizient fiir
Germanium (Kp = 50.000) und Gallium (Kp = 1.500) in 0,5 M HF beschrieben, der bei
beiden Elementen zu héheren Konzentrationen hin absinkt. Die Autoren sprechen von einer
Absorption von As(V), dessen Verteilungskoeffizient im HF-Medium wurde jedoch nicht
bestimmt. Faris [111] bestimmte den Absorptionskoeffizienten von As(V) zu > 100 in 5 M
HF auf AG 1-X10. Dies deutet darauf hin, dass alle diese Elemente in verdiinnter HF stark auf
der Saule fixiert werden sollten. Aulerdem liegen nach Experimenten von Nelson et al. [105]
und Kraus et al. [69] Daten iiber das Verhalten vieler Elemente in 1 M HF und variablen

Konzentrationen HCI auf Dowex 1 vor.
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Abbildung 54: Qualitative Darstellung der Verteilungskoeffizienten von Zn(II), Ga (IIT) Ge(IV), As(II)
und As(V) auf dem Anionenaustauscher Dowex 1-X10 in HCI-Losungen mit 1 M HF [69]
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Nach diesen Daten verhalten sich die Elemente Ga, Zn, As(III) und As(V) weitgehend analog
zu der Verwendung von reinen HCI-Losungen. Einzig das Verhalten von Germanium ist
nahezu invers zu der Verwendung reiner HCI. Die gestrichelte Linie beim Germanium
(Abbildung 54) beschreibt zum Vergleich sein Verhalten in reinem HCI-Medium. Mit diesen
Daten wurden die ersten Sdulentrennungsversuche durchgefiihrt. Da das H>O, zunéchst nicht
mittels Pt/C zerstort wurde, muss reine HF als Elutionsmittel verwendet werden, da sonst das
H,0; mit dem HCI unter Gasentwicklung reagiert, was die Sdule unbrauchbar macht. Die
ersten Trennversuche wurden wie folgt durchgefiihrt. Das Germaniumtarget wurde in ca.
1,5 ml HF/H,0, (1 : 1) geldst und auf eine mit 0,35 M HF vorkonditionierte AG 1-X8 Séule
aufgegeben (Abbildung 77). Die Sdule muss wegen der Verwendung von HF-Losungen aus

Plastik bestehen, da Glas von HF stark angegriffen wird.

Die Séule wird fraktioniert eluiert und die einzelnen Fraktionen y-spektroskopisch vermessen.
In den Fraktionen 2 - 10 wurde mit 2,5 M HF, in den Fraktionen 11 - 15 mit 1 M HF/5 M HCl
und schlieBlich in den Fraktionen 16 - 30 mit 10 M HCI eluiert. Ein typisches Elutionsprofil
findet sich in Abbildung 55. Es ist zunichst iiberraschend, dass beide Elemente in zwei Peaks
eluiert werden. Nach den aus der Literatur bekannten Daten [69, 111, 118] wiirde man
erwarten, dass sowohl Ge(IV) als auch As(V) stark auf dem Harz retardiert werden, wenn mit
0,35 M HF eluiert wird. Dies scheint jedoch jeweils nur fiir einen Teil der aufgegebenen
Aktivitit zuzutreffen. Sowohl ein Teil des "'Ge(IV), als auch des ""As(V) werden in den
Fraktionen 3 - 9 eluiert. Es scheint also bisher nicht untersuchte Wechselwirkungen des
Harzes mit dem Uberschuss an H,0, zu geben, der noch vom Losen der
Germaniummetalltargets in der Losung vorhanden ist. Ebenso denkbar ist, dass die relativ
kleine Séule von den 100 - 200 mg Germanium {iberladen wird. Ab Fraktion 11 wird mit
einem Gemisch aus 1 M HF / 5 M HCI eluiert. Wie aus den Literaturdaten erwartet [69], kann
man damit den Rest des Germaniums eluieren. In der Mischung aus HF und HCI weist
Ge(IV) nahezu keine Absorption auf dem Harz auf, wihrend sich das As(V) nahezu identisch
wie in reiner HCI verhilt (Abbildung 54).

112



40

) i A

25 ™ I

ol ] | | 1 e
| | b\
| |

N N

0 5 10 15 20 25 30
Fraktionen [500 pl]

Eluierte Aktivitit [%]

Abbildung 55: Typisches Elutionsprofil fiir in HF/H,0, geloste Germaniumtargets auf AG 1-X8

Im Anschluss wird ab Fraktion 16 aus praktischen Griinden mit 10 M HCI eluiert, damit in
der finalen ’As(V)-Fraktion nur wenige Spuren HF enthalten sind. Die Ergebnisse waren
reproduzierbar, was die Lage der Peaks, jedoch nicht was die Intensitit der einzelnen
Fraktionen angeht. Die Verluste von "’As(V) im ersten Peak betrugen bis zu 50 %. Diese
ersten Ergebnisse zeigten, dass es prinzipiell moglich ist, Ge(IV) und As(V) auf dem Harz
AG 1-X8 direkt zu trennen, ohne vorher die makroskopischen Mengen des Germaniumtargets
zu entfernen. Die Strategie wurde dann an zwei Punkten gedndert. Zum Einen wurde der nach
dem Losen des Germaniumtargets vorhandene Uberschuss H,O, wieder analog Kapitel 3.5.5
mittels Pt/C vor der Trennung zerstort, zum Anderen wurde nun direkt in den ersten
Fraktionen mit einer Losung aus 2 M HF/10 M HCI eluiert, damit das Ge(IV) direkt ohne
grofle Wechselwirkung durch die Sédule laufen sollte. Diese modifizierten Versuche werden

im Anschluss detailliert beschrieben.

Losen des Ge Zerstoren des HyO, mit Abtrennung Ge(IV) von *As(V)
in 2 ml HFy,,,/H,0, > Pt/C ) auf AG 1-X8

Extraktion *As in CCl; und
> Rickextraktion *As in PBS

Abbildung 56: Schematische Darstellung der Abtrennung von *As aus Germaniummetalltargets mittels
Anionenaustausch und Fliissig-Fliissig-Extraktion
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3.5.8.1 Losen des Germaniummetalltargets in HF/H,0,

Der Losevorgang wird analog Kapitel 3.5.5.1 durchgefiihrt. Dabei werden die bestrahlten
Germaniummetalltargets einem 1 : 1 Gemisch aus HF/H;O, gelost. Im Falle von
Zyklotrontargets wird darauf geachtet, dass das Gemisch nur langsam in 200 pl Schritten
zugegeben wird, da die Reaktion wegen der groen Oberfliche der Germaniummetallscheiben
stark exotherm werden kann. Wihrend des Losevorgangs bildet sich GeF¢> und *As(V). Es
ist nicht moglich, das Losungsmittel in exakt stochiometrischen Mengen zuzugeben, da
immer ein Uberschuss an HF und H,O, vorliegen muss. Dies bedeutet ebenfalls, dass sich

nach dem Lésen noch ein gewisser Uberschuss beider Reagenzien in der Losung befindet.

3.5.8.2 Zerstorung des H,0O,

Analog Kapitel 3.5.5.2 wird die Targetlosung mit Platin auf Aktivkohle (Pt/C, 10 %)
umgesetzt. Dabei reagiert das H,O, auf der Katalysatoroberfliche zu O, und H,O; ab. Um die
Reaktion zu beschleunigen wird die Losung dabei leicht geschiittelt. Erst wenn keine
Blasenbildung mehr zu beobachten ist, ist die Reaktion beendet. Es ist sehr wichtig, dass
dieser Arbeitsschritt sorgfaltig durchgefiihrt wird, weil eine unvollstindige Zerstérung des
H,0, dazu fiihren kann, dass ein Teil des *As analog den ersten Versuchen bei der
Sdulentrennung zusammen mit dem Germanium eluiert wird und somit die Gesamtausbeute
an *As sinkt. Die Losung wird im Anschluss iiber einen Spritzenfilter von der Aktivkohle
abgetrennt, da diese die Sdule sonst zusetzt. Die Arsenaktivitit nach der Filtration liegt bei
93,2 £ 13,2 %.

3.5.8.3 Trennung von Germanium und Arsen auf einer AG 1-X8 Siiule

Fiir die Séaulentrennung wurde eine mit AG 1X-8 gefiillte Anionenaustauschersiule (0,9 x 6,5
cm) verwendet. Diese muss im Vorfeld mit 2 M HF/10 M HCI konditioniert werden, bevor
die Targetlosung auf die Sdule aufgegeben wird. Durch die Filtration gehen im Mittel 10 %
der Losung verloren, so dass ca. 1,8 ml Losung auf die Sdule aufgegeben werden. Der
Einfachheit halber wird die gesamte Fraktion als Fraktion 1 bezeichnet. Zur Elution wird in
Fraktion 2 - 5 je 1 ml eines 2 M HF/10 M HCI] Gemisches verwendet. Aus der Literatur ist
bekannt, dass Ge(IV) unter diesen Bedingungen als GeFg™ vorliegt und nicht auf der Séule
retardiert wird [69, 105]. Daraus ergibt sich die Strategie, das Ge(IV) zunidchst durch die
Saule laufen zu lassen, wihrend das *As(V) fixiert wird, um so eine effektive Trennung
beider Elemente zu erreichen. Dies ist insbesondere deshalb von Vorteil, weil so eine unndtig
groBe Séule (100 - 200 mg Germaniummetall) vermieden werden kann. Im Gegensatz dazu

soll sich das Verhalten von *As(V) durch die Anwesenheit der Flusssdure nicht verdndern.
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Gleiches gilt fiir Ga(Ill), welches ebenfalls unter den gewihlten Bedingungen auf der Séule
fixiert werden sollte. Das Elutionsprofil eines am TRIGA Reaktor bestrahlten
Germaniummetalltargets (Abbildung 57) sieht jedoch an diesem Punkt anders als erwartet
aus.

100,0
—O0— As-77
—— Ge-
< 80,0 - Ge-77
= —— Ga-72
:E
= 60,0
ke
<
g 40,0 -
)
£
= 20,0
0,0 -
0 5 10 15

Fraktionen [1 ml]

Abbildung 57: Elutionsprofil von ""Ge(IV), *Ga(1II) und ""As(V) auf dem Anionenaustauscher AG 1-X8
F2 -F52 M HF/10 M HCl, F6 - F11 10 M HCI, F12 - F16 0,1 M HC1

""Ge(IV) und "' As(V) verhalten sich wie erwartet. Das /'Ge(IV) wird in den ersten Fraktionen
(2 - 4) komplett von der Siule eluiert, wihrend das ’As(V) auf der Siule fixiert bleibt.
Gleichzeitig wird in Fraktion 3 > 90 % des "*Ga(III) ebenfalls von der Séule eluiert. Dies
deutet darauf hin, dass durch das Aufgeben der Targetlosung in HF auf der Saule fiir das
Ga(Ill) deutlich andere Bedingungen vorliegen miissen, unter denen keine Absorption
stattfindet. Ab Fraktion 6 - 11 wird mit 10 M HCI eluiert. Dies hat hauptsidchlich den Vorteil,
dass in der *As(V) Fraktion dann deutlich weniger Flusssdure vorliegt, was eine Handhabung
deutlich vereinfacht. Man erhilt in den Fraktionen 10 - 11 in 2 ml 10 M HCI > 90 % der
aufgegebenen Arsenaktivitdt. Ab Fraktion 12 wird mit 0,1 N HCI eluiert, um alle verbliebene
Aktivitdt von der Sdule zu waschen. Eigentlich wiirde man in diesen Fraktionen das *Ga(Ill)
erwarten, was jedoch nur zu einem minimalen Teil auf der Sdule absorbiert worden ist. Das in
Kapitel 3.5.7.3 durch Anionenaustausch abgetrennte **"Zn konnte bei diesen Experimenten
nicht detektiert werden. Dies liegt daran, dass sowohl ®™Zn, ’Ge als auch "'As eine y-Linie

bei 439 keV besitzen. Dies ist die einzige Linie des *™

Zn, was dazu fiihrt, dass es aufgrund
der Signaliiberlagerung nicht im Gemisch mit den anderen Isotopen nachgewiesen werden

kann. Es ist wahrscheinlich, dass es entweder zusammen mit dem ''Ge, oder dem "’As(V)
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eluiert wird. Weitere Experimente zum Verbleib des *™

Zn wurden nicht durchgefiihrt. Das
Elutionsprofil eines am Zyklotron bestrahlten Germaniummetalltargets ist in Abbildung 58
abgebildet. Hierbei wird unter den gewéhlten Bedingungen (Kapitel 3.1.3) kein messbares
Germaniumisotop produziert. Neben den erwiinschten Arsenisotopen findet man lediglich
geringe Verunreinigungen von ’Ga im Gammaspektrum. Bis auf leichte Verschiebungen der
beiden Peaks ist das Elutionsprofil identisch. Man kann deshalb auch davon ausgehen, dass
das inaktive Ge(IV) ebenfalls in den ersten Fraktionen von der Sdule eluiert wird und man
eine reine Radioarsen-Fraktion erhilt. Im Schnitt waren in der vereinigten '’ As(V) Fraktion
noch 7 pg + 8,5 pg Germanium bezogen auf 100 mg Germaniummetall nachweisbar. Dies
entspricht einer Reinheit von 99,991 %. Der Fehler ist hierbei relativ grol3, was auch auf die
relativ groBe Varianz der verwendeten Germaniummenge zwischen 100 und 200 mg
zurlickgefiihrt werden kann. Die Bestimmung des Germaniumgehalts wurde wegen der langen
Messzeit (bis zu 12 h) nur an wenigen Proben durchgefiihrt.
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Abbildung 58: Elutionsprofil von “’Ga(III) und *As(V) auf dem Anionenaustauscher AG 1-X8
F2 -F52 M HF/10 M HCI, F6 - F11 10 M HCl, F12 - F16 0,1 M HC1

Es sollte jedoch sehr einfach sein, den Germaniumgehalt weiter zu verringern, indem eine
etwas langere Sdule verwendet wird. Damit wird das *As(V) eine oder mehrere Fraktionen

spater eluiert, was zu einer besseren Trennung fiihren sollte. Die Arsenausbeute nach der
Sdule liegt bei 88,8 = 9,8 %.
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3.5.8.4 Reduktion mit HBr, Extraktion in CCl; und Riickextraktion in PBS-
Puffer

Die Siulentrennung liefert eine saubere *As(V) Fraktion in 10 M HCI. Die weiteren
Arbeitsschritte, um das Arsen in eine zur Markierung von Antikdrpern verwendbare Form zu
iberfiihren sollten analog den Experimenten in Kapitel 3.5.7.4 durchgefiihrt werden. Anders
als bei der Sdulentrennung einer zuvor destillierten Fraktion sind in diesem Fall jedoch noch
Spuren von HF auf der Sdule und deshalb auch in der *As(V)-Fraktion zu finden. Dies
beeinflusst die Reduktion mit CuCl negativ, so dass die Extraktionsausbeuten sehr stark
absinken. Da mit Nal bis dahin nur negative Erfahrungen gemacht wurden, wurde auf HBr als
Reduktionsmittel zuriickgegriffen. Dazu werden die vereinigten Arsenphasen in 10 M HCl
mit HBr versetzt und mit CCly ausgeschiittelt, um das *As in die organische Phase zu
tiberfiihren. Die Prozedur wird wiederholt und dann die vereinigten organischen Phasen mit
500 pl PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) ausgeschiittelt, um das *As in die
neutrale wissrige Phase zu iiberfiihren. Die Extraktionsausbeuten im Einzelnen finden sich in
Tabelle 32.

Tabelle 32: Ergebnisse der Abtrennung von *As aus Germaniumtargets mittels LLE aus HCI] nach
Anionenaustausch

Ausbeute [%] Fehler

Extraktion in CCl, 66,5 +1,9
Extraktion in PBS 81,8 +6,4
Gesamtextraktion 453 +3,6

Im Vergleich mit der im letzten Kapitel (3.5.7) beschriebenen Abtrennungsmethode (MJ06)
ergibt sich eine dhnliche Gesamtausbeute fiir *As in 500 pl PBS-Puffer. Im Vergleich mit der
Abtrennungsmethode fiir GeO,-Targets aus HF/HBr-Medium (MJ03, Kapitel 3.5.3) ist die
Extraktion in CCly aus HCI/HBr-Medium etwas erniedrigt, wéhrend die Riickextraktion hier

etwas besser funktioniert.

Die Reinheit der PBS-Puffer-Fraktion von Germanium wurde hierbei nicht mehr explizit
untersucht. Da sich die Germaniumspuren nach der Anionenaustauschersédule jedoch in 10 M
HCI befinden, sollte das Germanium als GeCly vorliegen. Man kann davon ausgehen, dass
diese Spuren zumindest zum Teil ebenfalls in die organische Phase und danach ebenfalls in
die PBS-Puffer-Phase extrahiert werden. Somit ist analog MIJ06 dieser letzte
Extraktionsschritt ausschlieBlich dazu da, das *As als *As(Ill) in die wéssrige Phase bei
neutralem pH-Wert zu iiberfiihren. Die Gesamtdauer der Prozedur betrdgt 4 - 5 Stunden und
ist mit der Destillationsmethode vergleichbar. Ein relativ groBer Teil der Zeit (ca. 1 h) muss

dabei auf die Zerstérung des H,O, verwendet werden.
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3.5.8.5 Bestimmung des Oxidationszustandes von *As

Der Oxidationszustand des *As in der organischen und wiéssrigen Phase wurde mit der Radio-
DC-Methode bestimmt (Abbildung 59).

a.) b.)
*As(V)

* As(I1T) g t

%

Abbildung 59: Radio-DC zur Bestimmung des Oxidationszustandes von *As nach Reduktion mit HBr:
a.) CCly b.) PBS

Tabelle 33: Oxidationszustand von *As in CCl, und PBS nach Reduktion mit HBr

Oxidationszustand in CCl, [%] Oxidationszustand in PBS [%]
77 As(III) 87,8 +5,1 7 As(1II) 95,6+2,6
TAs(V) 122+5,1 TAs(V) 43+26

Analog zu Kapitel 3.5.3 beobachtet man bei der Verwendung von HBr als Reduktionsmittel
in der organischen Phase das Vorhandensein von *As(V). Bei dieser Methode ist der Gehalt
an *As(V) jedoch mit ca. 10 % im Vergleich zu ca. 30 % deutlich geringer, was sogar nur
leicht liber den mit CuCl erhaltenen Werten liegt (MJ06). Bei der Riickextraktion in PBS-
Puffer liegt der Wert unter 5 %, was ebenfalls mit CuCl vergleichbar ist. Positiv macht sich
hier allerdings die geringe Dauer der Reduktion im Vergleich zu der Verwendung von CuCl
bemerkbar, da man direkt im Anschluss an die Zugabe der HBr das *As in die organische

Phase extrahieren kann.

