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Zusammenfassung

Die vielversprechenden Ergebnisse von Alphastrahlern in der gezielten Alphathera-
pie (TAT) zur Behandlung von Krebs bereiten ein enormes Interesse fir Fortschritte
in der Forschung der Radionuklid-Produktion und in der Herstellung und Untersu-
chung von Radioimmunokonjugaten. Zum einen soll der hohe Bedarf therapiegeeig-
neter Radionuklide gedeckt sein, zum anderen ist es unabdingbar die Eigenschaften
der Radioimmunokonjugate zu kennen, um ihr Verhalten in vivo einschétzen zu
koénnen.

Ziel der vorgelegten Doktorarbeit war die Untersuchung von 2,9-Dicarboxy-1,10-
phenanthrolin (DCP) bzw. seiner Derivate 4,7-Bisphenyl-2,9-dicarboxy-1,10-phenan-
throlin (DPDCP) und 4,7-Bis(chlorosulfophenyl)-2,9-dicarboxy-1,10-phenanthrolin
(BCPDA) hinsichtlich ihrer Komplexierungseigenschaften mit dem Uranyl-Kation.?*°U
ist aufgrund seiner optimalen Zerfallseigenschaften im Blickpunkt des Interesses. Mit
einer Halbwertszeit von 20.2 Tagen zerfillt es in einer Kaskade und generiert dabei
fiinf Alpha-Teilchen, die mit einer kumulativen Energie von 34.2 MeV eine hohe zyto-
toxische Wirkung verursachen kénnen. Der Komplex UO9-DCP bzw. UO-BCPDA
sollte beziiglich seiner Eignung fiir den Einsatz in der TAT untersucht werden. Blick-
punkt waren zunéchst die thermodynamischen Eigenschaften des Komplexes, sowie
seine analytische Charakterisierung und anschlieend die Entwicklung eines effizi-
enten und reproduzierbaren Protokolls fiir die Kopplung des monoklonalen Anti-
korpers MabThera® mit dem Liganden DCP, bzw. seiner Derivate BCPDA und
5-Isothiocyanato-2,9-dicarboxy-1,10-phenanthrolin (DCP-NCS) mit anschlieSender
Evaluierung der Uran markierten Konjugate in vitro. Dabei wurde vor allem die zeit-
abhéngige Stabilitat unter dem Einfluss verschiedener potenzieller konkurrierender
Liganden und im Blutserum untersucht. Auflerdem wurde die Bindungsaffinitét des
schon etablierteren Komplexsystems 22° Ac-DOTA-MabThera® an Zellen untersucht.

Zunachst wurden die Protonierungskonstanten des Liganden BCPDA mittels der
pH-abhiéngigen Anderung der Absorption mit der UV-Spektroskopie bestimmt. Die
ermittelten pK,-Werte von 4.71 und 2.68 in 0.1 M NaClO4 stimmen mit den li-
teraturbekannten Werten des unsubstituierten Liganden DCP iiberein, welche von
Dean et al. untersucht worden waren.[1] Dieses Ergebnis zeigt, dass die Derivati-
sierung des DCP mit Chlorosulfophenylgruppen keinen Einfluss auf die komplexie-
renden Eigenschaften der Carboxylgruppen austibt. Um eine quantitative Aussage
iiber die Stabilitiat des Liganden mit dem Uranyl-Kation machen zu kénnen, ist die
Kenntnis der Stabilitdtskonstante eine wichtige Voraussetzung. Diese wurde durch
Verwendung der beiden Urantracer 2°U und #"U und den unterschiedlichen ana-



lytischen Methoden Instant Thin Layer Chromatography (ITLC) und dem Katio-
nenaustauscherharz AG MP-50 auf log K 7.4 + 0.2 in 0.1 M NaClO,4 bestimmt.
Eine Tonenstérkekorrektur mit der Davies-Gleichung ergab log K 8.2 4+ 0.2 bei der
[onenstarke 0. Um die thermodynamischen und kinetischen Eigenschaften des Kom-
plexes beurteilen zu kénnen, wurde der Komplex unter dem Einfluss verschiedener
potenzieller konkurrierender Liganden untersucht. Hierfiir wurde die Bildung der ter-
niren Komplexe UO,-BCPDA-OH™ und UO,-BCPDA-CO3 ™ in Abhéngigkeit vom
pH Wert mit UV-Spektroskopie untersucht. Fiir die Bildung des ternéren Komple-
xes UO,-BCPDA-OH™ konnte in Abhingigkeit vom pH-Wert eine Anderung der
Absorption beobachtet werden. Durch Auswertung mit Hilfe einer Steigungsanalyse
wurde mit steigendem pH Wert die Anlagerung einer Hydroxogruppe an den binéren
UO,-BCPDA Komplex beobachtet. Es konnte unter Vorbehalt eine Bruttokomplex-
bildungskonstante von log 5 = 13.2 £ 0.2 in 0.1 M NaClO4 geschétzt werden. Die
Bildung des ternaren Carbonatokomplexes wurde mit einem erhéhten Partialdruck
von COs, und der damit verbundenen Gleichgewichtskonzentration in Losung in Ab-
hangigkeit vom pH-Wert untersucht. Hier kam es zunéchst zur Bildung des ternéren
Komplexes. Bei hoheren pH-Werten wurde die Dissoziation des UO,-BCPDA Kom-
plexes zugunsten der Bildung des UO,(CO3)*~-Komplexes beobachtet.

Zum besseren Versténdnis der Komplexierungseigenschaften von UO,-DCP und
UO,-DPDCP wurden unterschiedliche Addukte synthetisiert und mit Kristallstruk-
turanalyse, NMR, IR- und UV-Spektroskopie charakterisiert. Zunéachst ist es gelun-
gen das Polymer [UOy-DCP],, mit Hilfe einer einfachen Extraktion zu synthetisieren.
Auf analoge Weise wurde mit dem Liganden DPDCP das Tetramer [UO,-DPDCP,
hergestellt. Die Herstellung und Charakterisierung dieser und weiterer ternérer Kris-
talle gab ein tieferes Verstandnis fiir das Verhalten des Komplexes unter dem Ein-
fluss verschiedener Liganden, auch in Losung, und dessen bemerkenswerte kinetische
Stabilitat. Die Komplexe UO9-DCP, UO,-DPDCP, UO,-BCPDA und die entspre-
chenden Konjugate UOs-DCP-MabThera® und UO9-BCPDA-MabThera® wurden
in vitro untersucht. UOo-DCP und UO5-DPDCP zeigen im Blutserum keine Dis-
soziation. Eine suggerierte Dissoziation von UOy-BCPDA, UOy-DCP-MabThera®
und UO,-BCPDA-MabThera® kann mit Schwierigkeiten der analytischen Methode
und der dichten Matrix des Blutserums erklart werden.

Das durchgefiihrte Zellbindungsexperiment von ?2°Ac-DOTA-MabThera® an den
Lymphomzellen K422 zeigte eine Bindungsaffinitat im nanomolaren Bereich an die
Zellen. Dieses Radioimmunokonjugat mit dem Antikérper MabThera®, welcher auch

fiir das neue System UQO,-DCP untersucht wird, hat somit eine starke Affinitit zu
den Zellen.

Die Untersuchungen und durchgefithrten Experimente zeigen, dass das untersuch-
te System UQO,-DCP durchaus Potenzial fiir den Einsatz in der TAT besitzt, da
der Komplex sich durch eine bemerkenswerte kinetische Stabilitat auszeichnet. Es
sollten jedoch noch weitere Experimente durchgefiithrt werden, um die Stabilitit
der Radioimmunokonjugate im Blutserum zu untermauern. Letztendlich muss auch
die Immunoreaktivitdt der hergestellten Radioimmunokonjugate, die Affinitat an



Zellen, sowie die Zytotoxizitit von 2°UOy-DCP-MabThera® bzw. 2°U0,-BCPDA-
MabThera® untersucht werden.






Abstract

The promising results of alpha emitters in Targeted Alpha Therapy (TAT) caused
a rising interest in production of radionuclides and synthesis of radioimmunoconju-
gates to cover the high demand of medical applicable radionuclides. In addition it
is important to understand the complexing properties of the conjugate.This enables
the evaluation of the characteristics in vivo.