Vorteile dieser Methode:

Die Methode weist gegeniiber den fiir GeO, entwickelten Abtrennungsmethoden (MJO1 -

MIJ04) eine bessere Abtrennung von Germanium auf. Zwar kommt sie nicht ganz an die in
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MJO06 beschriebene Reinheit heran, aber dafiir wird hier auch nur ein einziger
Reinigungsschritt durchgefiihrt. Die Vorteile gegeniiber MJ06 liegen hierbei insbesondere in
der Zeitersparnis bei der Verwendung von CuCl als Reduktionsmittel, da hierbei nicht 1 h
gewartet werden muss. Die Gesamtausbeute liegt mit ca. 45 % etwas iliber den mit MJ06
erzielten Werten. In der finalen PBS-Faktion sind stabil > 90 % *As(III) vorhanden, was fiir
eine hohe Markierungsausbeute sehr wichtig ist.

Nachteile dieser Methode:

Der Vorteil der geringeren Dauer bei der Verwendung von HF/H,0, als Losungsmittel und
HBr als Reduktionsmittel gegeniiber MJ06 wird durch das Warten auf die Zerstérung des
H,0,-Uberschusses mit Pt/C fast aufgebraucht. Die Dauer der Gesamtprozedur liegt bei 4 -
5 h. Der Losungsvorgang des Germaniummetalltargets muss im Gegensatz zu MJ06 in einer
Glovebox durchgefiihrt werden, da HF eingesetzt wird und die Reaktion sehr exotherm ist.
Auch ist die Handhabung eines stark bestrahlten Zyklotrontargets mit dieser
Abtrennungmethode aus Strahlenschutzgriinden ohne zusétzliche Automatisierungen nicht zu
empfehlen, da man der radioaktiven Losung ndher kommt, als bei der
Destillation/Anionenaustausch-Methode (MJ06), was im Verhéltnis zu einer hoheren Dosis
fiihrt.

3.5.8.6 Markierung von SATA-modifiziertem Bevacizumab mit *As

Die Markierung von Antikdrpern wurde bei dieser Methode hauptsdchlich mit SATA-
modifizierten Antikdrpern durchgefiihrt. Dazu wird der modifizierte Antikorper direkt mit den
500 pl *As-Losung in PBS-Puffer fiir 1 h bei Raumtemperatur umgesetzt. Die Reaktion ist
bereits nach 30 min sehr fortgeschritten und in der Zeit bis zur vollen Stunde kann nur noch
eine geringe Ausbeutesteigerung erzielt werden (Abbildung 60). Auffillig ist jedoch, dass
sich der *As(IlI)-Anteil bei 10 % stabilisiert, obwohl das *As(Ill) eigentlich komplett
reagieren sollte. Der Anteil an *As(V) liegt stabil bei ca. 5 %. Die Ausbeute stabilisiert sich
nach 1 h bei 85 %, wihrend mit anderen Abtrennungsausbeuten (MJ06) etwas hohere
Ausbeuten von bis zu 92 % erzielt werden konnten. Der Antikdrper kann mittels Gelfiltration

aufgereinigt werden und war nach 3 Tagen in der Losung noch stabil.
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Abbildung 60: Reaktionskinetik ”’As-SATA-Bevacizumab bei Raumtemperatur mittels Radio-DC

bestimmt
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Abbildung 61: Markierungsausbeute "’ As-SATA-Bevacizumab nach 1 h mit Gelfiltrations-HPLC

bestimmt a.) UV 280 nm b.) Radio-Detektor

Im Vergleich zu der vorhergehenden Abtrennungsmethode (MJ06) kann man hier auch in den
HPLC-Chromatogrammen relativ deutlich das freie *As in einem breiten Peak bei 10 - 15 min
erkennen (Abbildung 61). Hier liegen die Ausbeuten bei ca. 88 %. Bei der Verwendung der
TCEP-Methode waren die Ausbeuten nach 1 h Inkubationszeit auch mit dieser Methode

quantitativ (mit HPLC bestimmt).
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3.5.9 Abtrennung von "*"¥7As aus einem Germaniummetalltarget mittels

Anionenaustausch im HF/HCIl-Medium und Festphasenextraktion (MJ08)

Bei dieser Abtrennungsmethode handelt es sich um eine Modifizierung der in Kapitel 3.5.8
beschriebenen Abtrennung von Germaniummetalltargets durch Anionenaustausch und
anschlieBender Fliissig-Fliissig-Extraktion (MJ07) des abgetrennten *As zur Herstellung einer
markierungsfertigen Losung in PBS-Puffer. Deshalb werden die Einzelheiten der eigentlichen
Abtrennung des *As auf der Anionenaustauschersiule (AG 1-X8, 200 - 400 mesh) hier auch
nicht mehr diskutiert. Anstatt einer sich bei MJO7 anschlieBenden Aufarbeitung mittels
Fliissig-Fliissig-Extraktion wird bei dieser Modifizierung die aus Kapitel 3.5.1 bekannte
Festphasenextraktion von *As aus HF/Nal-Medium eingesetzt. In diesem Fall findet die
Festphasenextraktion jedoch aus HCI/Nal-Medium statt, was die gesamte Prozedur leichter zu
handhaben macht. Hierbei wird die Festphasenextraktion nicht mehr dazu verwendet, *As und
Ge voneinander zu trennen. Ziel dieses Schrittes ist vielmehr die Verringerung des Volumens

und die Uberfithrung der salzsauren in eine neutrale Lsung.

Losen des Ge Zerstoren des H,0, Abirennung Ge(IV) von *As(V)
in 2 ml —> mit s
HFon/H20, Pt/C auf AG 1-X8

Elution des *As(V) mit EtOH
und Reduktion mit Hydroxylamin
zu *As(III)

Fixierung des *As auf einer
> Festphasenextraktionskatusche )

Abbildung 62: Schematische Darstellung der Abtrennung von *As aus Germaniummetalltargets mittels
Anionenaustausch und Festphasenextraktion

3.5.9.1 Fixierung des *As auf einer Festphasenextraktionskartusche

Nach der Anionenaustauschchromatographie erhélt man *As in ca. 2 ml 10 M HCI (Kapitel
3.5.8.3). Das *As kann analog der in Kapitel 3.5.1 beschriebenen Prozedur auf einer
konditionierten Bond Elut ENV Kartusche fixiert werden. Dies ist sogar aus reinem HCI-
Medium moglich, wenn zuvor Nal zugegeben wurde. Die Fixierung des *As liegt dabei,
sowohl fiir Reaktor- als auch fiir Zyklotrontargets konstant > 90 % (92 + 4,3 %). Im
Gegensatz zu den in Kapitel 3.5.1 beschriebenen Versuchen wurde hierbei die radioaktive
Losung mittels einer Einwegspritze durch die Kartusche angesaugt, wihrend sie dort mittels
Gravitation durch die Sdule gelaufen war. Es bestand die Hoffnung, dass dadurch das *As im
Vorderen Teil der Kartusche fixiert wird, was bei der Elution eine geringeres Volumen an
EtOH bedeutet hitte. Nach erfolgreicher Fixierung wird die Sdule mit einer HCI/Nal-Losung
gespiilt, um eventuell vorhandene Verunreinigungen wir z.B. Spuren eines Oxidationsmittels
restlos zu entfernen. Dies ist notwendig, damit die spédtere Reduktion des *As(V) zu *As(II)

funktioniert. Fiir die Prozedur wurde auch die Trocknung der Séule verbessert. Das Trocknen
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im Argonstrom wurde auf wenige Minuten verkiirzt. In dieser kurzen Zeit kann die HCI nicht
restlos entfernt werden. Diese letzten Reste konnen durch Zentrifugieren entfernt werden.
Hierbei werden im Mittel 10 - 20 pul HCI aus der Saule zentrifugiert. In Summe erreicht man
so eine Zeitersparnis von ca. 50 min gegeniiber einer einstiindigen Trocknung im Argonstrom.
Ebenfalls konnte auf das Arbeiten in einer Glovebox verzichtet werden, da sich maximal
Spuren von HF in der HCI-Losung befinden.

3.5.9.2 Elution des *As von der Festphasenextraktionskartusche

Nach erfolgter Trocknung wird die Sdule mit ca. 300 ul EtOH eluiert. Dabei werden
Elutionsausbeuten von 68,8 = 18,2 % erzielt. Die verkiirzte Trocknung der Kartusche im
Vergleich zu Kapitel 3.5.1 (dort wurde noch 1 h im Argonstrom getrocknet) hat sich also
positiv auf das Elutionsverhalten ausgewirkt. Die Gesamtausbeute der Kombination aus
Aufreinigung durch Anionenaustausch (MJ07) und Festphasenextraktion (MJ08) liegt bei
56,7 + 14 %. Insgesamt ist ein moglichst geringes Volumen an EtOH wiinschenswert, da ein
zu hoher EtOH-Gehalt in der Markierungslosung zu einem Ausfallen des Antikorpers fithren
kann. Zu der *As-Losung in EtOH werden 500 ul PBS-Losung (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM
EDTA) zugegeben, um das *As(V) zu *As(Ill) zu reduzieren. Eine prinzipiell mdgliche
Volumenreduktion des EtOH im Argonstrom erwies sich als problematisch, weil dann nach
Zugabe der Reduktionslosung nur geringere Ausbeuten an *As(IIl) erzielt werden konnten.
Ein komplettes Verdampfen des EtOH fiihrt auch zu einem nicht unbetriachtlichen Verlust an
* As-Aktivitit und sollte somit unbedingt vermieden werden. Die Reinheit der finalen *As-
Fraktion in EtOH/PBS-Puffer wurde nicht bestimmt. Da sich diese Abtrennung aber an die in
Kapitel 3.5.8 beschriebene Abtrennung mittels Anionenaustausch (MJ07) anschlieB3t, sollte
die Reinheit nicht schlechter als die dort erzielte Abtrennung des Germaniums von 99,991 %
sein. Leider kann man nicht davon ausgehen, dass die in Kapitel 3.5.1 (MJO1) erzielte
Abtrennung von Germanium und *As durch Festphasenextraktion aus HF/Nal-Medium quasi
auf die durch MJ07 erzielte Abtrennung aufaddiert. In MJO1 entsteht aus dem GeO, in HF-
Medium GeFﬁz', wihrend man das bet MJO7 nicht der Fall ist. Die *As-Aktivitidt wird hier in
HCI-Medium erhalten, das allenfalls Spuren von HF enthélt. Die in der Losung vorhandenen
Germaniumspuren sollten also wahrscheinlich als GeCly vorliegen, liber dessen Verhalten auf
der Bond Elut ENV Kartusche keinerlei Daten vorliegen. Die Zugabe von HF an diesem
Punkt wiirde zwar eine zu MIJO1 analoge zusitzliche Abtrennung des Germaniums
ermdglichen, jedoch muss man dann die Handhabung der Aktivitidt wieder in der Glovebox
durchfiihren. Dies ist zwar prinzipiell moglich, jedoch war gerade eine wichtige Triebfeder
der gesamten Entwicklung neuer Abtrennungsmethoden fiir Radioarsen aus
Germaniummetall, die Menge an verwendeter HFy,,, so weit als moglich zu reduzieren, oder

wie in Kapitel 3.5.7 (MJ06) komplett darauf zu verzichten.
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3.5.9.3 Bestimmung des Oxidationszustandes von *As

Der Oxidationszustand des *As wurde sowohl in der EtOH-Phase, als auch nach Zugabe des
PBS-Puffers (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) mittels der Radio-DC-Methode bestimmt
(Abbildung 63).

a.) b.)

*As(V) E‘ @

* As(I1T)

g

Abbildung 63: Radio-DC zur Bestimmung des Oxidationszustandes von *As nach SPE aus HCI/Nal-
Medium a.) EtOH b.) EtOH + PBS

Tabelle 34: Oxidationszustand von *As in EtOH und PBS nach SPE aus HCI/Nal-Medium

Oxidationszustand in EtOH [%] Oxidationszustand in EtOH + PBS [%]
*As(III) 47+27 *As(III) 95,6 +2.2
*As(V) 953 +2,7 *As(V) 44422

Der Oxidationszustand in EtOH und nach Zugabe von PBS-Puffer ist vergleichbar mit den in
Kapitel 3.5.1 unter Verwendung von MJO1 erhaltenen Werten. Auch hier ist es moglich das in
EtOH fast quantitativ als *As(V) vorliegende Radioarsen durch Zugaben von PBS-Puffer
(0,5M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) nahezu quantitativ zu reduzieren. Die Werte sind
sowohl mit den in Kapitel 3.5.8 (MJ07) als auch mit den in Kapitel 3.5.7 (MJ06) erzielten
Werten vergleichbar. Es sollten sich bei der finalen *As(IIl)-Lésung um eine gute

Ausgangsbasis fiir Markierungsreaktionen mit Radioarsenisotopen handeln.

Vorteile dieser Methode:

Die Verwendung der Festphasenextraktion in HCl/Nal-Medium ermdglicht es, ein groBes
Volumen von *As in HCI in ein kleines Volumen an EtOH zu iiberfiihren. Dabei wird die
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gesamte HCI entfernt, so dass man am Ende eine neutrale Losung in PBS-Puffer erhilt, die
direkt fiir Markierungsversuche zur Verfiigung steht. Es ist sogar mdglich, ein bereits mit
einer anderen Abtrennungsmethode in PBS-Puffer extrahiertes Target mit HCI aufzufiillen
und dieses mittels Festphasenextraktion zu verarbeiten. Dies kann notwendig sein, wenn z.B.
durch einen Unfall das *As als *As(V) in PBS-Puffer vorliegt. Ausserdem kann man durch
diese Arte der Aufarbeitung nach der reinen Abtrennung des *As vom Germanium mittels
Anionenaustausch die Gesamtausbeute von *As im Vergleich zu MJ06 (40 %) und MJO7
(45%) auf ca. 60 % erhohen. Dies ist insbesondere wichtig, da das *As nicht wie andere
Isotope in theoretisch unbegrenzten Aktivititen erzeugt werden kann. Dabei liefert die
Methode am Ende vergleichbar hohe Ausbeuten an *As(I1l), was fiir Markierungsreaktionen
unabdingbar ist. Man kann sogar dariiber nachdenken, diese Methode auch mit MJ06 zu

kombinieren, da man so auf die zeitaufwandige Reduktion mit CuCl verzichten kann.

Nachteile dieser Methode:

Der einzige echte Nachteil ist die Elution der Aktivitit mit EtOH. EtOH kann zu
Konformationsdnderungen im Antikorper fithren, was sich optisch durch die Bildung eines
Niederschlags andeutet. Man kann die Niederschlagsbildung durch ein etwas vergrof3ertes
Volumen zwar umgehen, jedoch kann es auch zu nicht sichtbaren Beeintridchtigungen der
Immunoreaktivitit des Antikorpers kommen. Deshalb ist diese Abtrennungsmethode
idealerweise dort anzuwenden, wo andere, nicht so empfindliche Molekiile wie z.B. Polymere

markiert werden sollen.

3.5.9.4 Markierung von SATA- und TCEP-modifiziertem Bevacizumab mit *As

Um zu testen, wie sich der Antikorper Bevacizumab unter Verwendung der beiden
Modifizierungsmethoden (SATA und TCEP) verhdlt, wurde mit jeder Methode je ein
Experiment durchgefiihrt. Besonders interessant ist hierbei das Verhalten des SATA-
modifizierten Bevacizumab, da die Abtrennungsmethode MJO8 sehr stark an die in Kapitel
3.5.1 beschriecbene Methode zur Abtrennung von *As aus GeO,-Targets mittels
Festphasenextraktion (MJO1) angelehnt ist. Dort war mit SATA-modifizierten Antikérpern

iiberhaupt keine Ausbeute erzielt worden.

Dies ist hier anders. Nach der Inkubation fiir 1 h liegt die Ausbeute immerhin bei ca. 35 %.
Aus Abbildung 64 ist klar zu erkennen, dass die Kinetik gegeniiber anderen erfolgreichen
Markierungen mit SATA-modifiziertem Bevacizumab stark verlangsamt ist. Die mittels
HPLC bestimmten Ausbeuten liegen nach 1 h mit 43 % etwas dariiber Abbildung 65. Liasst

man die radioaktive Antikdrperldsung iiber Nacht stehen, so erhoht sich die Ausbeute auf 70 -
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80 %. Eine quantitative Markierung ldsst sich auf diese Art jedoch nicht erzielen. Ob dies nun
an dem in der Losung vorhandenen EtOH oder anderen Faktoren liegt, ldsst sich nicht
beantworten. Weitere Optimierungsversuche wurden bisher noch nicht unternommen, sind
aber geplant. Hierzu kann man dariiber nachdenken, die Zahl der SH-Gruppen zu erhdhen,
oder aber die Temperatur wihrend der Markierung auf 37 °C zu regulieren. Wie bereits im
vorigen Abschnitt erwihnt fiihrt eine Verdampfung des EtOH nicht zu einer Verbesserung, da

dann in der Regel auch geringere Ausbeuten an *As(Il) erzielt wurden.
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Abbildung 64:Reaktionskinetik "*As-SATA-Bevacizumab bei Raumtemperatur mittels Radio-DC
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Abbildung 65: Markierungsausbeute "*As-SATA-Bevacizumab nach 1 h mit Gelfiltrations-HPLC
bestimmt a.) UV 280 nm b.) Radio-Detektor
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Die Markierung mit TCEP funktioniert hingegen so, wie es von den anderen Methoden her
gewohnt ist. Nach 1 h Reaktion bei Raumtemperatur konnen nahezu quantitative Ausbeuten
erzielt werden (Abbildung 67). Die Kinetik wurde nur bis 30 min mittels Radio-DC bestimmt
(Abbildung 66). Sie ist etwas langsamer, als bei MJ06, aber da sich die Daten hier nur auf ein
Experiment beziehen, kann man keine endgiiltigen Aussagen treffen. Die Stabilitdt von
SATA- und TCEP-modifiziertem Bevacizumab wurde noch nicht getestet.
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Abbildung 66: Reaktionskinetik "’ As-Bevacizumab bei Raumtemperatur mittels Radio-DC bestimmt
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Abbildung 67: Markierungsausbeute "’ As-Bevacizumab nach 1 h mit Gelfiltrations-HPLC bestimmt
a.) UV 208 nm b.) Radio-Detektor
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3.5.10 Zusammenfassung Abtrennungsmethoden und Markierungen von
Bevacizumab

Um die einzelnen Abtrennungsmethoden und Markierungsexperimente besser vergleichen zu
konnen, werden sie im Folgenden nich einmal tabellarisch mit ihren wichtigsten Merkmalen

zusammengestellt.