Aim of this present work was the investigation of 1,10-phenanthroline-2,9-dicarboxylic
acid (DCP) and two of its derivates 4,7-bisphenyl-1,10-phenanthroline-2,9-dicarboxylic
acid (DPDCP) and 4,7-bis(chlorosulfophenyl)-1,10-phenanthroline-2,9-dicarboxylic
acid (BCPDA) with respect to their complexing properties with 2°U. Main focus
was the investigation whether the UO9-DCP complex is applicable in TAT. Relating
to this aspect the investigation of the thermodynamical properties of the complex,
the analytical characterization and the evaluation of an efficient and reproducible
labelling protocol of the monoclonal antibody MabThera® with the two derivates
BCPDA and 5-isothiocyanato-2,9-dicarboxy-1,10-phenanthroline (DCP-NCS) and
their evaluation in vitro prioritized the work. To investigate the stability the comple-
xe was exposed with potential competing ligands and in blood serum. In addition a
binding study with the already better established system 2*Ac-DOTA-MabThera®
was made to assess the binding affinity of the radioconjugate on cells.

First step was the determination of the protonation constants of the ligand BCPDA
by investigating the change of the absorption spectra in dependency of the pH. The
pK, values found with 4.71 and 2.68 in 0.1 M NaClO4 are equal to the already
literature known values of DCP, found by Dean et al.[1] This indicates that the
derivatization of DCP with chloro sulfonicphenyl groups has no influence on the
complexing properties of the ligand. Furthermore the knowledge of the stability
constant is essential to get information of its thermodynamical behaviour. The two
radionuclides 22°U and #*"U were used to make tracer experiments with Instant Thin
Layer Chromatography (ITLC) and the cation exchanger AG MP-50 and a stability
constant of log K 7.4 + 0.2 in 0.1 M NaClO4 was found. A correction with the
Davies equation to the ionic strength zero resulted in log K 8.2 4 0.2. To understand
the thermodynamic and kinetic properties of the complex the influence of different
competing ligands was investigated by following the pH dependent formation of the
ternary complexes UO,-BCPDA-OH™ and UO4-BCPDA-CO?2™. The pH titration of
UO,-BCPDA performed under exclusion of Carbonate showed with the formation
of the ternary hydroxo complex a small change in its absorption. The formation of
UO,-BCPDA-CO3~ was assessed with an increased partial pressure of CO, and its



concentration in solution at equilibrium. With increasing pH the formation of the
ternary specie was observed. At higher pH the dissociation of UO-BCPDA indicated
the formation of UOy(CO3)3 ™.

For a deeper understanding of the complexing properties of UO9-DCP and UQOs-
DPDCP different adducts were synthesized and characterized with crystal analyses,
NMR, IR- and UV-spectroscopy. The polymer [UO,-DCP],, was successfully syn-
thesized. In analog manner the tetramer [UO,-DPDCP], was produced. Production
and characterization of these and further adducts led to a better understanding of
the impact of competing ligands, even in solution and the experiments gave evi-
dence of the high kinetic stability. The behaviour and stability of UO,-DCP, UQO,-
DPDCP, UO,-BCPDA and the radioimmunoconjugates UO,-DCP-MabThera® and
UO.-BCPDA-MabThera® was assessed in vitro. UO9-DCP and UO,-DPDCP sho-
wed no dissociation in bloodserum. An expected dissociation of UO,-BCPDA, UO,-
DCP-MabThera® and UO,-BCPDA-MabThera® may be explained with difficulties
of the analytical method ITLC with the dense matrix of blood serum. A cell bin-
ding experiment of 22°Ac-DOTA-MabThera® showed a high affinity of the cells in
the nanomolar range.

The experiments show, that the investigated system UO,-DCP and accordingly UO,-
BCPDA have potential for application in TAT, as the complex has a remarkable
kinetic stability. Further experiments need to be done to confirm the stability in
blood serum. Finally the immunoreactivity of the prepared radioimmunoconjugates,
the binding affinity as well as the cytotoxicity of 2°U0,-DCP-MabThera® as well
as of 2°U0,-BCPDA-MabThera® have to be investigated.



1. Einleitung

1.1. Prinzip der Radionuklidtherapie

Bei der Behandlung von Krebs riickt die zielgerichtete Radionuklidtherapie immer
weiter in den Blickpunkt des Interesses. Sie ist vor allem dann von Bedeutung,
wenn es sich um Tumore handelt, die nicht mehr durch Operationen, Strahlen- oder
Chemotherapie behandelt werden konnen. Dies ist bei inoperablen Tumoren, bei
Metastasen, bei Einzelzellerkrankungen wie Leukamie oder Lymphknotenkrebs der
Fall und bei Tumoren, welche Resistenzen bei der Behandlung mit Chemotherapeu-
tika zeigten.

Bei der RIT soll ein Radionuklid, spezifisch lokalisiert werden, um die Krebszellen
zu zerstoren, indem es eine zytotoxische Strahlendosis an krebsbefallenes Gewebe
abgibt und gesundes Gewebe dabei verschont. Radionuklide selbst besitzen in der
Regel keine Eigenschaften, die zu einer tumorspezischen Bindung fiithren. Deshalb
sind Tréagermolekiile wie Peptide oder monoklonale Antikorper gefordert, die diese
Eigenschaften besitzen. In Abbildung 1.1 ist das allgemeine Prinzip der zielgerich-
teten Alphatherapie mit dem Alphastrahler 2*Bi dargestellt.

Als Radionuklide eignen sich Auger-Elektronen-, Beta-Teilchen oder Alpha-Teilchen-
Emitter.

Auger-Elektronen haben eine sehr kurze Reichweite und sind hochtoxisch, wenn
sie in der Zelle, besonders in der Nahe des Zellkern gebildet werden.[3] Damit ein
Auger-Elektronen-Emitter zytotoxisch wirkt, muss das Tragermolekil diesen in den
Zellkern einschleusen. Besser geeignet fiir die RIT sind Betastrahler, welche Elek-
tronen mit einer Energie von 0.3-2.3 MeV und einer Reichweite von 0.5-12mm in
Gewebe emittieren. Auf diese Weise ist die zelluldre Internalisierung nicht notwendig
und es reicht aus, die Zellmembran zu erreichen. Die lange Reichweite gemessen am
Zelldurchmesser erlaubt es Beta-Teilchen mehrere (10-1000) Zellen zu durchqueren
(“Crossfire Effect”). Monoklonale Antikorper, die mit Beta-Strahlern radiomarkiert
sind, haben in der Behandlung von einigen Krebsarten vielversprechende Ergeb-
nisse gezeigt. Krebserkrankungen wie Leukédmie, Mikrometastasen oder gestreute
Tumore konnen allerdings mit Beta-Strahlern nicht geheilt werden, denn um eine
einzige Zelle mit einer Wahrscheinlichkeit von 99.99% zu erreichen waren tausende
von Beta-Zerfillen bendtigt und aufgrund der grofien Reichweite wiirde eine hohe
Dosis auf das umliegende Gewebe abgegeben werden. Mit Alpha-Strahlern sind auf-
grund der kurzen Reichweite solche Krankheiten behandelbar.[4] Ein Vergleich der
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Abbildung 1.1.: Prinzip der RIT [2]

unterschiedlichen Reichweiten von Alpha-und Beta-Strahlern ist in Abbildung 1.2
dargestellt.

Abbildung 1.2.: Vergleich der Reichweiten: krankes Gewebe (lila), gesundes Ge-
webe (grau); ?*Bi mit E,=5.98 MeV und Y mit Egpax=2.28 MeV [2]

1.2. Die gezielte Alpha-Therapie (TAT)

Das Prinzip TAT (“Targeted Alpha Therapy”) basiert auf einer stabilen Bindung
eines Alpha-Strahlers iiber einen bifunktionellen Chelatliganden zu einem Trager-
molekiil, wie einem Antikorper oder Peptid, welches selektiv an Tumore bindet. Es



1.2 Die gezielte Alpha-Therapie (TAT)

gibt auch Ausnahmen, wie z.B. das ?**Ra, das in Form von ??*RaCl, als Therapeu-
tikum eingesetzt wird, um Knochenmetastasen von Brust- oder Prostatakrebs zu
behandeln. Dies ist méglich, da Radium eine Ahnlichkeit zum Calcium aufweist und
sich deshalb bevorzugt an Knochen anreichert.

Durch Anwendung von monoklonalen Antikorpern ist es moglich, die Radionuklide
iiber einen bifunktionellen Chelatliganden an oder in die Tumorzelle zu transportie-
ren. Antikérper sind mikroskopische “Y”-féormige Proteine, die vom Immunsystem
als Antwort auf fremde Substanzen gebildet werden und in der Lage sind, Sub-
stanzen, wie z.B. Viren, die gesundes Gewebe bedrohen, zu binden und unschédlich
zu machen. Substanzen, die eine solche Immunantwort hervorrufen, werden Anti-
gene genannt. Zum Einsatz in der TAT werden Antikérper durch die Addition von
Chelatmolekiilen modifiziert, um eine starke Anbindung des Radionuklids an den
Antikorper zu erméglichen.

Aufgrund der kurzen Reichweite von <100 pm und einem hohen linearen Energie-
transfer (LET) der Alpha-Strahlung von ~100 keV/pm im menschlichen Gewebe
kann selektiv eine hohe zytotoxische Strahlendosis auf bestimmte Zellen einwirken
und dabei das umliegende Gewebe schonen. Der “Crossfire Effekt” ist bei Alpha-
Strahlern begrenzt. Diese physikalischen Eigenschaften scheinen insgesamt sehr ge-
eignet dafiir, auf isolierte Zellen von hamatologischen Malignomen wie Leukamie
zu zielen oder zur Behandlung von gestreuten Tumoren, wenn die Tumorvolumina
eine Grofle habe, die der Reichweite von Alpha-Strahlen entsprechen. Dieses hohe
radiotoxische Potential von Alpha-Teilchen bietet fiir die RIT neue Moglichkeiten,
um auf Antigene zu zielen, die bisher fiir Beta-Strahler nicht zugénglich waren. Fiir
eine sichere Anwendung der TAT ist es notwendig, dass der bifunktionelle Chelat-
ligand das Radionuklid in einer stabilen Weise bindet, damit das freie Radionuklid
im Korper nicht toxisch auf Organe wirkt. Da manche Radionuklide komplexe Zer-
fallsschemata haben, in denen auch die Tochternuklide Alpha-Strahlen emittieren,
muss auch deren Toxizitat iiberpriift werden. Die physikalischen Eigenschaften le-
gen das therapeutische Feld der Anwendung fest, denn im Gegensatz zur dufleren
Bestrahlung, bei der es eine Grundvoraussetzung ist, die zu bestrahlenden Bereiche
genau zu definieren, macht es die TAT moglich, auf gestreute Tumore zu zielen, die
nicht durch genaue Visualisierung lokalsiert werden koénnen.

Es gibt eine Vielzahl an Alpha-Strahlern, aber nur wenige kénnen in der Medizin
angewendet werden. Dabei sind folgende Kriterien zu beachten:

» Verfiigharkeit: Die geeigneten Alpha-Strahler kénnen durch Bestrahlung von
Targets im Kernreaktor oder Zyklotron gewonnen werden. Oder sie kénnen
von einem langlebigen Mutternuklid in regelméfligen Zeitabstdnden isoliert
werden.

o Tochternuklide: Durch das Auftreten von Tochternukliden muss die Stabilitat
des Komplexes mit den entsprechenden Tochternukliden und deren Toxizitat
geklart werden, da sich die chemischen Eigenschaften der Tochternuklide von
denen des Mutternuklids unterscheiden und es so im Korper zu unterschied-
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lichem Verhalten kommen kann. Es muss ebenfalls beriicksichtigt werden, ob
die Tochternuklide hoch- oder niederenergetische Gamma-Quanten emittieren.
Hochenergetische Gamma-Strahlen sollen aufgrund ihrer weitreichenden Toxi-
zitat auf Gewebe vermieden werden. Niederenergetische Gamma-Strahlen sind
jedoch zur Diagnose und Bildgebung sehr giinstig, da diese detektiert werden
konnen.

o Synthese des Radioimmunokonjugats: Isolierung, Aufreinigung des Radionuk-
lids und die Bindung an den Antikérper muss schnell erfolgen um eine mog-
lichst hohe spezifische Aktivitat und trotzdem angemessene Reinheit und ra-
diochemische Syntheseausbeute zu erhalten.

In der Tabelle sind die Alpha-Strahler, mit denen bereits klinische Erfahrungen
bestehen, zusammengefasst.

’ Radionuklid \ Krebsart ‘

2HA Glioblastom multiforme
Ovarialkarzinom
23Bi myeloische Leukimie
Glioblastome
Non-Hodgkins-Lymphom
Melanome
Neuroendokrine Tumore
Blasenkarzinome
223Ra Brust- und Prostatakrebs mit Knochenmetastasen
25 Ac myeloische Leukimie
Neuroendokrine Tumore
Glioblastome

1.2.1. Vergleich kurzlebiger und langlebiger Alphastrahler am
Beispiel 213Bi und ??5Ac

225 Ac weist im Vergleich zu seinem Tochternuklid 2'®Bi eine sehr viel héhere Zy-
toxizitit auf. Beim Zerfall von ??°Ac werden vier Alphateilchen und zwei Betateil-
chen mit einer kumulativen Energie von 27.7 MeV emittiert. Beim Zerfall von 2'3Bi
kommt es lediglich zu einer Freisetzung von einem Alphateilchen mit einer Energie
von 8.4 MeV. Aufgrund der Anzahl der freigesetzten Alphateilchen und der langeren
Halbwertszeit des 22°Ac werden bei gleicher Aktivitat beim 22°Ac ca. 1200 mehr Al-
phateilchen freigesetzt als beim 2'3Bi. Zusétzlich ermdglicht die lange Halbwertszeit
von 225 Ac eine einfachere logistische Handhabung fiir die klinische Anwendung fiir
die Produktion des Medikaments und dessen Verabreichung. Zusétzlich ermoglicht
die lingere Halbwertszeit des 22°Ac auch eine Behandlung von Krebsarten, die nicht
schnell und leicht zugdnglich sind.[4] Es wurde gezeigt, dass beim Zerfall von 1 nCi
225 Ac eine solche Energie frei wird, die ausreicht um den Zelltod von 99.99% bei
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1.2 Die gezielte Alpha-Therapie (TAT)
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Abbildung 1.3.: Zerfallskette von 22 Ac mit Angabe der Zerfallsart, Zerfallsenergie
und Halbwertszeit [5]

vier Gramm Tumorzellen hervorzurufen.[6] Um die unspezifische Distribution des
225 Ac im Kérper jedoch zu limitieren muss ein geeigneter bifunktioneller Ligand das
Actinium sehr stabil an das Triagermolekiil binden. Die zwei Tochternuklide 22'Fr
(T = 4.8 min) und *'"At (T = 3.2 ms) konnten kurzlebig genug sein, sodass ihre
Dislokation weg von der adressierten Tumorzelle begrenzt ist. Die Halbwertszeit des
213Bi ist mit 46 min jedoch lang genug, dass eine Anreicherung in den Nieren nicht
auszuschliefen wére.

Es hat sich gezeigt, dass mit DOTA-NCS ein geeigneter bifunktioneller Chelatligand
gefunden wurde, das Actinium in stabiler Weise zu komplexieren und gleichzeitig an
einen Antikérper zu binden. [7]

1.2.2. Effektivitit von **Bi-DOTATOC

Das Bild des Jahres 2012 der Amerikanischen Gesellschaft fiir Nukleare Medizin
(SNM) illustriert die Effektivitdt von ¥Bi-DOTATOC fiir die gezielte Alphathe-
rapie von gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Tumoren, die gegen Beta-
therapie resistent waren. 2¥*Bi-DOTATOC war mittels eines mikrowellenbasierten
Markierungsprotokolls synthetisiert worden. 21 Patienten, die zuvor eine Resis-
tenz gegeniiber der Behandlung mit *°Y - und "Lu-DOTATOC gezeigt hatten
wurden mit ansteigenden Dosen von 1-10 GBq bis zu 21 GBq behandelt. Mittels
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8Ga-DOTATOC PET/CT, Sonographie, Magnetresonanztomographie, Angiogra-
phie und Bestimmung der Tumormarker konnte das Ansprechen der Tumore unter-
sucht werden. Die Patienten tolerierten die ansteigenden Dosen und zeigten keine
akute Toxizitat. Es wurde eine Verkleinerung der Primértumore und der Metasta-
sen in Leber und Knochen beobachtet.[8] Das Bild zeigt eine 40-jahrige Frau mit
pulmonalem Karzinoid und hepatischer Metastasierung. Sie wurde bereits mit Car-
boplatin/Vepesid und “kaltem” Octreotid behandelt. Auch nach einer RIT mit *°Y-
DOTATOC war das Wachstum der Tumore progressiv. Nach einer Behandlung mit
11 GBq ?®Bi-DOTATOC kam es zu einer partiellen Remission der Leberlisionen
und der Knochenmetastasen, die auch nach 15 Monaten anhielt. Auflerdem zeigte
die Patientin keine Hamatoxizitat.