3.5.10.1 Zusammenfassung Abtrennungsmethoden fiir GeO,-Targets und
anschliefende Markierung von Bevacizumab mit *As

In Tabelle 35 sind die einzelnen Abtrennungsmethoden fiir *As aus GeO,-Targets
gegeniibergestellt. Diese beinhalten zunichst die Festphasenextraktion von *As aus HF/Nal-
Medium (MJO1, Kapitel 3.5.1). Diese Methode bildete den Startpunkt der Entwicklung auf
dem Gebiet der As-Ge-Trennung, da sie als einzige schon aus einer Vorgéingerarbeit bekannt
war [155]. Daneben wurden drei Methoden entwickelt, um *As von in HFy,,, gelosten GeO;-
Targets mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion abzutrennen. Hierbei wird das *As zundchst aus
dem Medium in CCly extrahiert und danach durch Ausschitteln in PBS-Puffer in eine zum
Markieren von Antikdrpern fahige Form tberfiihrt. Die drei Medien bestehen hierbei aus
HF/Nal (MJ02, Kapitel 3.5.2), HF/HBr (MJ03, Kapitel 3.5.3) und HF/HCl (MJ04, Kapitel
3.5.4). Das erste wichtige Kriterium beim Vergleich dieser vier Methoden ist die Reinheit der
finalen *As-Fraktion. Hierbei fillt auf, dass alle vier Methoden das Germanium in derselben
GroBenordnung abtrennen. Von 100 mg eingesetztem GeO, sind nach der Abtrennung noch
zwischen 10 pg und 60 nug Germanium in der gereinigten Losung vorhanden. Dieses stort die
spitere Verwendung des *As zur Markierung von Antikorpern nicht. Insbesondere der
Vergleich der LLE-Methoden untereinander ergibt lediglich einen Unterschied im
Germaniumgehalt von ca. 2. Es sei hierbei noch erwihnt, dass der Aufwand, eine moglichst
saubere *As-Fraktion herzustellen, bei der Verwendung der Festphasenextraktion ungleich

zeitaufwéndiger und préparativ schwieriger ist.

Tabelle 35: Vergleich der Abtrennungsmethoden fiir GeO,-Targets mittels Festphasenextraktion (MJ01)
und Fliissig-Fliissig-Extraktion (MJ02-MJ04)

MJO1 MJ0O2 MJO3 MJo4
Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%]
Extraktion ’As in CCl, 102,03+ 931 883+ 16 47,5+0,6
Extraktion ’As in PBS 51,86+28,68  582+118 66,3 4,2
Gesamtausbeute 39,6+ 14,4 53,55 +£29,21 51,4+10,3 314+ 1,6
*As(IIT) in PBS 98,5+ 0,7 49,38+ 3,82 934+ 27 97,8+0,3
Markierungsausbeute * >90 56,6 90 + 1,2 95,4+0,3
Ge in PBS [pg] 60,1 +27 10,5+6,9 169 +3,4 35,6+0,3
Reinheit ”’As/"'Ge 99,93 99,99 99,98 99,95
Zeitlicher Aufwand [min] 90 15 15 15

* 1,25 mg Bevacizumab mit *As-Losung und TCEP fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert
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Der zweite wichtige Punkt ist die Gesamtausbeute. Hier liegt MJ02 leicht vor MJ03 (beide ca.
50 %), auch wenn beide eine grofere Streuung aufweisen als die beiden anderen
Abtrennungsmethoden. MJO1 und MJ04 liegen mit Durchschnittswerten um die 30 % deutlich
darunter. Betrachtet man die Ausbeute jedoch unter dem Gesichtspunkt eines mdglichst hohen
Anteils an *As(IIl) in der finalen PBS-Puffer-Losung, so ist MJ03 die beste Wahl, da sie eine
hohe Gesamtausbeute an *As mit einer hohen Ausbeute an *As(Ill) in PBS-Puffer
kombiniert. MJ04 ist nur wegen der schlechteren Gesamtausbeute nicht zu bevorzugen.
Ahnliches gilt fiir MJO1.

Am Ende zdhlt jedoch nur das Verhalten der abgetrennten Losungen zur Markierung von
Antikorpern. Hierbei wurde nur die wesentlich einfacher zu handhabende Methode der
Modifizierung von Bevacizumab mit TCEP eingesetzt, da GeO, zu diesem Zeitpunkt schon
als Targetmaterial am Zyklotron durch Germaniummetall ersetzt worden war. Hier liegt MJ04
etwas vor MJ03 und MJ0O1. Man kann aus den Daten von MJ02 auch klar herauslesen, dass es
eine Korrelation zwischen der Menge an *As(V) und der Markierungsausbeute gibt. MJ02
liefert immer ein 1 : 1-Gemisch aus *As(V) und *As(IIl). Hier liegt die maximale Ausbeute
auch nur bei ca. 50 %. MJ02 ist also trotz der hervorragenden Gesamtausbeute nicht geeignet,
um als Abtrennungsmethode zur Markierung von Antikérpern eingesetzt zu werden. Die
Situation wiirde sich allerdings &ndern, wenn man ein Reduktionsmittel fir *As(V) in
neutralem wéssrigen Medium finden wiirde. Bis dahin sind MJ03 und MJ04 die Methoden der
Wahl, um *As(IIl) aus GeO,-Targets zu extrahieren und mit der erhaltenen Losung
Antikdrper wie Bevacizumab zu markieren. Die LLE-Methoden sind sehr schnell und
erfordern aufler ein paar PlastikgefdBen und einer Pipette keinerlei aufwédndige Laborgerite.
Die Nachteile dieser neuentwickelten Abtrennungsmethoden liegen darin, dass die
Abtrennungsfaktoren fiir Germanium bei dieser einstufigen Abtrennung nicht weiter
gesteigert werden konnen. Daneben sind diese schnellen Trennungsverfahren leider nur fiir

GeO,-Targets anwendbar. Da im Zuge der Ausbeutesteigerung von T2

As am Zyklotron auf
Germaniummetall als Targetmaterial zuriickgegriffen wurde, finden diese Methoden (MJO1 -
MJ04) bei der Verwendung von Positronen emittierenden Arsenisotopen leider keine
Anwendung. Die Methoden konnten erst wieder gefragt sein, wenn auch ''As als
Therapienuklid an Hochfluss-Kernreaktoren produziert und fiir Markierungen eingesetzt

werden soll.

3.5.10.2 Zusammenfassung Abtrennungsmethoden fiir Germaniummetalltargets
und anschlieBende Markierung von Bevacizumab mit *As

Interessanter fiir die Anwendung der Positonenemitter des Arsens zur molekularen
Bildgebung sind aufgrund der gewihlten Produktionsroute iiber (p,n)-Reaktion mit

Germaniummetalltargets die Abtrennungsmethoden fiir Germaniummetall. Nur mit
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Germaniummetall kann genug *7*As-Aktivitit fiir ein in vivo-Experiment erzeugt werden.
Hierbei finden sich die fiir die vorhergehenden Methoden (MJO1 - MJ04) entwickelten
Techniken der Festphasenextraktion und Fliissig-Fliissig-Extraktion wieder in den einzelnen
Abtrennungsmethoden wieder. Allerdings dienen sie hier nicht zu einer Erhohung der
Abtrenungsfaktoren Ge/As, sondern lediglich dazu, das *As in eine Form zu iiberfiihren, in
der es fiir Markierungsexperimente von Antikorpern geeignet ist. Die wichtigsten

Eigenschaften der Abtrennungsmethoden fiir Germaniummetall sind in Tabelle 36 dargestellt.

Tabelle 36: Vergleich der Abtrennungsmethoden fiir Germaniummetalltargets (MJ05-MJ08)

MJ05 MJo6 MJo7 MJ08
Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%]
Gesamtausbeute 442 +7,5 40,4 +1,7 453 +£3,6 56,7+ 14
*As(IIT) in PBS 48 96,7+ 1,1 95.6+2.6 95,6+2.2
Markierungsausbeute TCEP [1 h] 18 Quantitativ (HPLC)  Quantitativ (HPLC)  Quantitativ (HPLC)
Stabilitét nicht bestimmt > 8 Tage stabil Nicht bestimmt nicht bestimmt
Markierungsausbeute SATA [1 h] - Quantitativ (HPLC) 84,7+0,77 44 % (HPLC)
Stabilitét - > 1 Tag* Nicht bestimmt nicht bestimmt
Ge in PBS [ug] 22+28 < Nachweisgrenze 7485 nicht bestimmt
Reinheit ’As/"'Ge 99,997 99,991 besser MJO7
Zeitlicher Aufwand [h] 1,5 5 5 5

* Wegen der zu geringen Aktivitit konnte die Stabilitéit nicht iiber einen léingeren Zeitraum bestimmt
werden

Hierbei bietet die rein auf Fliissig-Fliissig-Extraktion von *As aus HF/HI-Medium basierende
Methode MJO5 (Kapitel 3.5.5) zwar eine im Vergleich zu ihrem GeO, Analogon MJ02
deutlich verbesserte Abtrennung von Germanium, jedoch ist der grole Nachteil des hohen
Anteils (ca. 50 %) von *As(V) in der finalen PBS-Fraktion sehr von Nachteil, der noch
zusétzlich durch den hohen Trigerzusatz von inaktivem Arsen aus der verwendeten HI dazu
fiilhrt, dass nur sehr schlechte Markierungsausbeuten des Antikorpers Bevacizumab erzielt
werden konnen. Dies lésst trotz der im Vergleich zu den anderen Abtrennungsmethoden fiir
Germaniummetall relativ kurzen Dauer der Methode diese als ungeeignet erscheinen.

MJO06 ist die apparativ aufwindigste Abtrennungsmethode, die in einem ersten Schritt eine
grobe Abtrennung des Germaniums durch Destillation vorsieht. Danach wird mittels
Anionenaustauschchromatographie das *As(V) von den letzten Resten des Germaniums und
zusdtzlich noch von bei der Bestrahlung des Targets entstehenden radioaktiven
Verunreinigungen wie Isotope des Galliums und Zinks gereinigt. Die Abtrennung des
Germaniums gelingt hierbei so gut, dass es in der gereinigten *As-Fraktion auch nach 12 h
Messdauer nicht mehr nachzuweisen ist. Die Gesamtausbeute ist mit ca. 40 % *As vom
Target zur Markierungs-Losung fiir eine mehrstufige Aufreinigung nicht schlecht. Hohe
Ausbeuten an *As(II[) in der finalen *As-Fraktion bieten beste Voraussetzungen fiir

erfolgreiche Markierungsexperimente. Diese sind sowohl mit SATA als auch mit TCEP nach
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I h in quantitativen Ausbeuten moglich. Die Markierungsprodukte sind jeweils auch tiber
mehrere Tage stabil. Dazu kommt noch, dass diese Methode keinerlei HFy,,, benétigt, was die
Handhabung stark vereinfacht. Wenn man es schafft, in Zukunft die immer wieder
aufgetretenen Probleme der teilweise hohen Absorption des *As auf der Glasoberflache der
Destillationsapparatur und der teilweisen ,,Verschleppung® von HNO;-Spuren auf die
Anionenaustauschersdule zu 16sen, ist dies die Methode der Wahl fiir jedwede
Markierungsexperimente, bei denen *As(IIl) in wéssrigem, oder organischen Medium
benoétigt wird. Die Ausbeute konnte durch eine optionale Kombination der Abtrennung nach
der Anionenaustauschersdule (dort erhdlt man *As(V) in 1 ml 10 M HCI) mit der Methode
MIJO8 (Festphasenextraktion aus HCI/Nal-Medium) noch um einige Prozentpunkte erhohen.
Zwar ist dies aufgrund der Verwendung von EtOH keine optimale Losung zur Markierung
von Antikdrpern, jedoch kann man sich durchaus auch andere Makromolekiile markieren, die
nicht so empfindlich auf eine Mischung aus organischem und wéssrigem Medium reagieren.
MIJO07 ist als Alternative zu MJ06 gedacht und basiert auf einer direkten Abtrennung von *As
auf einer Anionenaustauschersidule im HF/HCl-Medium. Im direkten Vergleich sticht MJO7
durch eine etwas hohere Ausbeute hervor, wihrend die Abtrennung von Germanium nicht
vergleichbar hoch ist. Der relativ hohe Wert von ca. 7 pg in der gereinigten Fraktion tiuscht
etwas dariiber hinweg, dass bereits mit kleinen Anderungen an der Siule (z.B. etwas kleinerer
Querschnitt bei etwas vergroferter Linge) das Germanium noch besser abgetrennt werden
kann. Die etwas geringere Markierungsausbeute mit SATA-modifizierten Antikdrpern
gegeniiber MJO06 ist offensichtlich. Sollte also in ersten in vivo-Experimenten herauskommen,
dass SATA-modifizierte Antikorper deutlich bessere Ergebnisse liefern als TCEP-
modifizierte Antikrper, dann ist MJ06 vorzuziehen. Bei der Verwendung von TCEP ist der
Unterschied marginal.

MJO8 ist eine Kombination der guten Abtrennungseigenschaften von MJ07 mit der
Ausbeutesteigernden Festphasenextraktion aus HCI/Nal-Medium. Diese Methode fiihrt zu
einer signifikanten Erh6hung der Gesamtausbeute bei gleich bleibend hohem *As(I1I)-Anteil.
Da bei dieser Methode jedoch ca. 300 pl EtOH in der finalen PBS-Fraktion vorhanden sind,
ist sie zwar radiochemisch fiir zukiinftige Projekte sehr interessant, jedoch gibt es hier die
Moglichkeit, dass bei der Markierung von Antikdrpern zusidtzliche Probleme auftreten
konnen. So konnte der Antikorper entweder direkt ausfallen, oder seine Immunoreaktivitét
einbiifen. Will man jedoch andere, nicht so empfindliche Molekiile wie z.B. Polymere
markieren, oder einfach nur *As(Ill) als Tracer fir ATO herstellen, dann konnte diese

Methode sich in Zukunft noch als sehr wichtig erweisen.
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3.5.11 Phantommessungen mit '*F und "?7*As am Kleintier-PET-Scanner
Focus 120

Die mit *As markierten Verbindungen sollen in Zukunft an dem Focus 120 Kleintier-PET-
Scanner der Universitdit Mainz auch in vivo evaluiert werden. Wie auf vielen anderen
Gebieten liegen auch hier aus der Literatur fiir Radioarsenisotope nur sehr wenige
Vergleichsdaten vor. Pagani et al. [156] erwéhnen ?As in einem Review Artikel iiber nicht
konventionelle Positronenemitter, aber es werden keine Daten {iber die mogliche Aufldsung
angegeben. Die einzige bekannte “As Phantommessung wurde von Phillips et al. [157]
durchgefiihrt. Hier wurden ?As und 'F in einen 20 x 17 cm groBen Zylinder gefiillt, PET-
Messungen durchgefiihrt und die erhaltenen Daten beider Isotope miteinander verglichen.
Hierbei ergab sich eine gute Ubereinstimmung der PET-Daten von “As und '°F, was die
Autoren ein groBes Potential von "*As als PET-Isotop fiir die molekulare Bildgebung schen
lasst. Da die Daten jedoch mit einem Human-PET-Scanner erhalten wurden, kann man die
Ergebnisse nicht auf einen Kleintier-PET-Scanner iibertragen. Im Prinzip muss die Auflosung

an jeder PET Kamera neu bestimmt werden.
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Abbildung 68: Berechnete mittlere absorbierte Positronenenergie von '*F, ?As und "As in Wasser
[158, 159]

Erste Anhaltspunkte fiir das Verhalten von "*7*As kénnen aus theoretischen Berechnungen
des Positronenzerfalls im wiassrigen Medium aus Monte Carlo-Simulationen erhalten werden.
Hierzu wurde von Champion et al. [160] das Verhalten von Positronen in wissrigem Medium,
welches ein Modellsystem fiir biologisches Medium darstellt, berechnet. Die Monte Carlo-

Simulation wurde so z.B. auf '*F [159] und "*7*As [158] angewendet. Interessant ist in diesem
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Zusammenhang z.B. die Berechnung des Energieverlusts der emittierten Positronen mit der
zuriickgelegten Wegstrecke (Abbildung 68), da sich dadurch bereits Riickschliisse auf die mit
den genannten Positronenemittern zu erzielende maximale Aufldsung ergeben kénnen. Die
Auflosung hdngt nicht nur von der Giite des Detektors ab, sondern auch von der freien
Weglinge, die die Positronen zurilicklegen, bevor sie ihre kinetische Energie aufgebraucht
haben und zu 2-511 keV Gammaquanten annihilieren. Insbesondere bei Nukliden mit hohen
Positronenenergien wie z.B. "*As kann sich dieser Effekt bereits negativ auf die zu erzielende
Auflésung auswirken. In Tabelle 37 sind die theoretischen Werte fiir einige Isotope

zusammengetragen.

Tabelle 37: Positronenenergien und theoretische Reichweiten einiger Positronenemitter in Wasser

[158, 159]
ISOtop E/f+ mittel [keW E/)’+ max [ke I/l Rmittel [mm] Rmux [mm]
13p 252 635 0,661 2,633
TAs 417 1540 1,438 8,520
2As 1150 3334 5,189 18,154
#gc 636 1474 3,559 10,273
8Ga 844 1899 2,458 7,355

Aus den abgebildeten theoretischen Werten in Tabelle 37 und Abbildung 68 kann man
ersehen, dass "“F und "*As aufgrund ihrer relativ geringen Positronenenergien bessere
Auflosungen liefern sollten, als das hdherenergetische “As. In wieweit sich diese
theoretischen Werte in der Praxis bestitigen, soll durch Messungen von "*As und "*As in

Plexiglas-Phantomen evaluiert werden.

Hierzu werden zwei Arten von Phantomen verwendet. Das Bohrlochphantom besteht aus
einem Plexiglaszylinder, in den Locher mit unterschiedlichem Durchmesser (2, 3, und 4 mm)
gebohrt werden, in die dann die radioaktiven Losungen der einzelnen Isotope eingefiillt
werden. Das zweite Phantom ist das so genannte 3-Stab-Phantom. Es besteht aus einem
hohlen Plexiglaszylinder, in den die radioaktive Losung eingefiillt wird (Volumen = 100 ml).
In das Phantom sind drei Stébe (gefiillt mit Luft, Wasser und Teflon) eingelassen, in denen
sich keine Radioaktivitdt befindet. Es ist besonders geeignet, um mogliche Artefakte, die z.B.
durch einen hohen Anteil an zufdlligen Koinzidenzen entstehen kdnnen, zu visualisieren.
Somit kann man ebenfalls Aussagen liber die Eignung der eingesetzten Positronenemitter fiir
die PET erhalten.