Der Preis wurde mit der Aussage begriindet, dass diese Studie eine neue Tiir fiir sol-
che Patienten 6ffnet, deren Tumore nicht auf herkommliche Behandlungsmethoden
ansprechen.

E oY ¢

Abbildung 1.4.: Bild des Jahres 2012 ausgezeichnet von der Amerikanischen Ge-
sellschaft fir Nukleare Medizin
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2. Zielsetzung

Die TAT gewinnt wachsende Bedeutung in der Behandlung von Krebs. Die klin-
ischen Erfolge, die bisher mit Alpha-Strahlern erzielt wurden, sind duflerst vielver-
sprechend. Besonders die neuen klinischen Studien mit 2°Ac und 2!3Bi haben bere-
its einen immensen Erfolg hervorgerufen, sodass die Forschung der Radiomarkierung
monoklonaler Antikérper von grofitem Interesse ist, um das Potential und die Vielfal-
tigkeit dieser Therapiemethode zu vergrofiern.

Die Verfiigbarkeit an 22 Ac ist weltweit jedoch nicht unbegrenzt. Es gibt zur Zeit eine
jéhrliche Produktion von ~ 1.5 Ci. Dieser Aktivitatslevel erlaubt zwar die Durch-
fithrung vorklinischer und einiger klinischer Studien, jedoch sind die verfiigharen
Mengen fiir eine weltweite klinische Anwendung nicht ausreichend. Aufgrund dieser
Limitation ist es von Interesse weitere Therapienuklide zu finden, die ein analoges
Potential wie **Ac besitzen. **°U erscheint wegen seiner Halbwertszeit (T o= 20.2
Tage) und der ginstigen Eigenschaften seiner Zerfallskette als geeigneter Kandi-
dat. Ob dieses Nuklid jedoch tatséchlich fiir den Einsatz in der TAT geeignet ist,
héngt zunéchst davon ab, ob ein geeigneter bifunktioneller Ligand existiert, welcher
das Uranyl-Kation in stabiler Weise komplexiert und mit dessen Hilfe, es an ein
Tragermolekiil wie einen monoklonalen Antikérper gebunden werden kann.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit umfasste insbesondere diese Themen:

o Die Untersuchung der thermodynamischen FEigenschaften des Liganden BCPDA
bzw. des Komplexes UO,-BCPDA. Dabei sollten vor allem die folgenden Fra-
gen diskutiert werden:

— Verhalten sich DCP und sein funktionalisiertes Derivat BCPDA gleich
bzw. sind die komplexierenden Eigenschaften analog? Einen wichtigen
Hinweis fiir die Antwort auf diese Frage gibt die Untersuchung der Pro-
tonierungskonstanten. Ubt die Funktionalisierung des BCPDA mit den
Chlorosulfophenylgruppen keinen Einfluss auf die Sdureeigenschaften der
Carboxyleinheiten aus, so kann davon ausgegangen werden, dass sich
auch die komplexierenden Eigenschaften unter Einfiithrung der Funktion-
alitdt nicht wesentlich &ndert.

o Charakterisierung einiger UO9-DCP bzw. UQO,-DPDCP Komplexe in ver-
schiedenen Losungsmitteln:

— Die Charakterisierung mittels Kristallstrukturanalyse, NMR, IR- und
UV-Spektroskopie ist zum besseren Verstandnis der Komplexe unter Ein-
fluss konkurrierender Liganden wichtig.
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e Zum Vergleich die Untersuchung des biochemischen Systems. Dabei war das
Augenmerk auf die folgenden Themen gesetzt:

Kann der Antikérper MabThera® mit den Liganden BCPDA bzw. DCP-
NCS chelatiert werden?

Kann ein zuverléssiges Protokoll aufgestellt werden, mit dem die Chelatierung
in reproduzierbarer und effizienter Weise durchgefiihrt werden kann?

Kann ein zuverlissiges Protokoll zur Synthese 23°U markierter Radioim-
munokonjugate aufgestellt werden?

Gibt es eine Abhangigkeit zwischen eingesetzter Stoffmenge an Konjugat
und Markierungseffizienz?

Wie ist die Stabilitat des Komplexes und des Radioimmunokonjugats im
Blutserum? Gibt es einen Hinweis auf besonders starke konkurrierende
Liganden?

o Untersuchung des schon etablierten Systems Ac-DOTA-MabThera®:

Wie ist die Stabilitdt des Radioimmunokonjugats im Blutserum?

Bindungsstudie des Konjugats an K422 Zellen nach einem neuartigem
mikrowellenbasiertem Markierungsprotokoll
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3. Kenntnisstand der Literatur

3.1. Arten ionisierender Strahlung

Alpha-Zerfall

o — Zerfall : X =474y 44 He*t

Beim Alpha-Zerfall werden 3He-Kerne (oder auch a-Teilchen) emittiert. Dabei
nimmt die Nukleonenzahl um 4 und die Kernladungszahl um 2 ab. Er fiihrt zu einer
chemischen Elementumwandlung. Bei leichteren g,g-Nukliden erfolgt der Alpha-
Zerfall direkt zum Grundzustand, sodass hier eine einzige diskrete Energie emit-
tiert wird. Es kann aber auch nach Aussendung eines Alpha-Teilchens zum Uber-
gang in angeregte Zustande fithren, wobei hier mehrere diskrete a-Energien und
daneben auch Gamma-Quanten beobachtet werden konnen. Aufgrund des Im-
pulserhaltungssatzes ldsst sich die Riickstoenergie des Tochterkerns folgendermafien
berechnen:

m
ER:EQ-—O‘
mg

Die Riickstoflenergie des Tochterkerns liegt bei Ex ~ 0.1 MeV, was einer Reichweite

von wenigen Millimetern in Luft entspricht. Alpha-Teilchen haben eine hohe Energie
(4 - 9 MeV), aber nur eine kurze Reichweite (< 100 pm) im menschlichen Gewebe.

C@

o-Strahlung

Abbildung 3.1.: a-Zerfall: Emission eines jHe-Kerns

Beta-Zerfall

B~ —Zerfall: %7 =53, Y + B8 +7
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BT —Zerfall: %7 =4 | Y + 3T +v

Der Beta-Zerfall beschreibt die radioaktive Umwandlung unter Emission eines Be-
tateilchens. Beim Betazerfall ist die Massenzahl des Ausgangsnuklids und des neu
entstandenen Nuklids gleich und die Ordnungszahl dndert sich um eine Einheit.
Beim [ -Zerfall wandelt sich im Kern ein Neutron in ein Proton um, wihrend beim
[Bt-Zerfall und beim Elektroneneinfang ein Proton in ein Neutron iibergeht. Die
emittierten Beta-Teilchen besitzen ein Energiespektrum. Beim Durchgang durch
Materie verlieren die Beta-Teilchen kinetische Energie bis sie vollstandig abgebremst
werden.

haufigste
Energie
1

100 S~
% //

60

40
\ maximale

20 N Energie
N

0
0 02 04 06 08 10 12 14 16 1.8

relative Haufigkeit

Energie in MeV

Abbildung 3.2.: Energieverteilung beim [~ -Zerfall

BT-Strahler konnen zur Diagnostik mittels Positronen-Emissions-Tomographie angewen-
det werden. Beim Aufeinandertreffen eines Positrons und eines Elektrons kommt es
zur Annihilation. Die Masse beider Teilchen wird in Energie umgewandelt und es
werden in einem Winkel von 180° zwei Gamma-Quanten mit einer Energie von 0.511
MeV ausgesendet, die zur Diagnostik herangezogen werden kénnen.

> Ey,= Ev,= 511 keV

5]

180°

p*-Teilchen 4 _
(Positron) o —>
)

Targetatom

Abbildung 3.3.: Beim Aufeinandertreffen eines Positrons und eines Elektrons
kommt es zur Annihilation
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3.1 Arten ionisierender Strahlung

Auger-Elektronen Wird die Energiedifferenz AE=E,-E; =E, zweier Kernzustande
nicht als Gamma-Quant emittiert, so kann die Energie auch als kinetische Energie
auf ein Hillelektron iibertragen werden, welches den Kern anschliefend mit einer
diskreten Energie E.- = AE - Eg - ER verlédsst, wobei Er die Riickstoflenergie des
Tochterkerns und Ep die Bindungsenergie des Elektrons in der betreffenden Schale
ist. Die bei diesem Vorgang emittierten monoenergetischen Elektronen nennt man
Konversionselektronen. Die Wechselwirkung findet dabei primar mit Elektronen der
K-Schale statt, da der Abstand Atomkern-Elektronenschale fiir Elektronen der K-
Schale geringer ist und ihre Aufenthaltswahrscheinlichkeit im Kern grofler ist als fiir
Elektronen anderer Schalen. Alle Elektronen besitzen die gleiche Energie. Nach Ab-
spaltung der Konversionselektronen entsteht wie beim Elektroneneinfang in der be-
treffenden Schale ein Loch, das durch weiter auflen liegende Elektronen wieder aufge-
fullt wird. Die dabei emittierte charakteristische Rontgenstrahlung kann ebenfalls
konvertiert werden, d.h., dass anstelle der Rontgenstrahlung Elektronen der &ufleren
Schalen abgespalten werden. Die dabei emittierten monoenergetischen Elektronen
werden Auger-Elektronen genannt.

14,4 keV 7-Quanten

J Konversionselektron
7.3 keV

\ 90/ Auger-Elektron

/ B 53/ 5,6 keV
/ ‘\\ \

mol/
14,4 9
keV 6.4 ’fr"‘f\f"— 1 keV Réntgenstrahlung

\_{Rgmgen \ 27
strahlung
L

6.4 keV F{antgerstraHung

Abbildung 3.4.: Bildung von Augerelektronen

Gamma-Zerfall Beim Gamma-Zerfall findet keine Kernumwandlung statt, son-
dern es handelt sich um den Ubergang von angeregten bzw. isomeren Kernzustéin-
den in energetisch tiefer liegende Zustéinde des Kerns. Meist ist der Gamma-Zerfall
eine Folge vorangegangener anderer Zerfille, die zunéchst in angeregten Zustanden
der Tochternuklide enden. Angeregte Zustinde sind meist sehr kurzlebig mit einer
Halbwertszeit < 10~'*s. Kernisomere kénnen jedoch deutlich langlebiger sein und
sind fir die Nuklearmedizin von wichtiger Bedeutung, denn sie konnen zur Diagnos-
tik als Single-Photon-Emissionscomputertomographie (SPECT) verwendet werden
(z.B. ¥™Tc).
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3.2. Chemie des Urans

Die Elektronenkonfiguration des Urans lautet 526d'7s2. Die Abbildung 3.5 zeigt die
bevorzugten Oxidationszustéinde der Actiniden.|9]

P ;
&
&
; PPN N
‘+? ; y %*séa
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Abbildung 3.5.: Oxidationszustéinde der Actiniden [9]

Demnach bevorzugt Uran die Oxidationszustiande +IV und +VI. In sauerstofthalti-
gen Losungen liegt Uran hexavalent vor. Es wird das hexavalente Dioxo-Kation mit
linearer Struktur [O=U=0]** gebildet, das sogenannte Uranyl-Kation. Waéssrige
Losungen, die U(IV) enthalten sind stabil bei Abwesenheit von Oxidationsmitteln.
Wassrige Losungen, die U(III) enthalten, werden schnell unter Entwicklung von
H, oxidiert. Die relative Stabilitdt der verschiedenen Oxidationszustdnde ist stark
abhangig vom pH Wert, vom Redoxpotential und von der Anwesenheit komplex-
ierender Liganden.[10]
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Abbildung 3.6.: Wissrige Losung von U(III), U(IV) und U(VI) Triflaten bei
Tages- und Neonlicht (links); UV/Vis/NIR Absorptionsspektren von 64 mM
U(III), U(IV) und U(VI) Losungen (rechts) [11]

3.2.1. Speziation von Uran im Blutserum

| Spezies | Konzentration
Na™ | 9.0 -10~%*mol/L
Ca?* | 2.5:1073 mol/L
K* 4.9-10"*mol /L
Mg?* | 5.6-10"*mol/L
Fe?* | 3.0-10~°mol/L

Cr 9.0 -10~*mol /L
CO3% | 2.5-107?mol/L
PO;~ | 1.1-107 mol/L
Citrat | 1.6 -10~*mol /L
HSA | 6.3-107* mol/L
HSTF | 3.7-107° mol/L
Tabelle 3.1.: Konzentrationsangaben einiger Spezies im Blutserum [12]

In Tabelle 3.1 sind Konzentrationsangaben einiger wichtiger Spezies im Blutserum
aufgefithrt. Die Speziesverteilung von U(VI) im Blutserum bei einem pH von 7.4
wurde in der Literatur bereits untersucht und diskutiert. [13] Die Komplexierung mit
Carbonationen und Serumproteinen dominiert. 65% des U(VI) wird mit zwei (1%)
bzw. drei (64%) CO3*-Liganden komplexiert. Das restliche U(VI) wird durch die
Serumproteine Human Serum Albumin (HSA) (28%) und Human Serum Transferrin
(HSTF) (7%) gebunden. Die Berechnungen zeigen, dass die Bindung von U(VI)
zum HSA dominant gegeniiber der Bindung von U(VI) zum HSTF ist, obwohl beide
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Proteine eine dhnliche Bindungsstéirke aufweisen, die Konzentration von HSA jedoch
um eine Gréflenordnung héher ist. Calcium spielt bei der Speziation von U(VI) im
Blutserum eine wichtige Rolle, da die Bildung des Di-calcium-tri-carbonato-uranyl-
Komplexes mit einer Stabilitatskonstante von log K = 30.55 stark dominiert. Bei
Abwesenheit von Calcium wiirde zu 70% eine Komplexierung des U(VI) durch die
Serumproteine erfolgen.[14]

Anhand der vorhandenen Daten kann die Stabilitat von potentiellen U(VI)-Chelat-
Komplexen unter den Bedingungen des Blutserums vorhergesagt werden. Damit
lassen sich erfolgversprechende Liganden auswéhlen, die eine ausreichend hohe Sta-
bilitat in vivo und in vitro aufweisen. Unter der vereinfachten Annahme, dass 1 mg
eines mit 2*°U markierten Antikorpers injiziert wird und ein Chelatligand pro An-
tikorper gebunden ist, resultiert eine Konzentration des Chelatliganden im Blut in
einer GroBenordnung von 10 M. Unter Beriicksichtigung der Stabiliftskonstanten
und der Konzentration der konkurrierenden Liganden Carbonat, HSA und HSTF
zeigen Modellberechnungen, dass ein geeigneter Chelatligand eine Stabilitatskon-
stante von 10 M! beim physiologischen pH-Wert aufweisen miisste, damit >90%
des U(VI) bei eingestelltem Gleichgewicht chelatgebunden verbleibt. Es koénnten
jedoch auch Chelatliganden mit einer niedrigeren Stabilitdtskonstante niitzlich sein,
wenn sie zusatzlich {iber eine ausreichende kinetische Stabilitit verfiigen und somit
eine Dissoziation des Liganden vom U(VI) langsam genug relativ zur Halbwertszeit
des Radionuklids erfolgt. Idealerweise sollte also der geeignete Chelatligand mit dem
U(VI) einen Komplex von hoherer Stabilitat bilden als mit konkurrierenden Ligan-
den, die unter physiologischen Bedingungen vorliegen, wie Carbonat, Phosphat oder
Proteine.[13] Um das Potential der Liganden einzuschétzen, ist es notwenidig eine
komplette thermodynamische Beschreibung der Wechselwirkungen von U(VI) mit
konkurrierenden Liganden unter den physiologischen Bedingen durchzufiithren. Eine
quantitative Speziation von U(VI) unter physiologischen Bedingungen ist von un-
abdingbarer Relevanz, um toxische Effekte von U(VI) zu verstehen und geeignete
Reagenzien zur Dekorporierung zu entwickeln.

Modelle fiir die Bindung zwischen U(VI) und Proteinen Es gibt mehrere Mod-
elle um die Wechselwirkung zwischen U(VI) und den Proteinen zu beschreiben.
Das einfachste Modell beschreibt die Wechselwirkung zwischen Metall und Pro-
tein als globale Reaktion, ohne die Moglichkeit, dass es zu Wechselwirkungen ver-
schiedener Bindungsstellen unterschiedlicher Affinitdten kommen kann. Auch wer-
den bei diesem einfachen Modell die Speziation von U(VI) in wéissrigen Losungen und
somit die Konkurrenzreaktion mit niedermolekularen Liganden nicht berticksichtigt.
Gleichgewichtskonstanten, die nach einem solch vereinfachten Modell berechnet wur-
den, koénnen nur auf solche Systeme angewendet werden, in denen die gleichen ex-
perimentellen Bedingungen herrschen. Ein solches Modell nutzten Scapolan et al
um die Bindung von U(VI) mit HSTF zu beschreiben [15]:

2U + HSTF = UyHSTF (3.1)
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Die hieraus erhaltene Bindungskonstante kann nicht auf die Bedingungen, welche
im Blutserum herrschen angewendet werden, da in den experimentellen Bedingun-
gen eine niedrigere Carbonatkonzentration verwendet wurde als in vivo vorliegend.
Chevari und Likhner benutzten ein solch vereinfachtes Modell zur Beschreibung
einer 1:1 Bindungsbildung bei pH 6 zwischen U(VI) und HSA.[16] Auch die hier
erhaltene Bindungskonstante kann nicht auf das System im Blutserum angewendet
werden.