Das Bohrlochphantom wurde jeweils mit den Isotopen "*As, *As und zum Vergleich mit '*F
befiillt und am Fokus 120 Scanner gemessen. Das radioaktive Abbild des Phantoms findet
sich in Abbildung 69. Die real gemessenen Halbwertsbreiten (FWHM) und die Signalbreite
bei einem zehntel des Maximums (FWTM) der Signale in den einzelnen Bohrungen wurden

fiir jedes Isotop bestimmt und miteinander verglichen (Tabelle 38).
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Abbildung 69: PET-Bild der coronalen und sagittalen Ansicht des mit "*As befiillten Bohrlochphantoms

Man kann einen Zusammenhang zwischen der Positronenenergie und der Aufldsung
erkennen. So liegen sowohl die FWHM- als auch die FWTM-Werte von '°F und "As fiir die
einzelnen Bohrungen relativ nahe beieinander. Dies ist auf ihre vergleichbare mittlere
Positronenenergie zuriickzufiihren. Sowohl bei "*As als auch bei '*F liegen die Werte der
Halbwertsbreiten nahe am realen Durchmesser der Bohrungen. "*As hingegen besitzt wegen
seiner deutlich hoheren mittleren Positronenenergie eine etwas schlechtere Auflésung. Die
Halbwertsbreite liegt hier fiir alle Bohrungen ca. 1 mm iiber dem realen Durchmesser der
Bohrungen (Tabelle 38). Man muss jedoch bei den Werten fiir "*As beachten, dass es sich
hierbei um ein Isotopengemisch aus #7*’°As handelt, da alle Isotope parallel am Zyklotron
produziert werden (Kapitel 3.1.3). Unter den gegebenen Bedingungen ist jedoch "*As das
dominante Isotop. 7476 A5 erhdhen jedoch die Streueffekte und verursachen zusétzliche falsche
v-Koinzidenzen, da ihre Linien bei 595 keV ("As) und 559 keV ("As) voll im Energiefenster
der PET-Kamera (350 - 750 keV) liegen. Aus den Werten kann man die untere
Auflésungsgrenze nicht bestimmen, dazu wéren Bohrungen mit noch geringerem
Durchmesser nétig. Man kann jedoch sagen, dass mit '°F und "*As die minimale Aufldsung in

der GroBenordnung von 2 mm liegt, wihrend mit *As die minimale Auflésung fast 4 mm

betrigt.
Tabelle 38: Vergleich der Auflosung von '*F, "*As und *As am Focus 120 PET Scanner
B hr d . h . 18F I8F 74As 74As 72As 72As
0 ””g[s ”]c Messer \ rwHM  FWIM  FWHM  FWIM  FWHM  FWTM
mm [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]
4 3,71 6,82 3,80 6,91 491 9,06
3 3,02 5,61 3,11 5,70 4,40 7,96
2 2,61 4,81 2,76 5,01 3,98 7,28
Ep+ (mittierey [keV] [135] 249 440 1170

Dies stellt jedoch nur dann ein Problem dar, wenn sehr kleine Strukturen in kleinen Tieren

abgebildet werden sollen. So konnte sich "*As besser fiir die Evaluierung *As-markierter
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Substanzen in Ratten eignen, weil die biologischen Strukturen hier bedeutend grofer als in
Mausen sind. Fiir die angedachte Verwendung * As-markierter Antikorper zur Visualisierung
von Tumoren in vivo stellt dies aller Voraussicht nach kein Hindernis dar, da die Tumore
grofer als einige Millimeter sind. Ebenso existiert die Moglichkeit, durch eine langere
Abklingzeit auf das reine Isotop "*As auszuweichen, welches eine vergleichbare Auflosung
wie das '°F bietet.

Die Isotope wurden ebenfalls in einem 3-Stab-Phantom vermessen. Es soll unterschiedlich
dichte Materie im Kd&rper simulieren (z.B. Knochen). Hierbei kommt es nicht so sehr auf die
Auflésung an, sondern man kann z.B. herausfinden, ob und wie stark z.B. zufillige y-
Koinzidenzen aus den hoéherenergetischen y-Linien der verwendeten Isotope Bildartefakte
verursachen konnen. Um bei der Bildrekonstruktion eine Schwichungskorrektur durchfiihren
zu konnen, wird in Anschluss an die PET-Messung noch eine heifie Transmission mit >’Co
gemessen (Abbildung 70). >’Co emittiert y-Quanten bei 122 keV, was eine Messung mit
einem befiillten radioaktiven Phantom ermdglicht. Dazu muss nur das Energiefenster von 120
- 125 keV gewihlt werden, was die Strahlung des Phantoms ausblendet. Dies ermdglicht eine

Transmissionsmessung, ohne die Lage des Phantoms zu verdndern.

Max: {100
Min: |0

Abbildung 70: Transmissionsmessung 3-Stab-Phantom mit >'Co a.) transversal b.) coronal c.) sagittal

Hierbei sind die Areale mit der grofften Schwichung (Teflon) rot dargestellt. Der mit Luft
gefiillte Stab ist schwarz, weil er eine geringere Dichte als das griine Wasser besitzt. Der mit
Wasser gefiillte Stab ldsst sich aufgrund derselben Dichte nicht von seiner Umgebung
unterscheiden und ist ebenfalls griin. Die in Abbildung 70 a.) dargestellte heile Transmission
des 3-Stab-Phantoms zeigt also im Uhrzeigersinn Teflon (rot) Luft (schwarz) und Wasser
(griin). Die PET-Messungen des mit den drei Isotopen (‘°F, "As, "*As) befiillten 3-Stab-

Phantoms werden in derselben Orientierung durchgefiihrt.
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Abbildung 71: Mit '*F gefiilltes 3-Stab-Phantom a.) ohne b.) mit Streu- und Schwichungskorrektur

Die in Abbildung 71 dargestellte Messung des mit '°F gefiillten Phantoms ohne Korrektur
zeigt in dem mit Luft gefiillten Stab eine geringe Aktivitdt, die nach der Streu- und
Schwiachungskorrektur nicht mehr zu sehen ist. Auch die Rénder des Phantoms sind deutlich

zu erkennen.

Abbildung 72: Mit *As gefiilltes 3-Stab-Phantom a.) ohne b.) mit Streu- und Schwichungskorrektur

Fiir das mit "*As gefiillte Phantom sind die Streueffekte noch deutlicher zu sehen Abbildung
72). Sie konnen aber noch relativ gut korrigiert werden. Man sieht auch, dass um das Phantom
herum deutlich mehr Artefakte als beim '°F auftreten. Nach der Korrektur befindet sich im
Areal des Teflonstabs mehr Aktivitdt als davor. Dies deutet darauf hin, dass durch
héherenergetische y-Linien des "*As (595 keV, 634 keV) vermehrt zufillige y-Koinzidenzen
hervorgerufen werden, die die Messwerte verfilschen. Dies ist auch von anderen PET-
Isotopen bereits bekannt (z.B. **Y [161] oder I [162]).

Abbildung 73: Mit *As gefiilltes 3-Stab-Phantom a.) ohne b.) mit Streu- und Schwichungskorrektur
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Schon rein optisch sind die PET-Bilder des mit "As befiillten Phantoms (Abbildung 73)
deutlich unschirfer, zeigen deutlich mehr Artefakte aullerhalb des Phantoms und wirken iiber
die mit Aktivitit gefiillten Areale hinaus wie ausgefranst. Dies ist zum Einen auf die hohere
Energie der Positronen des "*As, zum Anderen aber auch auf einen viel héheren y-Untergrund
(834 keV, 79,5 %) als beim "*As zuriickzufithren. Wihrend bei der Messung des "*As die
Begleitaktivitdt an *As und "°As bereits deutlich abgeklungen ist, befinden sich in dem
gemessenen '~As-Phantom noch signifikante Anteile an "*As und "°As. Die y-Linien von "°As
(559 keV, 45 %) und "As (595 keV, 59 %) liegen voll im Energiefenster der PET-Kamera
(350 - 750 keV) und tragen somit zur Erh6hung zufilliger y-Koinzidenzen bei. Diese Effekte
konnen dann auch durch eine mathematische Korrektur der Messwerte nicht mehr vollstindig

ausgeglichen werden.

Zusammenfassung Phantommessungen mit ¥R, As und *As

472 A5 am Kleintier-PET-Scanner in Mainz

Die Phantommessungen sind die ersten, die mit
durchgefiihrt wurden. Sinn dieser ersten Experimente war es zundchst, wichtige fundamentale
Daten iiber das Verhalten der einzelnen Isotope bei PET-Messungen zu erhalten. Aus den
Daten des Bohrlochphantoms kann man sehen, dass "*As eine dhnliche Ortsauflosung wie '°F
ermdglicht, die deutlich besser als die des "“As ist. Bei der Messung der 3-Stab-Phantome
treten die Unterschiede der einzelnen Isotope noch deutlicher zutage. Hier zeigt '*F eindeutig
die besseren Zerfallseigenschaften. Auch ist "*As schon rein optisch deutlich besser als *As.
Da "*As jedoch am Zyklotron durch (p,n)-Reaktion an natiirlichem Germanium produziert
wird, liegt es zu keinem Zeitpunkt in Reinform vor. Es befinden sich immer
,Verunreinigungen® von *’°As in der Losung, die aufgrund ihrer y-Linien die Performance
des mit hoherer Positronenenergie ausgestatteten '“As gegeniber dem '*As weiter
verschlechtern. Man kann aus dem Versuchsaufbau nicht abschitzen, in wieweit die hohere
Positronenenergie des '“As, oder der hohere y-Untergrund fiir schlechtere Auflosung
verantwortlich sind. Dies konnte nur eine Phantommessung mit Isotopenreinem "*As aus dem
Generatorsystem '>Se/’*As kliren [76, 163, 164], welches jedoch nicht zur Verfiigung stand.
Auf der anderen Seite sollte man bei der Verwendung von "*As darauf achten, dass die
kurzlebigeren Isotope ("*As und "°As) vor Beginn einer PET-Messung deutlich abgeklungen

sind, um Probleme mit hochenergetischen y-Linien zu minimieren.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Bestrahlungen

4.1.1 Bestrahlungen mit Neutronen am Kernreaktor TRIGA Mark II des
Instituts fiir Kernchemie in Mainz

4.1.1.1 Bestrahlungen von GeQO,

100 mg GeO; (99,999 %, Strem) werden in eine Bestrahlungskapsel eingewogen und doppelt
in Plastikfolie eingeschweilit. Das Target wird im zentralen Bestrahlungsrohr des TRIGA
Mark II bei einem Neutronenfluss von 4-10"* n-em™s” oder im Karussell bei einem
Neutronenfluss von 7-10'' n-ecm™-s? fiir 6 h bestrahlt, um sowohl 77Ge, als auch "As zu
produzieren. Das Target klingt iiber Nacht (je 15 h) im Reaktor ab, damit sich das "’As aus
dem "'Ge bilden kann. Die Probe wird am nichsten Morgen entnommen und steht direkt zur

Aufarbeitung zur Verfiigung.

4.1.1.2 Bestrahlungen von Germaniummetall

100 - 200 mg Germaniumstiicke (99,9999+ %, Chempur) werden in eine Bestrahlungskapsel
eingewogen und doppelt in Plastikfolie eingeschweiflt. Das Target wird im zentralen
Bestrahlungsrohr bei einem Neutronenfluss von 4-10'2 n-em™s™ oder im Karussell des
TRIGA Mark 11 bei einem Neutronenfluss von 710" n-em™s™ fiir 6 h bestrahlt, um sowohl
"'Ge, als auch ""As zu produzieren. Das Target klingt iiber Nacht (je 15 h) im Reaktor ab,
damit sich das ""As aus dem "'Ge bilden kann. Die Probe wird am nichsten Morgen

entnommen und steht direkt zur Aufarbeitung zur Verfligung.

4.1.1.3 Bestrahlungen von As,0s in wissriger Losung

30 mg As;Os werden in 10 ml Wasser gelost (3 mg/ml). Je 1 ml dieser Losung wird in eine
Bestrahlungskapsel gefiillt, doppelt in Plastikfolie eingeschweifit und fiir 30 min im Karussell
des TRIGA Mark II bei 7-10"" n-cm™s” bestrahlt, um "°As(V) als radioaktiven Tracer fiir

As(V) zu produzieren. Die Probe wird direkt ohne Abklingzeit weiterverarbeitet.
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4.1.1.4 Bestrahlung von Nal

50 mg Nal werden in eine Bestrahlungskapsel gefiillt, doppelt in Plastikfolie eingeschweif3t
und fiir 2 min im Karussell des TRIGA Mark II bei 7-10"" n-em™s™ bestrahlt, um 1281 als
radioaktiven Tracer fiir I' und I, zu produzieren. Die Probe wird direkt ohne Abklingzeit

weiterverarbeitet.

4.1.1.5 Bestrahlung von CuCl

50 mg CuCl werden in eine Bestrahlungskapsel gefiillt, doppelt in Plastikfolie eingeschweif3t
und fiir 3 h im Karussell des TRIGA Mark II bei 7-10" n-cm™s™ bestrahlt, um $4Cu als
radioaktiven Tracer fiir Cu zu produzieren. Nach einer Abklingzeit von 18 h wird die Probe
aus dem Reaktor geholt und steht fiir Tracerexperimente zur Vefiigung.

4.1.2 Bestrahlungen mit Protonen am MC32NI Zyklotron des DKFZ in
Heidelberg

4.1.2.1 Bestrahlungen von GeQO,

300 mg GeO; (99,999 %, Strem) werden bei 10 t zu einer Tablette in den Dimensionen
13 x 0,8 mm gepresst. Diese Tablette wird in eine Vertiefung eines runden Aluminiumbhalters
(20 mm x 3 mm) eingebaut. Der Deckel, durch den der Protonenstrahl auf das Target trifft,
hat eine Dicke von 0,5 mm. Die Bestrahlungsdauer wird von 30 min - 5 h variiert. Der

Strahlstrom wird auf <5 pA begrenzt und hat eine Energie von ca. 12 MeV auf dem Target.

4.1.2.2 Bestrahlungen von Germaniummetall

Eine Germaniumscheibe (9,9 x 0,5 mm, 204 mg, 99,999 %, Goodfellow) wird im Targethalter
des MC32NI Zyklotrons direkt eingebaut und mit einer 50 pm dicken Havar-Folie zum Strahl
hin abgedeckt. Die Bestrahlungsdauer wird von 1 - 7 h variiert. Der Strahlstrom betrédgt bis zu
30 pA bei einer Energie von 15 MeV auf dem Target. Die maximale Ladung liegt bei
200 pAh.
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4.2 Analytische Methoden

4.2.1 Radio-DC-Analytik zur Bestimmung des Oxidationszustandes von *As und
der Markierungsausbeute von *As-markierten Antikorpern

Zur Analyse des Oxidationszustandes von *As-Isotopen in organischen oder neutralen
wissrigen Losungen werden 0,5 - 1 pl der entsprechenden Losung auf eine 5 * 7,5 cm grof3e
Si-60 Silikagel DC-Platte (Merck) gespottet. Das Laufmittel (0,01 M Natriumtartrat /
Methanol (3 : 1)) wird ca. 0,5 cm hoch in eine DC-Kammer gefiillt und das Radio-DC darin
entwickelt. Wegen dem hohen Anteil an wéssriger Losung bendtigt die Entwicklung des
Radio-DC ca. 30 Minuten. Das Radio-DC wird aus der DC-Kammer entnommen und am
rechten Rand werden mit 0,5 - 1 pl radioaktiver Losung sowohl der Startpunkt, als auch die
Losungsmittelfront markiert, um bei der Auswertung den Re-Wert bestimmen zu kénnen. Zur
Auswertung wird das Radio-DC in eine Plastikfolie gelegt und die DC-Platte mit dem Instant-
Imager von Packard ausgelesen, um eine ortsaufgeloste Verteilung der Radioaktivitit zu
erhalten. Die Messwerte werden mit der Software Packard Imager for Windows (V 2.03)
aufgenommen. Durch Integration der Peakfldchen kdnnen die Ausbeuten bestimmt werden.
Zur Bestimmung der Markierungsausbeute von Antikérpern mit Arsenisotopen wird analog

verfahren.

4.2.2 Bestimmung der Markierungsausbeute von Antikorpern mittels Radio-
HPLC und Gelfiltration mittels HPLC

Zur Bestimmung der Markierungsausbeuten von Antikérpern mit Arsenisotopen wurde ein
HPLC-System von Waters verwendet (1525 bindre HPLC-Pumpe; 2489 UV-Detektor,
Berthold LB 509 Radioaktivitdtsdetektor, Breeze Auswertungssoftware V 3.20). Da die
Antikorper sehr grole Molekiile sind (M,, = 150 kDa) konnen sie leicht mittels
GroBenausschlusschromatographie von der freien Aktivitdt getrennt werden. Hierzu wurde fiir
analytische Zwecke zunichst eine Bio-Silect SEC 250-5 Saule (300 x 7,8 mm MWCO 10 -
300 kDa) verwendet. Diese hochauflosende Séule ermoglicht es auch den Antikérper z.B. von
BSA (M,, = 68 kDa) zu trennen. Als Laufmittel wurde PBS-Puffer (10 mM EDTA) bei einem
Fluss von 1 ml / min verwendet. Fiir analytische Zwecke wurden 50 pl der markierten
Verbindung auf die Sdule aufgegeben und sowohl das UV-, als auch das Radioaktivititssignal
aufgenommen. Fiir eine reine Bestimmung der Markierungsausbeute erwies sich jedoch eine
andere Séule als vorteilhaft. Dazu wurde eine HiTrap Desalting Sdule (GE Healthcare, 5 ml,
MWCO = 5 kDa, gefiillt mit Sephadex G-25 superfine) verwendet. Als Laufmittel wurde
PBS-Puffer (10 mM EDTA) oder alternativ 0,9 %ige NaCl-Losung bei einem Fluss von
0,5 ml / min verwendet. Aufgrund des S&dulendesigns ist es mdglich, neben analytischen

Mengen (50 - 100 pl) auch die gesamte Antikorperlosung (1,25 mg in 1 - 2 ml) mittels
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Gelfiltrations-HPLC aufzureinigen. In diesem Fall wurde der Radio-Detektor vom System
abgetrennt und die gereinigte Losung direkt hinter dem UV-Detektor aufgefangen.

4.2.3 Bestimmung der radiochemischen Ausbeute und Isotopenreinheit mittels y-
Spektroskopie

Fir die Aufnahme von hochauflosenden y-Spektren wurde ein HPGe-Detektorsystem von
EG&G Ortec (GEM-25/85-P-Plus; Kristalldurchmesser: 56,5 mm, Kristallldinge: 59,1 mm;
Auflosung (FWHM) bei 1,33 MeV (*°Co): 1,69 keV) verwendet. Zur Aufnahme und
Auswertung der Spektren wurde die ,,Genie 2000 Gamma Acquisition and Analysis
Software* V2.1 von Canberra eingesetzt. Der Detektor wurde mit einer zertifizierten
Standard-Losung (QCY48, R6/50/38 von Amersham) im Energiebereich von 59,54 keV
(*'Am) bis 1836 keV (**Y) in allen Messpositionen (0 bis 100 cm Abstand) mit 500 ul
Losung in einem 2 ml Eppendorf Vial effizienzgeeicht. Die einzelnen fiir die Kalibrierung

verwendeten Isotope und ihre y-Linien finden sich in Tabelle 39.