Ein komplexeres Modell berticksichtigt zusatzlich die Metallspeziation und die
Méglichkeit mehrerer Bindungsstellen (n) am Protein.

U + Protein(n) = U — Protein(n) (3.2)

Auch hier bleibt die Beschreibung des Systems jedoch noch unvollstindig, da die
beteiligten funktionellen Gruppen nicht differenziert werden. Unter der Annahme,
dass der pH Wert und die Ionenstarke konstant gehalten werden, kann anhand
dieses Modells das Verhalten von einem Metall in verschiedenen Medien vorhergesagt
werden.

Erst wenn ein Modell verwendet wird, bei dem Reaktionen auf molekularer Ebene
nach dem Prinzip des Massenwirkungsgesetzes betrachtet werden, konnen thermo-
dynamische Informationen erhalten werden.

Beschreibung der Wechselwirkung von U(VI) mit HSTF HSTF ist ein eisen-
bindendes einstrangiges Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 79570 Da.
Die Konzentration im Blut liegt bei 2.5 g/L, davon sind 30 % mit Eisen abgesattigt.

HSTF besitzt zwei leicht unterschiedliche Bindungsstellen (HSTF=; S und HSTF=,
S), wobei beide Bindungsstellen jeweils mit einer Tyrosingruppe mit U(VI) in Wech-
selwirkung treten konnen. Diese Bindungsstellen reagieren in Wasser sauer:

HSTF =12 SHQ -+ HQO = HSTF =1,2 SH™ + H30+ (33)

HSTF =5, SH™ + H,O =2 HSTF =, S* + H;0" (3.4)

Der pK,-Wert fiir den Tyrl188-Rest betrdgt 7.2 fiir die Ionenstirke 0. Fiir die an-
dere Bindungsstelle, den Tyrosinrest Tyr95, ist kein pK,-Wert bekannt und ein
“normaler” Wert fiir Tyrosin (10.2 fiir die Ionenstéirke 0) wird fiir diese Gruppe
angenommen. Unter der Annahme, dass in einem carbonatfreien Medium die reak-
tive Spezies UOZ" ist, d.h. dass sich keine terniren Komplexe mit OH~, Cl-oder
NOj3 bilden, kann die Reaktion folgendermaflen beschrieben werden:

HSTF =5, S* +UO;" 2 HSTF =, SUO, (3.5)
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In der Gegenwart von Carbonat wird die Bildung eines ternéren Komplexes angenom-
men:

HSTF =1, S+ UO3" +n(CO3") = HSTF =5 SUO5(CO3);,*"  (3.6)

Metallbindungen mit HSA sind kompliziert und werden von multiplen Bindungsstellen
charakterisiert, deren Affinitdt und Bindungskapazitéit variieren. Aus diesem Grund
kann ein mikroskopisches Modell nicht angewendet werden. Um die Wechselwirkung
von U(VI) mit HSA zu beschreiben, nahmen Chevari und Likhner einen Austausch-
prozess zwischen Ca(II) und U(VI) vor. 70% des im Blutserum vorhandenen Ca(II)
wird von Liganden mit niedrigem Molekulargewicht komplexiert. Die restlichen 30%
sind an Proteine gebunden. Es kann angenommen werden, dass der Hauptteil des
proteingebundenen Ca(Il) an HSA gebunden ist. Die Wechselwirkung von Ca(II)
mit HSTF kann vernachlassigt werden.

Beschreibung der Wechselwirkung von U(VI) mit HSA HSA hat im Blutserum
mit 30-50 g/L von allen Proteinen die grofite Konzentration und macht somit die
Hilfte aller Serumproteine aus. Die Wechelwirkung von HSA mit U(VI) wurde schon
1948 von Guzman Barron et al. mittels Ultrafiltration untersucht. Die Autoren
berichteten von der Reversibilitat der U(VI)-Protein Bindung und dem Einfluss von
Carbonat und Citrat als konkurrierende Liganden.[17]

Ein Modell zur Beschreibung der Wechselwirkung zwischen U(VI) und Ca(Il) um

HSA geht nur von einer starken Bindungsstelle fiir beide Metalle aus.

HSA=S+Ca®" = HSA = SCa*" (3.7)

HSA=S+UO3 +n(COz?%) = HSA = SUOy(COs)>?" (3.8)
Die Bildung des ternéren Komplexes von U(VI) mit HSA und Carbonat muss unter
physiologischen Bedingungen in Betracht gezogen werden.

TRFLS Experimente, welche in Abwesenheit von Carbonat durchgefithrt worden
waren, zeigten, dass bei einem vierfachen Uberschuss von HSTF gegeniiber U(VI)
76% des U(VI) an das HSTF gebunden sind. Die so ermittelten Stabilitédtskonstan-
ten fir Gleichung

HSTF =1, 5* +UO3" 2 HSTF =, SUO,

betragen log K = 12.4 und log K = 11.4 fiir die Bindungsstellen mit der hohen
Affinitdt und mit der niedrigen Affinitat bei einer Ionenstarke von Null.

Die experimentellen Daten, welche in Anwesenheit von Carbonat erhalten wurden,
zeigten, dass der Anteil an U(VI), welcher an HSTF gebunden ist, mit steigender
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Carbonatkonzentration zunimmt, was auf die Bildung eines terndren Komplexes
hinweist, wobei Carbonat, wie in der Gleichung

HSTF =1, S+ UO3" +n(CO37) = HSTF =5 SUOy(CO3);,*"

die Rolle eines synergistischen Anions iibernimmt. Bei hoheren Carbonatkonzen-
trationen nimmt der an HSTF gebundene Anteil an U(VI) jedoch wieder ab, was
mit der Konkurrenz von Carbonat und HSTF um U(VI) erklart werden kann. Die
experimentell erhaltenen Daten kénnen gut mit den Stabilitdtskonstanten von log
K = 20.8 und log K = 19.8 bei der Ionenstarke Null an der Bindungsstelle mit
der hohen und der niedrigen Affinitit fiir den ternaren Komplex beschrieben wer-
den. Im Blutserum ist der terniare Komplex die dominierende Spezies, der binére
U(VI)-HSTF Komplex wird nicht gebildet.

3.2.2. Eigenschaften von 23U

| Radionuklid | Halbwertszeit | Zerfallskette | E in MeV | E in keV (EW) |

20 202 d o (1) 5.3 72 (0.6)
26T, 30.7 min a (1) 6.3 111 (3.3)
*22Ra 33.6 s a (1) 6.6 324 (2.8)
2I5Rn 33.75 ms a (1) 7.1 609
24pg 164.2 ps a (1) 7.7 800

Tabelle 3.2.: Eigenschaften der Zerfallskette: 22°Th hat mit 3.3% eine hohere Em-
missionswahrscheinlichkeit (EW) fiir Gammastrahlung und wird deshalb zur Mes-
sung der Aktivitdt verwendet.[18]

Der Alphastrahler U (T, = 20.2 Tage) ist ein vielversprechendes Therapienuk-
lid fiir die Anwendung in der TAT. Es zerféllt in einer Kaskade und emittiert dabei
fiinf Alphateilchen, die mit einer Gesamtenergie von 34.2 MeV eine hohe zytotoxis-
che Wirkung haben. Man kann #°U direkt als TAT Nuklid applizieren, oder auch
das kiirzerlebige **Th (T2 = 31 min) nach Abtrennung von seinem Mutternuklid
mit Hilfe eines Radionuklidgenerators. Alle weiteren Alphateilchen emittierenden
Tochternuklide sind sehr kurzlebig. Die ganze Zerfallsreihe emittiert keine hoch-
energetischen Gammastrahlen, die eine besondere Abschirmung erfordern, dagegen
emittieren sie jedoch niederenergetische Gammastrahlen, die zur Diagnostik und
zur Visualisierung der Bioverteilung des Radionuklids im Kérper verwendet werden
kénnen. Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeiten der Tochternuklide von 22¢Th
ist die Wahrscheinlichkeit ihrer Dislokation von den addressierten Zellen minimiert.
Somit wird auch die Toxizitdt der unspezifischen Strahlung auf gesundes Gewebe
begrenzt.[19]
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Abbildung 3.7.: Zefallskette von U [18]

1948 wurde die Halbwertszeit von Studier et al mit einer Zahlkammer iiber einen
Zeitraum von 140 Tagen gemessen und auf 20.8 Tage bestimmt. Die Zerfallskon-
stante wurde anhand eines einzigen Experimentes bestimmt und es wurde keine
Unsicherheit angegeben. Pommé et al veroffentlichten 2012 eine korrigierte Halbw-

ertszeit von 20.2 Tagen.[20]

3.2.3. Herstellung von

230U

Zur Herstellung von U kénnen verschiedene Methoden angewendet werden. Die
vier folgenden Kernreaktionen sind mit einem Zyklotron umsetzbar.