Tabelle 39: Im Kalibrierstandard QCY48 R6/50/38 enthaltenen Nuklide und y-Linien

Isotop y-[ll"len;/}m
2 Am 59,54
1%¢d 88,03
Co 122,1
1¥Ce 165,9
M3Hg 279,2
1138n 391,7

85Sr 514,0
¥Cs 661,6
8y 898,0
89Co 1173,0
9Co 1333,0
8By 1836,0

Damit kann das Programm aus der Zdhlrate die Aktivitdt berechnen. Die dazu bendtigte
Nukliddatenbank wurde mit den Daten aus [135] erstellt (Halbwertszeit und 1v-
Emissionswahrscheinlichkeit). Alle erhaltenen Spektren wurden auf den Startpunkt der ersten
Messung eines Tages normiert. Die Halbwertszeitkorrektur wurde direkt vom
Auswerteprogramm mittels der erstellten Nukliddatenbank durchgefiihrt. Alle Messungen
einer Messreihe wurden in derselben Geometrie (500 pl im 2 ml Eppendorf Vial) und soweit
moglich im selben FEinschub durchgefiihrt. Einzige Ausnahmen bildeten die festen

Germaniumtargets, die direkt als Feststoff vermessen wurden und die in Abtrennungsmethode
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MJO7 benutzen 1 ml Fraktionen der Anionenaustauschersdule. Es wurde darauf geachtet, dass
die Totzeit des Detektors immer unterhalb 10 % lag und die Peakfliche der fiir die
Ausbeutebestimmung wichtigen y-Linien zwischen 1000 und 10.000 lagen. Bei der
Bestimmung der Germaniumspuren nach der Abtrennung lagen die Peakflachen nach 12 h

Messzeit teilweise darunter.

4.3 Abtrennungsmethoden fiir *As aus Germaniumtargets

4.3.1 Abtrennungsmethoden fiir *As aus GeQO,-Targets

4.3.1.1 Abtrennung von 721477 A's aus einem GeO,-Target mittels
Festphasenextraktion (MJ01)

Die gesamte Prozedur wird zum Einen wegen der Verwendung von GeO,-Pulver, zum
Anderen wegen der Verwendung von HFy,,, als Losungsmittel in einer Glovebox mit
leichtem Unterdruck durchgefiihrt, um radioaktive Kontaminationen und Unfille mit der
HFyon, zu vermeiden. 100 mg GeO; (99,999 %, Strem) werden nach erfolgter Bestrahlung
durch Zugabe von 5 ml HFy,, in einem Teflongefdll gelost. Das verwendete GeO, 10st sich
dabei innerhalb von Sekunden vollstindig auf. Das Target kann minimal in 500 pl HFyp,
geldst werden, jedoch erwiesen sich zu geringe Volumina schwer zu handhaben. Parallel dazu
wird eine zur Trennung von Ge und *As benétigte Bond Elut ENV Kartusche (25 mg,
Abbildung 74) konditioniert.

Abbildung 74: Varian Bond Elut ENV Kartusche (25 mg) mit PEEK-Adapter fiir Einwegspritze
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Um die Sdule zu konditionieren wurde diese bereits vor Beginn der Targetaufarbeitung
gekiirzt und mit einem PEEK-Adapter versehen, damit sie mit Einwegspritzen verbunden
werden kann. Zur Konditionierung werden 5 ml HFy,,, mit 50 mg Nal versetz und die Losung
langsam mit einer 5 ml Plastikspritze iiber die Sdule gedriickt. AnschlieBend werden 100 mg
Nal zur Targetlosung gegeben und diese durch Gravitation iiber die Kartusche gegeben. Dazu
wird die Targetlosung in eine iiber den Adapter mit der Sdule verbundene Plastikspritze
(5 ml) gefiillt. Die Losung kann somit langsam ohne Druck durch die Séule laufen. Dabei
wird das *As auf der Sdule fixiert, wahrend das makroskopisch vorhandene Germanium als
GeF¢™ ohne Wechselwirkung durch die Siule lduft. Im Anschluss wird die Einwegspritze
durch eine neue ersetzt und 5 ml HFy,,, mit 50 mg Nal zum Spiilen {iber die Kartusche
gegeben. Hierdurch werden Reste von GeF¢™ entfernt. Im Anschluss miissen alle Reste der
der HFyon, von der Sdule entfernt werden, da sie nicht mit biologischen Systemen kompatibel
sind. Vorversuche zeigten, dass eine quantitative Entfernung nur moéglich ist, wenn im
Gegensatz zu der veroffentlichten Methode [120] ein starker Argonstrom fiir ca. 1 h durch die
Kartusche geblasen wird. Dies ist insbesondere im Hinblick auf den pH-Wert sehr wichtig.
Man muss sich darauf verlassen, am Ende einen neutralen pH-Wert zu erhalten, will man das
*As flir Markierungen von Antikorpern einsetzen. Nach dem Trocknen der Séule ist die
HFyon, vollstindig entfernt und die weiteren Arbeitsschritte konnen auBlerhalb der Glovebox
durchgefiihrt werden. Das fixierte radioaktive Arsen wird darauthin mit 500 pl Ethanol von
der Bond Elut ENV Kartusche eluiert. Das Ethanol wird mit 500 pl PBS-Puffer (0,5 M
Hydroxylamin, 25 mM EDTA) verdiinnt, um das *As zu *As(Ill) zu reduzieren und um ein
Ausfallen des zur Markierung verwendeten Antikorpers zu verhindern. Von allen Losungen
werden 500 pl Aliquots gammaspektroskopisch vermessen, um die Ausbeute und den
Trennungsfaktor des Germaniums zu bestimmen. Von der organischen und der wéssrigen
Phase (nach verdiinnen in PBS-Puffer) werden je 0,5 - 1 pl Losung auf eine DC-Platte
gespottet, um mittels Radio-DC den Oxidationszustand des TITT A Zzu  bestimmen
(Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol (3 : 1)).

4.3.1.2 Abtrennung von "*"*77As aus einem GeO,-Target mittels Fliissig-Fliissig-
Extraktion aus HF/Nal-Medium (MJ02)

Die Aufarbeitung des bestrahlten GeO,-Targets wird in einer Glovebox mit leichtem
Unterdruck durchgefiihrt, um radioaktive Kontaminationen und Unfélle mit der HFyo,, zu
vermeiden. 100 mg GeO; werden nach erfolgter Bestrahlung in ein 15 ml Plastikvial gefiillt
und unter Zugabe von 2 ml HFy,,, gelost. Das Target 16st sich mit leichtem Zischen innerhalb
von Sekunden restlos auf. Dann werden 100 mg Nal zugegeben und die Losung direkt fiir ca.
1 min mit 500 pl CCly ausgeschiittelt. Nachdem sich die beiden Phasen getrennt haben, wird
die organische Phase mit einer 200 pl Eppendorf-Pipette von der HF-Phase abgetrennt und
die Prozedur mit weiteren 500 ul CCly wiederholt. In der organischen Phase ist keine HF

mehr enthalten, weshalb die weiteren Arbeitsschritte auflerhalb der Glovebox durchgefiihrt
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werden konnen. Die beiden organischen Phasen werden vereinigt und mit 500 pul PBS-Puffer
(0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) fiir ca. 1 min ausgeschiittelt, um das radioaktive Arsen
in die wiéssrige Phase zu extrahieren. Die wéssrige Phase wird nach dem Entmischen beider
Phasen mit einer 200 pl Eppendorf-Pipette in ein 2 ml Eppendorf-Vial pipettiert und kann
direkt zur Markierung von Antikdrpern eingesetzt werden. Von allen Losungen werden
500 pl-Aliquots  gammaspektroskopisch  vermessen, um die Ausbeute und den
Trennungsfaktor des Germaniums zu bestimmen. Von der organischen und der wissrigen
Phase werden je 0,5 - 1 pul Losung auf eine DC-Platte gespottet, um mittels Radio-DC den

Oxidationszustand des "*"*"’As zu bestimmen (Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol

3 : 1))

4.3.1.3 Abtrennung von '**77As aus einem GeO,-Target mittels Fliissig-Fliissig-

Extraktion aus HF/HBr-Medium (MJ03)

Die Aufarbeitung des bestrahlten GeO,-Targets wird in einer Glovebox mit leichtem
Unterdruck durchgefiihrt, um radioaktive Kontaminationen und Unfélle mit der HFyo,, zu
vermeiden. 100 mg GeO, werden nach erfolgter Bestrahlung in ein 15 ml Plastikvial gefiillt
und unter Zugabe von 500 pl HFy,,, innerhalb von Sekunden vollstindig gelost. Dann werden
1,5 ml HBryon, Zugegeben und die Losung direkt fiir ca. 1 min mit 500 pl CCls ausgeschiittelt.
Nachdem sich die beiden Phasen getrennt haben, wird die organische Phase mit einer 200 pl
Eppendorf-Pipette von der HF/HBr-Phase abgetrennt und die Prozedur mit weiteren 500 ul
CCly wiederholt. In der organischen Phase ist keine Séure, insbesondere kein HF mehr
enthalten, weshalb die weiteren Arbeitsschritte auBBerhalb der Glovebox durchgefiihrt werden
konnen. Die beiden organischen Phasen werden vereinigt und mit 500 ul PBS-Puffer (0,5 M
Hydroxylamin, 25 mM EDTA) fiir ca. 1 min ausgeschiittelt, um das radioaktive Arsen in die
wissrige Phase zu extrahieren. Die wissrige Phase wird nach dem Entmischen beider Phasen
mit einer 200 pl Eppendorf-Pipette in ein 2 ml Eppendorf-Vial pipettiert und kann direkt zur
Markierung von Antikorpern eingesetzt werden. Von allen Losungen werden 500 pl Aliquots
v-spektroskopisch vermessen um die Ausbeute, und den Trennungsfaktor des Germaniums zu
bestimmen. Von der organischen und der wiéssrigen Phase werden je 0,5 - 1 pl Losung auf
eine DC-Platte gespottet, um mittels Radio-DC den Oxidationszustand des "*™7’As zu
bestimmen (Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol (3 : 1).

4.3.1.4 Abtrennung von "*"*77As aus einem GeO,-Target mittels Fliissig-Fliissig-
Extraktion aus HF/HCIl-Medium (MJ04)

Die Aufarbeitung des bestrahlten GeO,-Targets wird in einer Glovebox mit leichtem
Unterdruck durchgefiihrt, um radioaktive Kontaminationen und Unfélle mit der HFyq,, zu

vermeiden. 100 mg GeO, werden nach erfolgter Bestrahlung in ein 15 ml Plastikvial gefiillt
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und unter Zugabe von 500 pl HFy,p, innerhalb von Sekunden vollstindig gelost. Dann werden
3,5 ml 10 M HCIl zugegeben und die Losung direkt fiir ca. 1 min mit 500 pul CCly
ausgeschiittelt. Nachdem sich die beiden Phasen getrennt haben, wird die organische Phase
mit einer 200 pl Eppendorf-Pipette von der HF/HCIl-Phase abgetrennt und die Prozedur mit
weiteren 500 pl CCly wiederholt. In der organischen Phase ist keine Sdure, insbesondere kein
HF mehr enthalten, weshalb die weiteren Arbeitsschritte auflerhalb der Glovebox
durchgefiihrt werden konnen. Die beiden organischen Phasen werden vereinigt und mit 500 pl
PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) fiir ca. 1 min ausgeschiittelt, um das
radioaktive Arsen in die wissrige Phase zu extrahieren. Die wéssrige Phase wird nach dem
Entmischen beider Phasen mit einer 200 pl Eppendorf-Pipette in ein 2 ml Eppendorf-Vial
pipettiert und kann direkt zur Markierung von Antikorpern eingesetzt werden. Von allen
Losungen werden 500 pl Aliquots y-spektroskopisch vermessen, um die Ausbeute und den
Abtrennungsfaktor des Germaniums zu bestimmen. Von der organischen und der wissrigen
Phase werden je 0,5 - 1 ul Losung auf eine DC-Platte gespottet, um mittels Radio-DC den
Oxidationszustand des "*"*""As zu bestimmen (Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol

G3:1).

4.3.1.5 Bestimmung des Oxidationszustandes von '’ As in GeO, nach erfolgter
Bestrahlung am Kernreaktor durch Anionenaustauschchromatographie
im HF/HCIl-Medium

Das Losen des bestrahlten GeO,-Targets wird in einer Glovebox mit leichtem Unterdruck
durchgefiihrt, um radioaktive Kontaminationen und Unfélle mit der HFy,,, zu vermeiden.
Dazu werden 100 mg GeO, nach erfolgter Bestrahlung am Kernreaktor in ein 15 ml
Plastikvial gefiillt und unter Zugabe von 500 ul HFy,, vollstindig geldst. Diese Losung wird
dann auBlerhalb der Glovebox auf eine AG 1-X8 (200 - 400 mesh) Anionenaustauschersiule
(0,9 x 6,5 cm) aufgegeben und in Fraktionen von 1 ml eluiert. Dazu werden zunéchst vier
Fraktionen mit 2 M HF/10 M HCI verwendet. Im Anschluss wird fiir die Fraktionen 6 bis 15
mit 10 M HCI verwendet. Man erhilt in den Fraktionen 9 und 10 das "’As(V). Ab Fraktion 16
wird 0,1 M HCI verwendet, um das "’ As(IIT) von der Siule zu eluieren. Das gesamte ' As(III)
befindet sich in den Fraktionen 17 und 18. Die Targetlosung und die einzelnen Fraktionen
werden y-spektroskopisch vermessen. Durch Integration beider Peakflichen kann der Anteil
des in situ im Target gebildeten "’ As(V) und "’ As(IIl) bestimmt werden.
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4.3.2 Abtrennungsmethoden fiir Germaniummetalltargets

4.3.2.1 Abtrennung von "**77As aus einem Germaniummetalltarget mittels

Fliissig-Fliissig-Extraktion aus HF/HI-Medium (MJO05)

Die Aufarbeitung des bestrahlten Germaniummetalltargets wird in einer Glovebox mit
leichtem Unterdruck durchgefiihrt, um radioaktive Kontaminationen und Unfédlle mit der
HFyon, zu vermeiden. 100 - 200 mg Germaniummetall werden nach erfolgter Bestrahlung in
ein 15 ml Plastikvial gefiillt und durch Zugabe von 2 ml eines 1 : 1 Gemisches von HFyp,
(48 %) und H,0, (30 %) innerhalb weniger Minuten unter Gasentwicklung (O,) restlos geldst.
Die Reaktion ist stark exotherm, weshalb es von Vorteil ist, das Losungsmittel in Fraktionen a
500 pl zuzugeben. Nachdem die Reaktionslosung abgekiihlt ist, werden 5 mg Pt/C-Pulver
(10 %) dazugegeben. Das Pulver dient als Katalysator fiir die Aufspaltung des {liberschiissigen
H,0; in H,O und O,. Die Losung wird zunédchst ca. 15 min stehen gelassen damit das H,O,
abreagieren kann. Nachdem die Reaktion etwas an Stéirke verloren hat wird die Losung fiir ca.
1 h leicht auf einer Riittelmaschine geschiittelt, bis keine Sauerstoffentwicklung mehr zu
beobachten ist. Um die Aktivkohle wieder abzutrennen wird die Losung in ein iCon
GroBenausschlussfilter (MWCO 20 kDa) von Pierce gefiillt und die aktive Losung durch
Abzentrifugieren von der Aktivkohle getrennt. Zu der klaren Losung werden 1 ml Hly,p,
(57 %) zugegeben. Direkt im Anschluss wird die Losung mit 500 pl CCly fiir ca. 1 min
ausgeschiittelt. Nachdem sich die beiden Phasen getrennt haben, wird die organische Phase
mit einer 200 pul Eppendorf-Pipette von der HF/HI-Phase abgetrennt und die Prozedur noch
zweimal mit je 500 pl CCly wiederholt. In der organischen Phase ist keine Saure,
insbesondere kein HF mehr enthalten, weshalb die weiteren Arbeitsschritte auB3erhalb der
Glovebox durchgefiihrt werden konnen. Die organischen Phasen werden vereinigt und mit
500 pl PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) fiir ca. 1 min ausgeschiittelt, um
das radioaktive Arsen in die wéssrige Phase zu extrahieren. Die wiéssrige Phase wird nach
dem Entmischen beider Phasen mit einer 200 ul Eppendorf-Pipette in ein 2 ml Eppendorf-
Vial pipettiert und kann direkt zur Markierung von Antikorpern eingesetzt werden. Von allen
Losungen werden 500 ul Aliquots y-spektroskopisch vermessen, um die Ausbeute und den
Trennungsfaktor des Germaniums zu bestimmen. Von der organischen und der wissrigen
Phase wird je 0,5 - 1 ul Losung auf eine DC-Platte gespottet, um mittels Radio-DC den

Oxidationszustand des "*"*""As zu bestimmen (Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol

(3:1).
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4.3.2.2 Abtrennung von "*"¥7As aus einem Germaniummetalltarget durch

Destillation von GeCl,; und anschliefender Aufreinigung mittels
Anionenaustausch (MJ06)

Bei dieser Abtrennungsmethode kommen zwei Sorten von Germaniummetall zum Einsatz.
Fiir Bestrahlungen am Kernreaktor wurden Germaniumstiicke zwischen 100 und 200 mg
eingesetzt (99,9999+ %, Chempur). Fir am Zyklotron bestrahlte Targets wurden
Germaniumscheiben von 9,9 mm Durchmesser und 500 pm Dicke verwendet (99,999 %

Goodfellow). Daraus ergibt sich eine gewisse Varianz in der Masse des Targetmaterials.

100-200 mg Germaniummetall werden nach erfolgter Bestrahlung in eine
Destillationsapparatur (Abbildung 75) gegeben und mit 4 ml Konigswasser (HNO; / HCI
1 : 1) aufgefiillt.

20 % H,SO,

Abbildung 75: Schematische Zeichnung der Destillationsapparatur fiir Germaniummetalltargets

Die gesamte Prozedur wird in einem normalen Abzug und nicht in einer Glovebox
durchgefiihrt, da das Germaniummetall als Stiick vorliegt und keine HFy,,, verwendet wird.
Die Apparatur wird im Laufe von 30 min langsam bis auf 120 °C aufgeheizt
(Olbadtemperatur). Nachdem sich das Target vollstindig in der Hitze geldst hat wird ein
leichter Argonstrom durch die Losung geleitet, um die Destillation zu beschleunigen. Die
Losung wird fast bis zur Trockne (ca. 100 - 200 ul Lésung) abdestilliert, bevor ca. 3 ml 10 M
HCI zugegeben werden. Die genaue Menge sollte so bemessen sein, dass das gesamte an den
Winden des Destillationskolbens ausgefallene GeO, wieder von HCI bedeckt ist. Die HCI
wird wiederum fast bis zur Trockne abdestilliert und die Prozedur noch einmal wiederholt.
Nachdem die Losung nur noch aus ca. 100 ul besteht wird die Destillation abgebrochen, die
Losung mit 400 pl 10 M HCI auf ca. 500 pl aufgefiillt und aus der Destillationsapparatur mit

einer Plastikpipette entnommen. Die Losung wird auf eine vorher mit 10 M HCI
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konditionierte Anionenaustauschersdule (AG 1-X8, 200 - 400 mesh) in den Dimensionen
3*100 mm aufgegeben (Abbildung 76).