231PCL(d, 3n)230U

231Pa(p, 2n)230U

2?’OTh(:SH'e, 3n)230U
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3.2 Chemie des Urans

2271 (p,3n) 30 P, L5 230y (3.12)

Die beiden Prozesse in Gleichung 3.9 und Gleichung 3.10, die auf der Bestrahlung
von 2*'Pa basieren, erlauben eine direkte Herstellung von 23°U. Von Morgenstern
et al. wurden die Anregungsfunktionen fir diese Kernreaktionen bestimmt. Dabei
wird der Wirkungsquerschnitt in Abhéangigkeit von der eingestrahlten Energie aufge-
tragen. Im Falle der Kernreaktion, welche in Gleichung 3.9 dargestellt ist, besitzt
diese ein Maximum von 27.8 + 3.4 mb bei einer Deuteronenenergie von 17.9 £ 0.2
MeV.[21] Dieses Maximum ist etwas kleiner als das Maximum der Anregungsfunk-
tion, welche fiir die Kernreaktion der Gleichung 3.10 gefunden wurde und einen max-
imalen Wirkungsquerschnitt von 33.2 4+ 5.3 mb bei einer Protonenenergie von 14.6
+ 0.2 MeV aufweist.[22] Eine weitere direkte Produktionsroute ist die Bestrahlung
von 230Th, welches aus der Zerfallsreihe von natiirlichem Uran isoliert werden kann,
mit *He-Kernen.[23] Der maximale Wirkungsquerschnitt der Anregungsfunktion fiir
diese Kernreaktion (Gleichung 3.11) liegt bei 3.45 £0.56 mb bei einer Energie von
26.5+0.2 MeV.

Den grofiten Wirkungsquerschnitt weist die Route, welche auf der Protonenbe-
strahlung von natiirlichem Thorium beruht, auf, mit 353 + 14.5 mb bei einer Pro-
tonenenergie von 19.9 4+ 0.3 MeV.[19] Durch Anwendung dieser Route wird 2*°U tiber
das Intermediat 2*°Pa indirekt hergestellt. 23°U kann anschlieBend als Tochternuklid
als Folge eines Betazerfalls (Zerfallswahrscheinlichkeit: 8.4 %) aus dem bestrahlten
Target nach Ende der Bestrahlungszeit tragerfrei isoliert werden. Die maximale Ak-
tivitat an 2°U kann 28 Tage nach Bestrahlungsende trigerfrei isoliert werden und
entspricht 2.82 % der urspriinglich produzierten Aktivitit des 2°Pa. Der Prozess,
der auf der Protonenbestrahlung von natiirlichem #*2Th basiert, erscheint wegen der
hohen Produktionsausbeuten und der einfachen Handhabung des natiirlichen 232Th
als Targetmaterial am giinstigsten.
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Abbildung 3.8.: Anregungsfunktionen fiir die Reaktionen ?*Th(p,3n)?*°Pa (links)
und #°Th(*He,3n)?3°U (rechts)[19]
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Abbildung 3.9.: Anregungsfunktionen fiir die Kernreaktionen 23'Pa(p,2n)?*°U
(links), #'Pa(d,3n)?*°U (rechts)[22]
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Abbildung 3.10.: Vergleich der Ausbeuten der dicken Targets der un-

terschiedlichen Kernreaktionen:  232Th(p,3n)?*° Pa Z, 20U (Kreise)
und ?*°Th(*He,3n)*U (Quadrate) 23!'Pa(p,2n)*°U (Dreiecke), 23'Pa(d,3n)*U
(Kreuze)

Die Produktion via der Kernreaktionen 3.10 und 3.12 zeigen vergleichbare Aus-
beuten. Ein grofier Vorteil der Kernreaktion #*Th(p,3n)*%Pa ist jedoch die ein-
fachere Herstellung und Handhabung des Target aus natiirlichem Thorium.

3.3. Eigenschaften von ***Ac

Die Elektronenkonfiguration des Actinium lautet 6d'7s®. Die chemischen Eigen-
schaften sind dhnlich mit den Eigenschaften der seltenen Erden und des Lanthans.

225 Ac ist ein reiner Alphastrahler und zerfallt mit einer Halbwertszeit von 9.9 Tagen.
In seiner Zerfallskette produziert es drei weitere Alphateilchen emittierende Tochter-
nuklide. Kumulativ wird eine Energie von 27.7 MeV frei.
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| Radionuklid | Halbwertszeit | Zerfallskette | E in MeV | E, in keV (EW) |

e 9.92 d a(l) 5.8 99.8 (1.7)
PRy 1.806 min a(l) 6.4 218 (11.6)
2MTA 32.8 ws (1) 71 261
255 15.62 min | /3 (0.98) 143 140 (26.1)
213Pg 3.708 s a(1) 8.4 779
209p1, 3323 L ) 0.64 -

Tabelle 3.3.: Eigenschaften der Zerfallskette von ?*5Ac [5]

3.4. Der Chelatligand DCP

2,9-Dicarboxy-1,10-phenanthrolin (DCP) besitzt ein auf Phenanthrolin basierendes
aromatisches Grundgeriist mit zwei Carboxylgruppen an den Positionen 2 und 9.
Mit pKy; = 4.75 und pK,, = 2.53 konnen die beiden Carboxyleinheiten leicht zu den
entsprechenden Carboxylaten deprotoniert werden. DCP hat wegen der Starrheit
des aromatischen Grundgeriists einen hohen Grad der Praorganisation, was zu be-
merkenswert hohen Komplexbildungskonstanten fithrt. DCP hat eine hohe Affinitat
fiir Metall-Tonen mit einem Tonenradius von ca 1.0 A. Dies kann anhand der starren
Liicke von DCP erklart werden, die flinfgliedrige Chelatringe bildet, welche grofe
Metall-Ionen bevorzugen.[1]

3.4.1. Komplexierung von U(VI) mit DCP

Die Herstellung eines UO,-DCP Komplexes wurde von Dean et al. mittels eines
Hydrothermalverfahrens versucht, was zur Bildung eines Polymers fiihrte.[1] Die
Struktur des Polymers ist in Abbildung3.11 gezeigt. Die Herstellung eines UO,-
DCP Monomers ist in der Literatur bisher nicht beschrieben.

Der DCP-Ligand ist planar und U(VI) liegt in der Ebene des Liganden. Die Struk-
tur des Polymers besteht aus einem zentralen U(VI)-Atom, welches an zwei sym-
metriedquivalente Sauerstoffatome (O1, O1’) gebunden ist. Der Uran-Sauerstoff-
Abstand betrigt im Kristall 1.767 A und der eingeschlossene Winkel betréigt 176.4°.
Ein DCP-Anion bindet das Uranyl-Kation in einer vierzdhnigen Form, einerseits
durch die beiden Stickstoff-Atome (N1, N2) mit einer Bindungslinge von 2.558 A
und andererseits durch die beiden Sauerstoff-Atome der Carboxylatreste (02, O4)
mit einer Bindungslinge von 2.351 A. Ein zusitzliches Sauerstoff-Atom (03’) eines
weiteren DCP-Anions ist an das Uranyl-Kation mit einer Bindungslinge von 2.345 A
gebunden und vervollstandigt so die pentagonale Bipyramide. Diese verbriickenden
Carboxylatgruppen fiithren in der Struktur zu einem eindimensionalem Strang.
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Abbildung 3.11.: Struktur des U(VI)-DCP-Polymers, (a) Das O3’ Atom ist ein
verbriickendes Carboxylatsauerstoffatom eines weiteren benachbarten UO2-DCP-
Komplexes, (b) die Polyeder stellen die pentagonalen Bipyramiden, die schwarzen
Linien die DCP-Liganden dar|[1]