Abbildung 76: Glassiule mit AG 1-X8 gefiillt

Die Sdule wird dabei mit einem leichten Uberdruck von Argongas betrieben und die
FlieBgeschwindigkeit auf ca. 4 Tropfen pro Minute eingestellt. Die Sdule wird mit Fraktionen
zu je 500 pl eluiert. Fraktion 1 entspricht der Probenldsung. Die Sédule wird in den Fraktionen
2 bis 10 mit 10 M HCI eluiert. Im Anschluss daran wird nochmals mit 5 ml 0,1 M HCI
gespiilt, bevor die Sdule wieder mit 5 ml 10 M HCI fiir die weitere Verwendung konditioniert
wird. Die Fraktionen mit dem radioaktiven Arsen (in der Regel Fraktion 2 und 3) werden in
einem 2 ml Eppendorfgefdl vereinigt und mit 50 mg CuCl versetzt. Die Losung wird im
Wasserbad fiir 1 h bei 60 °C erhitzt. Im Anschluss wird die Losung mit 500 pl CCl, fiir ca. 1
min ausgeschiittelt. Nach dem Entmischen beider Phasen wird die organische Phase mit einer
200 pl Eppendorf-Pipette von der HCI-Phase abgetrennt und die Prozedur noch einmal mit
500 pl CCly wiederholt. Die beiden organischen Phasen werden vereinigt und mit 500 pl
PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) fiir ca. 1 min ausgeschiittelt, um das
radioaktive Arsen in die wiéssrige Phase zu extrahieren. Die wissrige Phase wird nach dem
Entmischen beider Phasen mit einer 200 pl Eppendorf-Pipette in ein 2 ml Eppendorf-Vial
pipettiert und kann direkt zur Markierung von Antikorpern eingesetzt werden. Von allen
Losungen werden 500 pl Aliquots y-spektroskopisch vermessen um die Ausbeute und den
Trennungsfaktor des Germaniums zu bestimmen. Von der organischen und der wéssrigen
Phase wird je 0,5 - 1 ul Losung auf eine DC-Platte gespottet, um mittels Radio-DC den
Oxidationszustand des "*"*""As zu bestimmen (Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol
(3 : 1). Die gesamte Prozedur kann anstatt mit Germaniummetall auch mit GeO, durchgefiihrt

werden, was jedoch nicht im Detail untersucht worden ist.
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4.3.2.3 Abtrennung von "*"¥7As aus einem Germaniummetalltarget mittels

Anionenaustauschchromatographie im HF/HCIl-Medium (MJ07)

Bei dieser Abtrennungsmethode kommen analog MJ06 zwei Sorten von Germaniummetall
zum Einsatz. Fiir Bestrahlungen am Kernreaktor wurden Germaniumstiicke zwischen 100 und
200 mg eingesetzt (99,9999+ %, Chempur). Fiir am Zyklotron bestrahlte Targets wurden
Germaniumscheiben von 9,9 mm Durchmesser und 500 pm Dicke verwendet (99,999 %

Goodfellow). Daraus ergibt sich eine gewisse Varianz in der Masse des Targetmaterials.

Die Auflosung des bestrahlten Germaniummetalltargets wird in einer Glovebox mit leichtem
Unterdruck durchgefiihrt, um radioaktive Kontaminationen und Unfélle mit der HFyo,, zu
vermeiden. 100 - 200 mg Germaniummetall werden nach erfolgter Bestrahlung in ein 15 ml
Plastikvial gefiillt und unter Zugabe von 2 ml eines 1 : 1 Gemisches von HFy,,, und H,O;
(30 %) gelost. Die Reaktion ist stark exotherm, weshalb es sich insbesondere bei am
Zyklotron bestrahlten Targets (die Germaniumscheibe besitzt im Vergleich zu den
Germaniumstiicken eine grof3e Oberfldche) als vorteilhaft erwiesen hat, das Losungsmittel nur
langsam in 200 pl Portionen zuzugeben. Sonst kann die starke Blasenbildung (O;) dazu
fithren, dass ein Teil der Losung verloren geht. Nach dem vollstindigen Losen des Targets
und nachdem die Losung etwas abgekiihlt ist, werden 5 mg Pt/C (10 %) dazugegeben. Die
Losung wird zunéchst etwas stehen gelassen damit das iiberschiissige H,O, zu H,O und O,
abreagieren kann. Nachdem die Reaktion etwas an Stirke verloren hat wird die Suspension
noch fiir ca. 1 h auf einer Riittelmaschine leicht geschiittelt, bis keine Sauerstoffentwicklung
mehr zu beobachten ist. Die Suspension wird mit einer 1 ml Einweg Plastikspritze
aufgenommen und iiber einen Spritzenfilter in ein 2 ml Eppendorf-Vial filtriert, um die
Aktivkohle abzutrennen. Dabei gehen bis zu 10 % der Losung verloren. Die Lésung wird
auBlerhalb der Glovebox weiterverarbeitet. Zum Trennen von *As und Ge wird die Lésung auf
eine zuvor mit 2 M HF / 10 M HCI konditionierte Plastiksdule mit Anionenaustauscherharz
(AG 1-X8, 200 - 400 mesh) in den Dimensionen 0,9 x 6,5 cm gegeben (Abbildung 77).
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Abbildung 77: Plastikséule (0,9 x 6,5 cm) mit AG 1-X8 befiillt

Die Séule wird mit Fraktionen zu je 1 ml eluiert. Fraktion 1 entspricht der Probenldsung. Die
Sdule wird in den Fraktionen 2 bis 5 mit 2 M HF / 10 M HCI eluiert. Danach wird fiir die
Fraktionen 6 bis 11 zum Eluieren 10 M HCI verwendet. Im Anschluss daran wird nochmals
mit 5 ml 0,1 M HCI gespiilt, bevor die Sdule wieder mit 5 ml 2 M HF / 10 M HCI fiir die
weitere Verwendung konditioniert wird. Die Fraktionen mit dem radioaktiven *As(V) (in der
Regel Fraktion 9 und 10) werden in einem 15 ml Plastikvial vereinigt und mit 1 ml HBr
versetzt. Im Anschluss wird die Losung mit 500 pl CCly fiir ca. 1 min ausgeschiittelt. Nach
dem Entmischen beider Phasen wird die organische Phase mit einer 200 pl Eppendorf-Pipette
von der HCI/HBr-Phase abgetrennt und die Prozedur noch einmal mit 500 pl CCly wiederholt.
Die beiden organischen Phasen werden in einem 2 ml Eppendorf-Vial vereinigt und mit
500 pl PBS-Pufter (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) fiir ca. 1 min ausgeschiittelt, um
das radioaktive Arsen in die wéssrige Phase zu extrahieren. Die wiéssrige Phase wird nach
dem Entmischen beider Phasen mit einer 200 ul Eppendorf-Pipette in ein 2 ml Eppendorf-
Vial pipettiert und kann direkt zur Markierung von Antikorpern eingesetzt werden. Von allen
Losungen werden 500 pl Aliquots y-spektroskopisch vermessen um die Ausbeute und den
Trennungsfaktor des Germaniums zu bestimmen. Von der organischen und der wissrigen
Phase wird je 0,5 - 1 ul Losung auf eine DC-Platte gespottet, um mittels Radio-DC den
Oxidationszustand des "*"*""As zu bestimmen (Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol
(3 : 1). Die gesamte Prozedur kann ebenfalls analog mit GeO,-Targets durchgefiihrt werden.
Hierbei ist es trotz der Loslichkeit von GeO, in HFyq,, notig, das Wasserstoffperoxyd

zuzugeben, damit das *As vollstindig zu *As(V) oxidiert wird.
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4.3.2.4 Abtrennung von "*"¥7As aus einem Germaniummetalltarget mittels

Anionenaustausch im HF/HCIl-Medium und Festphasenextraktion (MJ08)

Diese  Methode beruht auf der Trennung von *As und Ge  mittels
Anionenaustauschchromatographie (MJ07), die im vorigen Kapitel (4.3.2.3) beschrieben ist.
Im Anschluss an die reine Trennung der Elemente wird das *As jedoch nicht mittels Fliissig-
Fliissig-Extraktion in eine fiir radioaktive Markierungen geeignete Form {iberfiihrt, sondern
mittels der in Grundziigen in Kapitel 4.3.1.1 beschriebenen Festphasenextraktionsmethode

weiterverarbeitet.

Dazu werden die Fraktionen von der Anionenaustauscherséule, die das *As(V) in 10 M HCI
enthalten (in der Regel Fraktion 9 und 10) vereinigt und mit 10 mg Nal versetzt. Eine Bond
Elut ENV Kartusche (25 mg, Abbildung 74) wird mit 5 ml HC1 (10 M), die mit 10 -20 mg
Nal versetzt wurde, konditioniert, indem die Losung mit einer Einweg-Plastikspritze {iber die
Sdule gedriickt wird. Danach wird das *As auf der Séule fixiert, indem die Losung mittels
einer Einweg-Plastikspritze durch die Sdule hindurch aufgezogen wird. Daraufthin wird die
Sdule auf die gleiche Art mit 5 ml 10 M HCI (mit 10 mg Nal versetzt) gespiilt. Im Anschluss
daran wird die Séule fiir ca. 2 min im starken Argonstrom getrocknet. Dies fiihrt jedoch zu
keiner vollstindigen Entfernung der HCl von der Sdule. Deshalb werden eventuell noch
vorhandene HCI-Tropfen durch Abzentrifugieren (ca. 5 min) entfernt. Dies hat sich als
vorteilhafter gegeniiber der in Kapitel 4.3.1.1 angewendeten Methode der einstiindigen
Trocknung im Argonstrom erwiesen. Um das *As wieder in Losung zu bringen, wird die
Kartusche mit ca. 300 pl Ethanol eluiert. Die 300 pl werden mit 500 pl PBS-Puffer (0,5 M
Hydroxylamin, 25 mM EDTA) aufgefiillt, um das entstandene lod und das *As(V) zu
*As(III) zu reduzieren. Die Losung kann direkt zur Markierung von Antikdrpern eingesetzt
werden. Von allen Losungen werden 500 pl Aliquots y-spektroskopisch vermessen um die
Ausbeute und den Trennungsfaktor des Germaniums zu bestimmen. Von der organischen und
der wissrigen Phase (nach verdiinnen in PBS-Puffer) wird je 0,5 - 1 pl Losung auf eine DC-
Platte gespottet, um mittels Radio-DC den Oxidationszustand des "*"*7’As zu bestimmen
(Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol (3 : 1).

4.4 Vorversuche zur Reduktion von As(V) zu As(III) mit getriagertem
76A5205
4.4.1 Vorversuche mit Nal als Reduktionsmittel

50 pl einer zuvor am Kernreaktor bestrahlten As;Os-Losung (1,3 pmol ®As(V)) werden mit
450 pl HCI (10 M) aufgefiillt. Dann werden 20 mg Nal (130 umol) zugegeben. Die Losung
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wird mit 500 pl CCly fiir ca. 1 min ausgeschiittelt. Nach dem Entmischen beider Phasen wird
die organische Phase mit einer 200 pl Eppendorf-Pipette in ein 2 ml Eppendorf-Vial pipettiert
und mit 500 ul PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) fir ca. 1 min
ausgeschiittelt, um das radioaktive Arsen in die wiéssrige Phase zu extrahieren. Die wissrige
Phase wird mit einer 200 pl Eppendorf-Pipette in ein 2 ml Eppendorf-Vial pipettiert. Von
allen Losungen werden 500 ul y-spektroskopisch vermessen um die Extraktionsausbeute des
Arsens zu bestimmen. Von der organischen und der wissrigen Phase wird je 0,5 - 1 ul Losung
auf eine DC-Platte gespottet, um mittels Radio-DC den Oxidationszustand des °As zu
bestimmen (Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol (3 : 1). Zur Bestimmung der
Extraktion des lods in die organische Phase wurde analog vorgegangen. Hierbei wurde jedoch
nicht das As;Os;, sondern das Nal vorher am Kernreaktor fiir 1 min bestrahlt und die

Extraktionsausbeute mittels y-Spektroskopie bestimmt.

4.4.2 Vorversuche mit CuCl als Reduktionsmittel

50 pl einer am Kernreaktor bestrahlten As,Os-Losung (1,3 umol "®As(V)) werden mit 450 pl
HCI (10 M) aufgefiillt. Dann wird 50 mg CuCl (505 pmol) zugegeben und die Losung bei
60 °C fiir 1 h erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird die Losung mit 500 ul CCly versetzt und fiir
ca. 1 min ausgeschiittelt. Nach dem Entmischen beider Phasen wird die organische Phase mit
einer 200 pl Eppendorf-Pipette in ein 2 ml Eppendorf-Vial pipettiert und mit 500 ul PBS-
Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) fiir ca. 1 min ausgeschiittelt, um das radioaktive
Arsen in die wissrige Phase zu extrahieren. Die wéssrige Phase wird mit einer 200 pl
Eppendorf-Pipette in ein 2 ml Eppendorf-Vial pipettiert. Von allen Losungen werden 500 pl
y-spektroskopisch vermessen, um die Extraktionsausbeute des Arsens zu bestimmen. Von der
organischen und der wissrigen Phase wird je 0,5 - 1 pl Losung auf eine DC-Platte gespottet,
um mittels Radio-DC den Oxidationszustand des °As zu bestimmen (Laufmittel: 0,01 M
Natriumtartrat / Methanol (3 : 1). Zusidtzlich werden in Optimierungsexperimenten die
Auswirkungen der Variation von Temperatur, Zeit und Menge an Reduktionsmittel auf die

Extraktionsausbeuten untersucht.

4.5 Markierung von Antikorpern mit Arsenisotopen

Im Anschluss an eine Abtrennung von *As aus Germaniumtargets erhédlt man entweder 1 ml
PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA)/Ethanol 1 : 1 (MJO1 + MJOS8) oder 500 pl
PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) (MJ02 - MJ07). Diese Losungen konnen
direkt zur Markierung von Antikdrpern eingesetzt werden. Die beiden mdglichen Methoden
(TCEP/SATA) werden im Anschluss beschrieben. Es handelt sich dabei jeweils um eine

Standardprozedur, die fiir alle Experimente verwendet wurde.
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72/74/77
A

4.5.1 TCEP-Modifizierung von Antikorpern und Markierung mit s

1,25 mg Bevacizumab (8,3 nmol) in 50 pl Losung werden auf 500 pul mit PBS-Puffer oder
0,9 %iger NaCl-Losung aufgefiillt. Dazu werden 10 pl einer TCEP-Lésung in Wasser
(12 mg/ml, 410 nmol) gegeben und direkt mit den 500 - 1000 pul *As(III)-Losung in PBS-
Puffer von den verschiedenen Abtrennungsmethoden (MJO1 - MJ08) vereinigt. Die Losung
reagiert 1 h bei Raumtemperatur. Danach wird das iiberschiissige TCEP mittels Gelfiltration
iiber eine HiTrap Desalting Sdule an der HPLC abgetrennt. Man erhélt 1,5 ml Losung (ca.
800 ug) in PBS-Puffer (10 mM EDTA) oder 0,9 %iger NaCl. Diese Losung ist direkt
injektionsfertig. Zu verschiedenen Zeitpunkten werden 0,5 - 1 ul Aliquots auf eine DC-Platte
gespottet, um mittels Radio-DC die Markierungsausbeute zu bestimmen (Laufmittel: 0,01 M
Natriumtartrat / Methanol (3 : 1). Zusédtzlich werden Aliquots mittels Gelfiltrations-HPLC
analysiert.

72/74/77
A

4.5.2 SATA-Modifizierung von Antikorpern und Markierung mit s

1,25 mg Bevacizumab (8,3 nmol) in 50 pl Losung werden auf 500 pul mit PBS-Puffer oder
0,9 %iger NaCl-Losung aufgefiillt. Dazu werden 10 pl einer SATA-Losung in DMSO
(10 mg/ml, 430 nmol) gegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird
der Uberschuss an nicht reagiertem SATA durch eine Gelfiltration iiber eine HiTrap Desalting
Sdule mittels HPLC abgetrennt. Man erhélt 1 ml Losung (ca. 800 pg/ml) in PBS (10 mM
EDTA) oder 0,9 %iger NaCl. Diese 1 ml Losung wird direkt mit der *As-Losung in PBS
(0,5M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) aus den einzelnen Abtrennungsmethoden (MJO1 -
MIJO08) vereinigt und fiir 1 h reagieren gelassen. Zu verschiedenen Zeitpunkten werden 0,5 -
1 pl Aliquots auf eine DC-Platte gespottet, um mittels Radio-DC die Markierungsausbeute zu
bestimmen (Laufmittel: 0,01 M Natriumtartrat / Methanol (3 : 1). Zusétzlich werden Aliquots
mittels Gelfiltrations-HPLC analysiert. Der markierte Antikorper kann nach 1 h iiber eine
Gelfiltrationsséule (HiTrap Desalting) von kleinen Molekiilen gereinigt oder direkt injiziert

werden.

4.5.3 Erstellen einer Kalibrationsgeraden zur Bestimmung der
Antikorperkonzentration

Der kommerziell erhéltliche Antikdrper Bevacizumab bekannter Konzentration (25 mg/ml)
wurde auf verschiedene Konzentrationen zwischen 1,25 mg/ml und 0,156 mg/ml verdiinnt.
50 pl dieser Losungen wurden mit je 1950 ul PBS Puffer zu einem Gesamtvolumen von 2 ml
aufgefiillt und in Quarzkiivetten (d=10 mm) die UV-Absorption bei 280 nm gemessen. Zuvor
wurde eine mit 2 ml PBS Puffer gefiillte Kiivette bei 280 nm gemessen, um den Nullwert zu

bestimmen. Die Antikorperkonzentration von unbekannten Proben wurde bestimmt, indem
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50 pl der Losung mit PBS auf 2 ml aufgefiillt und die UV-Absorption bei 280 nm gemessen

wurde.

4.5.4 Erstellen einer Kalibrationsgeraden zur Bestimmung der Anzahl der SH-
Gruppen pro Antikorpermolekiil

Durch Ldsen von 26,34 mg Cysteinhydrochlorid (M,=175,6 g/mol) in 100 ml PBS-Puffer
(1 mM EDTA, pH 8) wird eine 1,5 mM Losung (A) hergestellt. Es werden Proben mit
verschiedenen Konzentrationen hergestellt, um eine Verdiinnungsreihe zu messen (Tabelle
40).

Tabelle 40: Verdiinnung von 1,5 mM Cysteinhydrochlorid Lésung bis zu 0,25 mM

Standard Puffer [ml] Menge A [ml] mM
A 100 26,34 mg Cystein 1,5
B 5 25 1,25
C 10 20 1,00
D 15 15 0,75
E 20 10 0,5
F 25 5 0,25
G 30 0 0

Aus jeder der Standardlésungen A - G werden 250 pl entnommen und mit 2,5 ml PBS-Puffer
(1 mM EDTA, pH 8) verdiinnt. Dazu werden 50 ul Ellmans Reagenz (4 mg/ml) zugegeben.
Die Losung wird 15 min stehen gelassen und dann die UV-Absorption bei 412 nm in

Quarzkiivetten (d = 10 mm) gemessen.

Cysteinstandardlésungen y=1,2061x
R” =0,9985
2
.g 1,5
2 0,5
0 / ‘ ‘ ‘
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

Konzentration [pM/ml]

Abbildung 78: Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der Zahl der SH-Gruppen pro Antikérpermolekiil
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Mit dem Standard G wird der Nullwert bestimmt und von allen Messwerten abgezogen. Aus
den Messwerten wird eine Kalibrationskurve erstellt. Mit einer unbekannten Probe wird
analog verfahren. Aus den erhaltenen Konzentrationen kann bei bekannter
Antikorperkonzentration dann die Zahl der SH-Gruppen pro Antikorper berechnet werden.

4.6 Phantommessungen mit 7 As und "*F am Kleintier-PET-Scanner
Focus 120

4.6.1 Herstellung der Plexiglasphantome

Fir diese Arbeit wurden zwei verschiedene Plexiglasphantome in der mechanischen
Werkstatt des Instituts fiir Kernchemie in Mainz hergestellt. Das Bohrlochphantom besteht
aus einem Plexiglaszylinder (6,5 x 2,5 cm). In den Ecken eines gleichseitigen Dreiecks
wurden jeweils Locher mit absteigenden Durchmessern von 4, 3 uns 2 mm in den Zylinder
gebohrt (sieche Abbildung 79). Die Tiefe der einzelnen Bohrungen betrdgt je 2 cm. Das
Phantom besitzt ein Gesamtvolumen von ca. 1,5 ml und kann durch Aufschrauben einer
Plexiglasscheibe verschlossen werden. Die radioaktive Losung wird vor der Messung in die

Bohrungen eingefiillt.

Abbildung 79: Bohrlochphantom aus Plexiglas mit Bohrungen von 2, 3 und 4 mm Durchmesser

Das 3-Stab-Phantom ist invers zu dem Bohrlochphantom konstruiert. Es besteht aus einem
hohlen Plexiglaszylinder (8 cm hoch; 5 cm im Durchmesser). In diesem Zylinder sind drei
Stdbe mit einem Durchmesser von 1 cm eingelassen. Ein Stab besteht aus massivem Teflon,
wiéhrend die beiden anderen aus 0,2 mm dickem Plexiglas bestehen. Einer der Stidbe ist mit
Luft, der andere mit Wasser gefiillt (Abbildung 80). Die radioaktive Losung kann in das
Volumen zwischen den Stdben eingefiillt und mit einer Plexiglasschraube verschlossen

werden. Das Phantom kann mit ca. 100 ml Losung befiillt werden.
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Abbildung 80: 3-Stab-Phantom aus Plexiglas a.) Wasser b.) Luft c.) Teflon

4.6.2 Messung des mit "*As, "*As und '°F befiillten Bohrlochphantoms am
Kleintier-PET-Scanner Focus 120

Das Phantom wird kurz vor der Messung mit den entsprechenden Isotopen in 1,5 ml Losung
befiillt und zum Kleintier-PET transportiert. Eine Ubersicht der eingesetzten Aktivitit und
Messdauer findet sich in Tabelle 41.

Tabelle 41: Aktivitidt und Messzeit der einzelnen im Bohrlochphantom vermessenen Isotope

Aktivitit " As

Aktivitiit "*F
Isotop
[MBq ]
13p 10
74 A s _
2As 0

Das "*F und das "*As wurden hierbei isotopenrein gemessen. Das "“As lag aufgrund der

Bestrahlung von Germanium mit natiirlicher Isotopenzusammensetzung im Gemisch mit "*As

und "°As vor (siche Tabelle 41).
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4.6.3 Messung des mit "*As, "*As und "°F befiillten 3-Stab-Phantoms am
Kleintier-PET-Scanner Focus 120

Das Phantom wird kurz vor der Messung mit den entsprechenden Isotopen in 100 ml Losung
befiillt und zum Kleintier-PET transportiert. Eine Ubersicht der eingesetzten Aktivitit und
Messdauer findet sich in Tabelle 42.

Tabelle 42: Aktivitit und Messzeit der einzelnen im 3-Stab-Phantom vermessenen Isotope

Isotop Aktivitit "*F Aktivitit "As ~ Aktivitit “As  Aktivitit "°As Messzeit
[MBq ] [MBq | [MBq | [MBq ] [h]
R 20 - - - 1
A ) 37 03 o1 )
T2 ) 45 7.9 28

Das '°F und das "*As wurden hierbei isotopenrein gemessen. Das "*As lag aufgrund der
Bestrahlung von Germanium mit natiirlicher Isotopenzusammensetzung im Gemisch mit "*As

und "®As vor.
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5 Zusammenfassung

Die Idee der Verwendung von Radioarsenisotopen zur molekularen Bildgebung stammt
bereits aus der Anfangszeit der PET in den 50er bis 70er Jahren, als noch getrigertes
anorganisches Nasz *AsO4 zur Untersuchung des menschlichen Gehirns eingesetzt wurde.
Danach verschwand dieses langlebige Isotop zunéchst aus der Anwendung und dem Fokus
der Forschung. Heutzutage besteht prinzipiell immer noch eine gewisse Liicke in der
Verfligbarkeit von langlebigen Positronenemittern, die eine Beobachtung von radioaktiv
markierten Substanzen iiber mehrere Tage hinweg moglich machen. Hier sind "*As und "*As
bei der Entwicklung einer entsprechenden Markierungschemie potentielle Kandidaten, die
sich durch eine lange Halbwertszeit kombiniert mit einer hohen Positronenemissionsrate

auszeichnen.

Eine wichtige Anwendung von langlebigen Positronenemittern konnte in der Visualisierung
der Anreicherung von Antikorpern in Tumorgewebe liegen. Dies ist im Allgemeinen ein sehr
langsamer Prozess, der bis zu mehreren Tagen in Anspruch nimmt. Eine stabile Markierung
vorausgesetzt, sind "M As durch ihre Zerfallscharakteristik sehr gut geeignet, diesen Prozess
quantifizierbar zu beobachten. Eine Bindung von nca Arsenisotopen an Biomolekiile wie

monoklonale Antikdrper wurde bisher in der élteren Literatur nicht beschrieben.

Die Markierung von monoklonalen Antikdrpern mit radioaktiven Arsenisotopen zur
molekularen Bildgebung mittels PET wurde 2005 zum ersten mal ausserhalb der Mainzer
Gruppe demonstriert [66, 155]. Zum Beginn dieser Arbeit war diese Methode jedoch nicht in
Mainz etabliert, so dass aufbauend auf diesen ersten viel versprechenden Ergebnissen die
gesamte Prozedur in Mainz etabliert werden sollte. Dazu mussten alle Bereiche von der
Isotopenproduktion iiber die Targetaufarbeitung bis hin zur Markierungschemie entweder

iibernommen, oder dort wo Probleme auftraten, neue entwickelt werden.
1. Isotopenproduktion

Die Produktion der nca Arsenisotope wurde durch Bestrahlung von GeO,-Targets mit
Neutronen oder Protonen durchgefiihrt. Nca ”’As wurde am Kernreaktor in Mainz hergestellt,
wihrend die Positronenemitter nca '*’*As am Zyklotron produziert wurden. Wihrend die
Bestrahlungen frither am Zyklotron in Briissel durchgefiihrt wurden, konnte fiir diese Arbeit
das Zyklotron des DKFZ in Heidelberg fiir eine Zusammenarbeit gewonnen werden. Es traten
bei Bestrahlungen an den Hochflussreaktoren BER II und FRM II, in viel groBerem Male
jedoch bei Bestrahlungen am Zyklotron durch thermische Effekte Verdnderungen am
Targetmaterial auf. Diese fiihrten dazu, dass sich ein Teil der bestrahlten GeO,-Targets nicht

mehr in HFy,, 10ste, was zu einem effektiven Verlust an produzierter Aktivitdt von bis zu 50
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% fiihrte, die fiir die weitere Targetaufarbeitung verloren war. An Zyklotron waren diese
Veranderungen am Targetmaterial hauptsidchlich auf eine schlechte Kiihlung zuriickzufiihren.
Diese ist in der schlechten thermischen Leitfahigkeit des GeO, und dem schlechten Kontakt
der hergestellten GeO,-Tablette begriindet. Diese Kiihlungsprobleme wurden gelost, indem
Germaniummetall als Targetmaterial fiir Bestrahlungen am Zyklotron verwendet wurde. Das
Metall weist eine verbesserte thermische Leitfdhigkeit gegeniiber GeO, auf und die glatte
Oberfliche der 500 um dicken Germaniumscheibe garantiert einen guten Kontakt zu der
Kiihlung. Dazu hatte das Institut fiir Mikrotechnik in Mainz die einzige in der richtigen
Geometrie erhéltliche Germaniumplatte (5 x 5 x 0,5 cm) mit einem Lasersystem in Scheiben
von 9,9 cm Durchmesser vereinzelt. Das neue Target konnte an einem anderen Strahlrohr des
Zyklotrons mit optimierter Kiihlung bestrahlt werden. Somit konnte der Strahlstrom im
Vergleich zum GeO;-Target von 5 auf 30 pA und die Ladung von 20 pAh auf 200 pAh pro
Bestrahlung gesteigert werden. Die Energie des Protonenstrahls wurde von 12 MeV bei
GeO,-Targets auf 15 MeV bei Metalltargets erhoht. Diese Energie ergab sich aus den in [141]
gemessenen Werten der Anregungsfunktionen fiir die "Ge(p,xn)’”"*As-Reaktionen. Erst
durch diese Optimierung stehen in Zukunft genug "*As und "*As (ca. 400 MBq und ca. 4 GBq
2 As fiir eine 200 pAh-Bestrahlung bei Bestrahlungsende) fiir biologische Evaluierungen zur
Verfiigung. Die Optimierungen konnten in Zukunft auch noch auf die Variation der
eingestrahlten Protonenenergie ausgeweitet werden, da sich die Ausbeute an 2MAs so
eventuell noch erhohen lisst. Am Mainzer TRIGA Mark II Reaktor wurde nca ''As
routineméfig durch Bestrahlung von GeO,- und Germaniummetalltargets durchgefiihrt, um
chemische Optimierungen an den Abtrennungs- und Markierungsmethoden durchzufiihren.
Dabei wurden im Schnitt mit 100 mg Germaniummetall nach 6 h Bestrahlung Ausbeuten von
ca. 2 MBq "’ As erzeugt.

2. Abtrennung der nca Arsenisotope aus dem Targetmaterial

Die Entwicklung der Abtrennungsmethoden gliedert sich in zwei Teile. Die ersten
Abtrennungsmethoden wurden fiir GeO,-Targets entwickelt und beruhten auf der Losung des
Targets in HFy,,. Danach wurde zur Verwendung von Germaniummetall als Targetmaterial
iibergegangen. Da sich Germaniummetall nicht in HFon, 10st, mussten hierfiir neue Methoden

entwickelt werden.

Zu Beginn dieser Arbeit wurde fiir die Trennung von *As und Germanium aus bestrahlten
GeO,-Targets eine in einer Vorgingerarbeit entwickelte Festphasenextraktionsmethode
verwendet [120]. Diese Methode konnte in einigen Parametern verbessert werden, was jedoch
auf Kosten der Gesamtausbeute und der Dauer der gesamten Prozedur ging (MJO1). Deshalb
wurde die Entwicklung schnellerer neuer Abtrennungsmethoden auf Basis der Fliissig-
Fliissig-Extraktion vorangetrieben. Die Extraktion von *As aus HF/Nal-, HF/HBr- und
HF/HCI-Medium (MJO02 - MJ04) in CCly ist mdglich, wihrend das Germanium als GeFs” in
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der wéssrigen Phase zuriickbleibt. Die einzelnen Methoden unterscheiden sich nur in der
Wahl des zugesetzten Reduktionsmittels (Nal, HBr, HCl). Das *As wird aus der organischen
Phase durch Riickextraktion in PBS-Puffer in eine markierungsfertige Losung tiberfiihrt.
Wihrend MJ02 (HF/Nal-Medium) nur eine Trennung von Ge und *As ermdglicht, kann man
mit MJO3 und MJ04 zusitzlich exzellente Markierungsausbeuten erhalten. Die einzelnen
Abtrennungsmethoden fiir GeO,-Targets sind in Tabelle 43 gegeniibergestellt.

Tabelle 43: Vergleich der Abtrennungsausbeuten fiir GeO,-Targets mittels Festphasenextraktion (MJ01)
und Fliissig-Fliissig-Extraktion (MJ02-MJ04)

MJo1 MJo2 MJ03 MJ04
Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%]
Extraktion "’As in CCl, 102,03+ 9,31 883+ 1,6 475+0,6
Extraktion "’As in PBS 51,86 + 28,68 582+ 11,8 66,3 +4,2
Gesamtausbeute 396+144 53,55 +29.21 51,4+10,3 314+1,6
Ge in PBS [pg] 60,1 +27 10,5+6,9 169+3,4 35,6+0,3
Reinheit ""As/"’Ge 99,93 99,99 99,98 99,95
Zeitlicher Aufwand [min] 90 15 15 15

Mit der Verwendung von Germaniummetalltargets ergaben sich andere Anforderungen an die
Targetaufarbeitung, da es sich nicht wie das GeO; in HF 16st. Es mehrere Methoden auf Thre
Eignung fiir Trennung und Markierung getestet.

Die erste eigene Idee bestand darin, die Fliissig-Fliissig-Extraktion von GeO,-Targets auch
auf Germaniummetalltargets auszudehnen (MJ05). Dies gelingt nur, wenn man das Target in
einer Mischung aus HF und H,0, 16st und das iiberschiissige H,O, danach zerstort.
Theoretisch sollte dies zu denselben Ausgangsbedingungen fiihren wie bei der Extraktion von
*As aus GeO,-Targets in HF/Nal-Medium. Der Umweg iiber die Verwendung von H,0O,
fiihrte zu ersten, wenn auch nicht sehr iiberzeugenden Ergebnissen. Zwar konnte eine bessere
Trennung von Ge und *As erreicht werden, jedoch war das in der finalen PBS-Phase
enthaltene *As nicht dazu geeignet, hohe Markierungsausbeuten zu erzielen. Im Zuge dieser
ersten Versuche zur Aufarbeitung von Germaniummetalltargets kristallisierte sich jedoch Pt/C
als Mittel der Wahl zur Zerstorung des tliberschiissigen H,O; heraus.

Einen alternativen Ansatz bietet die Aufarbeitung des Germaniummetalltargets durch
Destillation und anschlieBendem Anionenaustausch (MJ06). Hierbei wird das Metall zunéchst
in Konigswasser geldst und das Germanium unter Zugabe von HCI als GeCly aus der Losung
abdestilliert, wihrend das *As(V) als nicht fliichtiger Bestandteil in der Losung zuriickbleibt.
Durch die anschlieBende Trennung auf einer Anionenaustauschersdule im HCI-Medium kann
man die *As(V)-Fraktion von den Resten des Germaniums, aber auch von wéhrend der
Bestrahlung erzeugten Kontaminationen mit Gallium- und Zinkisotopen abtrennen. Die
Methode liefert sehr sauberes *As(V) in 10 M HCI, welches im Anschluss dann noch

reduziert und in eine neutrale Losung iiberfiihrt werden muss.

159



Ein weiterer Ansatz der Trennung von Germanium und *As besteht in einer direkten
Trennung beider Elemente auf einer Anionenaustauschersdule (MJ07). Hierzu wurde das
Germaniummetalltarget wegen der guten Erfahrungen analog MJ05 in HF/H,0O, gelost und
das tiberschiissige H,O, durch Zugabe von Pt/C zerstort, damit kein Oxidationsmittel mehr in
der Losung zuriickbleibt. Die Losung wird dann auf einer Anionenaustauscherséule durch
Elution mit HF/HCI-Losungen getrennt. Hierbei laufen das Germanium und das als
Nebenprodukt produzierte Gallium einfach durch die Sédule, wihrend das *As(V) in spéteren
Fraktionen in 10 M HCI eluiert werden kann. Auch hier erhdlt man *As(V) in 10 M HCI,
muss es anschlieBend reduzieren und in eine neutrale Losung iiberfiihren. Eine Ubersicht iiber
alle Abtrennungsmethoden fiir Germaniummetalltargets findet sich in Tabelle 44.

Tabelle 44: Vergleich der Abtrennungsmethoden fiir Germaniummetalltargets (MJ05-MJ08)

MJ05 MJo6 MJo7 MJ08
Ausbeute [%]  Ausbeute [%]  Ausbeute [%] Ausbeute [%]
Gesamtausbeute 442 +7,5 40,4+ 1,7 453 +£3,6 56,7+ 14
Ge in PBS [pg] 2,2+2.8 < Nachweisgrenze 7+8,5 nicht bestimmt
Reinheit ”’As/""Ge 99,997 99,991 besser MJ07
Zeitlicher Aufwand [h] 1,5 5 5 5

3. Uberfiihrung des Radioarsens in eine zur Markierung von Proteinen geeignete Losung und

Speziation des Oxidationszustandes

Am Ende dieser Arbeit kann man zwei wichtige Randbedingungen fiir eine erfolgreiche
Markierung von Antikérpern mit nca Arsenisotopen nennen. Zum einen ist das ein neutrales,
wissriges Medium, zum Anderen der richtige Oxidationszustand des *As. Mit SH-
modifizierten Antikdrpern reagiert ausschlieBlich das *As(III). Die Uberfiihrung des *As aus
einer konzentrierten Sdure (je nach Abtrennungsmethode HF oder HCI) gelingt entweder
durch  Festphasenextraktion, oder durch  Fliissig-Fliissig-Extraktion. Bei  der
Festphasenextraktion wird das *As im ersten Schritt auf der Festphase fixiert, dann die Séure
durch einen starken Argonstrom oder Zentrifugieren entfernt und das *As schlieBlich mit
EtOH wieder von der Sdule eluiert. Bei der Fliissig-Fliissig-Extraktion wird das *As aus der
entsprechenden Sdure zunichst in ein unpolares Losungsmittel extrahiert, um die Sdure
abzutrennen. Im Anschluss kann das *As dann wieder in eine neutrale wéssrige Phase

extrahiert werden.

Mit y-Spektroskopie kann man zwar sehr genau die *As-Ausbeute in den einzelnen Phasen
bestimmen, jedoch ldsst sich keine Aussage iiber den Oxidationszustand des *As treffen. Es
ist jedoch sehr wichtig den aktuellen Oxidationszustand einer *As-Losung zu kennen. Hierzu
wurde eine Radio-DC-Methode entwickelt, mit der beide Oxidationszustinde deutlich
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voneinander zu trennen sind. Diese Methode kann zur Bestimmung des Oxidationszustandes
in organischem Medium oder in neutralen wissrigen Losungen angewendet werden. Fiir
konzentrierte Sduren (HCI, HF) versagt diese Methode jedoch, da die DC-Platte hierbei
beschéddigt wird. Als Nebenprodukt der Séulentrennung in HCI, oder HF/HCIl-Medium (MJ06
und MJO7) ergab sich jedoch die Mdglichkeit, *As(V) uns *As(Ill) aufgrund ihrer stark
unterschiedlichen Kp-Werte in 10 M HCI zu trennen und somit den Oxidationszustand
eindeutig zu bestimmen. Diese beiden Methoden brachten teilweise iiberraschende
Erkenntnisse. So zeigte sich, dass Nal keineswegs wie in der Literatur beschrieben ein
Reduktionsmittel fiir *As ist. Vielmehr wirkt das gebildete lod bei der Extraktion des *As in
die organische Phase als Oxidationsmittel und man erhélt in der finalen PBS-Phase immer ein
Gemisch beider Oxidationszustdnde. Dies erkldrt die schlechten Markierungsausbeuten. Bis
zu diesem Zeitpunkt wurde allgemein in der Literatur immer davon ausgegangen, dass man
nur *As(IIl) in organisches Medium extrahieren kann. Eine systematische Untersuchung der
Reduktionsmittel Nal, HBr und CuCl mit der Radio-DC-Mecthode erbrachte die
tiberraschende Erkenntnis, dass nur CuCl quasi quantitative Ausbeuten von *As(III) nach
Extraktion in CCly liefert. Beim Einsatz von HBr kann man durch Riickextraktion in PBS-
Puffer vergleichbare Ausbeuten an *As(IIl) erzielen. Mit den beiden Methoden zur
Bestimmung des Oxidationszustandes konnte auch gezeigt werden, dass das *As in am
Kernreaktor bestrahlten GeO,-Targets zunédchst als *As(Ill) vorliegt und dann erst im Laufe
der Zeit zu *As(V) oxidiert wird. Wéhrend diese Tatsache bereits in vorhergehenden
Veroffentlichungen vermutet wurde [122, 124, 145, 146], konnte das Vorliegen von *As(III)
in dieser Arbeit bestitigt werden. Durch Losen des GeO,-Targts in HF/HCI-Medium anstatt
in NaOH, wie es in der Literatur beschrieben ist, konnte das *As(IIl) sogar ohne Zugabe von

inaktivem Tréiger erhalten werden.

Die Fliissig-Fliissig-Extraktion aus HF/HCI-Medium fiihrte zu den hochsten Ausbeuten an
*As(Ill). Dies war moglich, obwohl HCI keine reduzierenden Eigenschaften fiir *As(V)
besitzt. Analog wurde herausgefunden, dass bei der Festphasenextraktion von *As aus
HF/Nal- und HCl/Nal-Medium (MJO1 und MJ08) in EtOH zunichst *As(V) erhalten wird,
was durch Zugabe von PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA) zu *As(Ill)
reduziert werden kann. Alle entwickelten Abtrennungsmethoden liefern das *As am Ende in
500 upl PBS-Puffer (0,5 M Hydroxylamin, 25 mM EDTA), im Falle der
Festphasenextraktionsmethoden sind noch 300 - 500 ul EtOH in der Losung enthalten. Diese
Losungen konnen direkt zur standardisierten Markierung von Antikdrpern eingesetzt werden.
Ein Vergleich aller Abtrennungsmethoden findet sich in Tabelle 45 und Tabelle 46.
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Tabelle 45: Vergleich des *As(III)-Gehalts der Abtrennungsmethoden fiir GeO,-Targets mittels
Festphasenextraktion (MJ01) und Fliissig-Fliissig-Extraktion (MJ02-MJ04)

MJo1 MJo2 MJ03 MJ04
Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%]
Gesamtausbeute 39,6+ 144 53,55 +29,21 51,4+10,3 314+1,6
*As(II) in PBS 98,5+ 0,7 49,38+ 3,82 934+ 27 97,8+0,3

Tabelle 46: Vergleich des *As(III)-Gehalts der Abtrennungsmethoden fiir Germaniummetalltargets
(MJ05-MJ08)

MJ05 MJ06 MJo7 MJ08
Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%]
Gesamtausbeute 442 +17,5 40,4 +1,7 453 +£3,6 56,7+ 14
*As(III) in PBS 48 96,7+ 1,1 95,6+2,6 95,6+2,2

4. Markierung von Proteinen am Beispiel von monoklonalen Antikérpern

Wihrend dieser Arbeit wurden viele verschiedene Methoden zur Aufarbeitung von
bestrahlten Germaniumtargets entwickelt. Um zu testen, ob die entsprechende Methode das
*As in einer Form liefert, die fiir Markierungen von Antikérpern geeignet ist, wurden
Markierungsexperimente mit Antikoérpern durchgefiihrt. Antikorper sind allgemein sehr teuer.
Da fiir die Neuentwicklungen der Markierungschemie sehr viele Versuche notwendig waren
(insgesamt wurden ca. 200 mg AntikOrper verbraucht), musste zunichst ein Modellprotein
gefunden werden, das sich zuallererst durch einen geringen Preis auszeichnet. Dieser
Antikorper wurde in dem kommerziell verfiigbaren Bevacizumab (Avastin®) gefunden,

welches sich ebenfalls durch eine hohe Verfiigbarkeit auszeichnet.

Die Markierungsversuche wurden sowohl mit SATA-modifizertem als auch mit TCEP-
modifiziertem Bevacizumab durchgefiihrt. Beide Methoden liefern freie SH-Gruppen an der
Oberflache des Antikorpers, so dass das *As(III) mit ihnen reagieren kann. Eine realistische
Chance auf eine Anwendung fiir in vivo-Experimente besteht fiir die beiden
Abtrennungsmethoden MJ06 und MIJO07. Sie liefern fiir beide Methoden der
Antikorpermodifizierung sehr hohe Ausbeuten und der notwendigen Stabilitit. MJ06 ist
hierbei im Prinzip zu bevorzugen, wenn es gelingt, einige kleinere Schwachstellen, wie
besipielsweise eine nicht immer quantitative Abtrennung iiberschiissiger HNOs, erfolgreich
zu beheben. Es konnten jedoch auch einige fundamentale Daten erhalten werden. So steht nun
einwandfrei fest, dass nur *As(II) geeignet ist, Antikdrper zu markieren. Liegt *As(V) in der
Losung vor, so reagiert es nicht. Die geringe Zahl der gebildeten freien SH-Gruppen (SATA 3
— 4, TCEP 5 — 8 SH-Gruppen/mab; Gesamtprobe niedriger nannomolarer Bereich) reichen
nicht aus, um das *As(V) zu *As(IIl) zu reduzieren. Dies wird nur bei einigen Thiolen wie

z.B. Thiophenol in deutlich héheren Konzentrationen beobachtet. Eine Ubersicht der mit den
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einzelnen Abtrennungsmethoden erzielten Markierungsausbeuten findet sich in Tabelle 47
und Tabelle 48.

Tabelle 47: Vergleich der Abtrennungsmethoden fiir GeO,-Targets mittels Festphasenextraktion (MJ01)
und Fliissig-Fliissig-Extraktion (MJ02-MJ04)

MJo1 MJo2 MJ03 MJ04
Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%]
Markierungsausbeute TCEP [1 h] >90 56,6 90 + 1,2 954+0,3

* 1,25 mg Bevacizumab mit *As-Losung und TCEP fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert

Tabelle 48: Vergleich der Abtrennungsmethoden fiir Germaniummetalltargets (MJ05-MJ08)

MJ05 MJo6 MJo7 MJ0s
Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%] Ausbeute [%]
Markierungsausbeute TCEP [1 h] 18 Quantitativ (HPLC)  Quantitativ (HPLC)  Quantitativ (HPLC)
Stabilitét nicht bestimmt > 8 Tage stabil Nicht bestimmt nicht bestimmt
Markierungsausbeute SATA [1 h] - Quantitativ (HPLC) 84,7+0,77 44 % (HPLC)
Stabilitét - > 1 Tag* Nicht bestimmt nicht bestimmt

* Wegen der zu geringen Aktivitit konnte die Stabilitéit nicht iiber einen léingeren Zeitraum bestimmt
werden

5. Phantommessungen von “As, "*As und '°F an der Kleintier-PET-Kamera Fokus 120 der

Universitit Mainz

Da "™ As keine Standardisotope sind, liegen auch keinerlei Daten iiber ihre Eignung als PET
Isotope an einem Kleintier-PET-Scanner vor. Diese Liicke wurde nun in einigen ersten
Experimenten zumindest etwas geschlossen. Dazu konnten die drei Isotope *As, "*As und
zum Vergleich '8F als Referenz in einem Bohrloch- und einem 3-Stab-Phantom am Kleintier-
PET-Scanner in Mainz gemessen werden. Die Messungen zeigen, dass ‘As im
Bohrlochphantom eine dhnliche Auflésung wie '°F liefert, wihrend *As nur eine geringere
Aufldsung liefern kann. Dies liegt zum Einen an dessen deutlich hoherer B -Energie und zum
Anderen an der durch die Nuklidproduktion bedingte Verunreinigung mit "*As und "As,
deren zusdtzlicher y-Untergrund mitten im Energiefenster der PET-Kamera liegt. Zum
Vergleich stand isotopenreines *As wihrend dieser Arbeit nicht zur Verfiigung, so dass die

Effekte des y-Untergrundes nicht abgeschétzt werden konnen.

Dieser Befund bestitigt sich noch deutlicher im 3-Stab-Phantom, wo mit *As viel mehr
Artefakte und eine schon rein optisch wahrnehmbare schlechtere Auflésung erhalten werden.
Aus den erhaltenen Daten kann man restimieren, dass '‘As trotz der geringeren
Positronenemissionswahrscheinlichkeit das deutlich bessere PET-Nuklid fiir Messungen am
Kleintier-PET sind.
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Im Human-PET, wo die zu untersuchenden Strukturen deutlich grofer sind und die
Ortsauflosungen prinzipiell etwas schlechter sind (ca. 1,8 mm im pu-PET vs. 3 - 4 mm im

Human-PET-CT-Scanner), konnten sich die Nachteile des *As jedoch relativieren.

Will man hochaufgeloste PET-Bilder erhalten, sollte man bei der gewéhlten Produktionsroute
fir "*As iiber die (p,n)-Reaktion an natiirlichem Germanium das bestrahlte Target ca. 1
Woche abklingen lassen, damit die kurzlebigen Isotope “As und "°As abgeklungen sind,

bevor die PET-Messungen starten.
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6 Ausblick

Nachdem diese Arbeit einen groBen Uberblick iiber die prinzipiellen Moglichkeiten der
Abtrennung von *As aus Germaniummtargets und die Moglichkeit der Markierung von
Antikorpern mit den erhaltenen *As-Losungen geliefert hat, muss nun eine Entscheidung
getroffen werden, auf welche der Abtrennungsmethoden in Zukunft der Fokus gelegt werden
soll. Hierbei stehen bei der Verwendung von Germaniummetall als Targetmaterial fiir
Zyklotronbestrahlungen nun MJ06 - MJO8 zur Auswahl. Im Falle des besseren Zugriffs auf
ein Zyklotron lohnt es sich auf jeden Fall, iiber die Verwendung von GeO, als Targetmaterial
nachzudenken, da mit MJ03 und MJ04 zwei sehr schnelle Abtrennungsmethoden fiir * As(III)
aus GeO,-Targets zur Verfiigung stehen. Hierzu ist es jedoch ndtig, sich intensiv um das
Problem der Targetkiihlung zu kiimmern, was in der vorliegenden Arbeit leider nicht mdglich
war.

Neben der reinen Stabilitit der markierten Antikdrper in der Markierungslosung muss in
Zukunft auch die Stabilitdt der *As-Protein-Bindung in vivo getestet werden, was wihrend
dieser Arbeit nicht moglich war. Abhidngig von dem Ergebnis miissen dann weitere Schritte
wie z.B. die gesamte Evaluierung von *As-markierten Antikdrpern in vivo mittels PET
erfolgen. Sollten die Verbindungen sich in vivo nicht als iiber einen langen Zeitraum stabil
erweisen, muss iiber ein neues Konzept der Bindung des *As an den Antikorper nachgedacht
werden. Das aktuell verwendete Konzept der Reaktion von *As(IIl) mit freien SH-Gruppen
krankt im vorliegenden Fall der SATA- und TCEP-modifizierten Antikdrper daran, dass das
*As(III) wahrscheinlich nur mit einer SH-Gruppe reagiert und noch zwei freie Valenzen
aufweist. Diese konnen theoretisch weiterreagieren. Die Synthese eines dreizdhnigen SH-
Liganden (z.B. NS; [166]), der analog DOTA fiir Me®" alle Valenzen des *As(III) absittigen
wiirde, erscheint priparativ sehr schwierig, da SH Gruppen zur Autooxidation neigen. Eine
Alternative wiirde sich im Design eines alternativen Markierungssynthons wie z.B.
(CH3),AsOH oder (CH3),AsCl bieten. Letzteres wurde bereits in gertdgerter Form aus
®As,05 hergestellt und die Reaktion mit freien SH-Gruppen nachgewiesen [64, 65]. Da die
zugrunde liegende Chemie auf Stdchiometrie beruht, erscheint eine einfache Ubertragung auf
das nca-As-System nicht moglich, allerdings wurden auf diesem Gebiet bisher keinerlei
eigene Versuche unternommen. Es existiert eine Vielzahl von metallorganischen
Arsenverbindungen, deren radioaktive Synthese prinzipiell moglich erscheint [167] und deren
Eignung als Markierungssynthon evaluiert werden konnte. Im Fall einer erfolgreichen

Evaluierung kann iiber den Einsatz von "’ As als therapeutisches Nuklid nachgedacht werden.

Neben dieser, den aktuellen Forschungsgegenstand dieser Arbeit betreffenden Fragen, kann
man sich noch eine ganze Reihe von anderen Mdoglichkeiten vorstellen, Radioarsenisotope in
der molekularen Bildgebung einzusetzen. Die Markierung von Antikdrpern stellt
gewissermallen eine Art ,,Konigsdisziplin® dar, da diese Biomolekiile extrem empfindlich
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gegeniiber duBeren FEinfllissen wie Temperatur, pH-Wert, oder dem Vorhandensein von
organischen Losungsmitteln sind. Auch muss bei den Antikorpern darauf geachtet werden,
dass nicht zu viele SH-Gruppen im Antikérpermolekiil generiert werden, da dies seine
Eigenschaften stark verdndern kann. Viel einfacher sollte die Markierung von
unempfindlicheren Molekiilen wie beispielsweise synthetischen Polymeren sein, da diese
sowohl organische Losungsmittel als auch bei hoheren Temperaturen stabil sind. Thre
Affinitdt in vivo zu soliden Tumoren beruht einzig und allein auf ihrer GréBe (ca. 100 - 500
nm), dem von Nanopartikeln her bekannten EPR-Effekt (enhanced permeability and
retention). Da die den Tumor mit Néhrstoffen versorgenden Blutgefd3e nicht vollstdndig mit
Epithelzellen ausgekleidet sind, konnen die groBen Partikel in den interzelluliren Raum
diffundieren und sich dort anreichern. Sind die Polymere radioaktiv markiert, kann man somit
den Tumor sichtbar machen. Man kann sich also Polymere mit sehr viel mehr SH-Gruppen
vorstellen, die dann z.B. mit *As leicht zu markieren sein sollten. Da es sich um grofle
Molekiile handelt, kann auch auf das im Zusammenhang mit Antikérpern erworbene know-
how der Gelfiltration zur Aufreinigung der markierten Substanzen zuriickgegriffen werden.
Erste Versuche auf dem Gebiet der Markierung von Polymeren wurden bereits mit '°F
durchgefiihrt [165]. Erste Versuche der *As-Markierung von SH-Gruppen tragenden
Polymeren wurden ebenfalls durchgefiihrt und zeigten, dass die prinzipielle Machbarkeit des
Konzepts durchaus gegeben ist. Es konnten aber bisher relativ geringe Ausbeuten von ca.
15 % erzielt werden und da die Markierung im organischen Medium durchgefiihrt werden

muss, sind noch viele offene Fragen zu beantworten.

Eine Anwendung von freiem *As(Ill) konnte auch in der ndheren Untersuchung
verschiedener Formen der Leukémie liegen (APL, CML). Das Medikament Trisenox® ist seit
einigen Jahren auf dem Markt [47] und besteht im Prinzip aus einer Losung von As;Os3 (ATO)
in Wasser. Das aus den Abtrennungsmethoden gewonnene *As(III) sollte ein nca Aquivalent
dieses Medikaments sein und dessen Verteilung in vivo wiedergeben konnen, wenn
entsprechende Tiermodelle vorhanden sind. Dies konnte zu neuen Erkenntnissen iiber die
Wirkung von ATO fiihren.
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7 Anhang

7.1 Verwendete Chemikalien

Fiir die radiochemische Aufarbeitung und die Markierungsreaktionen wurden folgende
Chemikalien verwendet:

Tabelle 49: Aufstellung der verwendeten Chemikalien

Chemikalie Reinheit Firma

1 Fluorwasserstoffsdure (49 %) TraceSelect Ultra (0,1 pg/kg As) Sigmaaldrich
2 Bromwasserstoffsaure (47 %) Suprapur (<0,5 ppb As) VWR/Merck
3 Salzsdure (30 %) Suprapur (<1 ppb As) VWR/Merck
4 Salpeterséure (65 %) Suprapur (<0,5 ppb As) VWR/Merck
5 Natriumiodid 99,999 % trace metal basis (0,2 ppm As) Sigmaaldrich
6 Kupfer(I)chlorid 99,995+ % trace metal basis Sigmaaldrich
7 Hydroxylamin hydrochlorid 99,9999 % Sigmaaldrich
8 Germanium fiir Zyklotron 99,999 % (0,1 ppm As) Goodfellow
9 Germanium fiir Reaktor 99,9999+ % Chempur

10 Germanium(I'V)oxid 99,999 % Strem

11 PBS-Puffer Pierce

12 NaCl-Losung (0,9 %) Braun

13 CCly Sigmaaldrich

14 HI Riedel de Héen

15 TCEP Pierce

16 Pt/C (10 %) Fluka

17 As,0s Fluka

18 Ethanol Acros
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