3.4.2. Das Derivat DCP-NCS

Ein sehr wichtiges Derivat des DCP ist das 5-Isothiocyanato-2,9-dicarboxy-1,10-
phenanthrolin. Die NCS-Gruppe am Liganden reagiert mit einer Aminogruppe am
Antikorper unter Bildung eines Thioharnstoffs. Isothiocynate sind méfBig reaktiv,
aber ziemlich stabil in Wasser und in den meisten Losungsmitteln.[24]

Abbildung 3.12.: Bindungsbildung einer NCS-Gruppe mit einer Amingruppe
unter Ausbildung einer Thioharnstoffgruppe

Die Herstellung von DCP-NCS wurde von Blake et al. beschrieben.[25] Das unfunk-
tionalisierte 2,9-Dimethyl-1,10-phenanthrolin (Bathocuproin) wird mit Hilfe von
HNO3/H3SO, nitriert und es kommt zu einer Einfithrung einer Nitrogruppe am
mittleren Phenylring. Die allylischen Methylgruppen des 5-Nitro-2,9-dimethyl-1,10-
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3.4 Der Chelatligand DCP

phenanthrolins konnen anschliefend mit Selendioxid zum Aldehyd oxidiert werden
(Riley-Oxidation). Der Dialdehyd kann anschliefend mit 80% HNOj zur Dicarbon-
sdure oxidiert werden. Zur Umfunktionalisierung der Nitrogruppe zur Isothiocynat-
gruppe wird diese zunichst mit Wasserstoff und Pd/C zur Aminogruppe reduziert
und anschliefend mit Thiophosgen umgesetzt.

NO, NO,
= =2 RS
= HNO, /H,50, Sed,
N 4 e
! E—— N —_— N*"™“CHO
== ~N N
CHO

B0% HNOSl

NCS NO,
R N
1. H,, PdfC
NP NcooH=— NZ ™CcoOH
2. cscl,
=N N
COOH COOH

Abbildung 3.13.: Funktionalisierung des DCP mit einer NCS-Gruppe [25]

3.4.3. Das Derivat BCPDA

Abbildung 3.14.: Strukturformel von BCPDA

4,7-Bis(chlorosulfophenyl)-1,10-phenanthrolin-2,9-dicarboxylsaure (BCPDA) wurde
urspriinglich als fluoreszierender Chelat fiir Europium entwickelt um Proteine zu
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markieren und diese mit zeitaufgeloster Fluorometrie zu untersuchen.[26] Europium-
Komplexe erwiesen sich als geeignete Marker in Immunoassays. Drei Eigenschaften
machten sie besonders interessant:

« Sie haben eine starke Stoke-Shift Verschiebung.

« Die Emissionsspektren bestehen aus sehr engen Linien, welche fiir die Emission
von Metallionen sehr charakteristisch sind

o Thre Fluoroszenz ist sehr langlebig. Dies resultiert daraus, da die Anregungsstrahlung
vom Liganden absorbiert wird und diese durch Energietransferprozesse zum
Europium transferiert wird, sodass es zu einer Europiumemission kommt.

Diese Charakteristika konnen zur Konstruktion analytischer Systeme wegen ihrer ho-
hen Sensitivitat herangezogen werden. Furopium wurde beziiglich seiner Fahigkeit
Biomolekiile, insbesondere Antikérper fiir Immunoassays, zu markieren, untersucht.
Hierfiir war es notwendig einen geeigneten Chelaten zu finden, welcher die folgenden
Eigenschaften erfillt:

o Der Chelat sollte einen stabilen Komplex mit Europium bilden.

o Der Chelat sollte einen hohen Extinktionskoeffizienten an der Anregungswellen-
lange aufweisen, sodass der Komplex stark fluoresziert.

o Der Chelat sollte eine Struktur aufweisen, sodass er gut durch eine kovalente
Bindung an ein Protein gebunden werden kann.

Aufgrund der funktionalisierten Phenylringe besitzt BCPDA fiir die vorliegende Ar-
beit grundlegende Eigenschaften.

e Der Ligand besitzt aufgrund der Sulfonséurechloride eine stark verbesserte
Loslichkeit im Vergleich zum nicht funktionalisierten Liganden DCP.

« Die Sulfonsdurechloride konnen mit Aminen (von z.B. Antikérpern) unter Aus-
bildung von Sulfonsdureamiden Bindungen bilden. Somit kann er als bifunk-
tioneller Chelatligand fungieren, indem er zum einen U(VI) in stabiler Weise
komplexiert und zum anderen an ein geeignetes Tragermolekiil wie z.B einen
Antikorper gekniipft werden kann.

RlSOQCl + RQNHQ — R1502 — NHR+ HCI

Sulfonsdurechloride sind hochreaktiv, aber auch recht instabil in Wasser, insbeson-
dere bei hoheren pH-Werten, welche fiir die Reaktion mit Aminen notwendig sind.
Deshalb werden die Konjugationen am Besten bei niedrigen Temperaturen duchge-
fihrt. Hat die Konjugation stattgefunden, dann sind die gebildeten Sulfonamide
sehr stabil.

Herstellung von DPDCP/BCPDA Ein Gemisch aus Bathocuproin, N-Succinimmid,
Benzoylperoxid in Tetrachlormethan wird 6 h unter Riickfluss erhitzt. Das abgekiihlte
Gemisch wird filtriert um das Succinimmid zu entfernen. Unter Vakuum wird das
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Losungsmittel entfernt. Der Riickstand wird in Chloroform gelost. Die organische
Phase wird mit geséttigter NayCOj3-Losung gewaschen und tiber MgSO, getrock-
net. Das Produkt wird mit konzentrierter H,SO, fiir 2h im Olbad auf 80 °C er-
hitzt. Das Gemisch wird anschlieBend im Eisbad heruntergekiihlt und Wasser wird
hinzu gegeben. Es wird eine weitere Stunde auf 80 °C erhitzt. Das Reaktions-
gemisch wird anschlieend vorsichtig auf Eiswasser gegeben, daraufin fallt das Pro-
dukt aus. Gelbes Pulver wird nach Vakuumfiltration isoliert. Das Dinatriumsalz
wird hergestellt indem der Diemthylether in 1 M NaOH und MeOH bei 60 °C fiir 3h
geriithrt wird. Der unlésliche weifie Feststoff (DPDCP) wird mittels Vakuumfiltration
isoliert. Die reine Saure wird aus dem Salz hergestellt, indem dieses fiir 3d in 2 M
HCI gertihrt wird. Schliellich wird portionsweise Chlorosulforylsaure hinzugegeben
und 4h bei 80°C erhitzt und anschlieBend vorsichtig in Eiswasser gegeben.[26]

‘ O A~ -CCl @ COOH

= Z
L |
NCS, BPO N 50, (onz), N
—_— — DPDCP
N Cql,, & N 80 °C, 2h N
' |
x
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2 H,0 (is)

3. 80°C, 1h

Abbildung 3.15.: Herstellung von BCPDA ausgehend von Bathocuproin [26]

3.5. Der Chelatligand DOTA

1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure (DOTA) ist ein zyklischer

achtzahniger Chelatkomplex mit 4 Carboxylsdureeinheiten. Diese Carboxylgruppen
sind harte Donoren, die Metallionen in hohen Oxidationsstufen nach dam HSAB-
Prinzip binden. DOTA ist somit ein geeigneter Komplexbildner fiir zwei- oder drei-
wertige Metallionen. Es hat eine starre, priaorganisierte und zyklische Struktur und
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weist somit eine stirkere Selektivitit gegeniiber Metallionen geeigneter Grofle auf
als sein azyklisches Analogon.

T(ji\ A~

N N
HO I: ] OH
N N
0 |-
HO™ =p

Abbildung 3.16.: Strukturformel von DOTA

3.5.1. Das Derivat DOTA-NCS

2-(p-Isothiocyanatobenzyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure

(DOTA-NCS) ist ein bifunktionalisiertes Derivat von DOTA, welches mit Hilfe der
NCS-Gruppe unter Erhaltung aller vier Carboxyleinheiten zur Metallkomplexierung
an einen Antikorper gebunden werden kann. Die Bindungsbildung der NCS-Gruppe
des Chelaten und einer Aminogruppe am Antikérper unter Ausbildung einer Thio-
harnstoffgruppe verlduft analog zur Kniipfung von DCP-NCS an einen Antikérper

(siche Kapitel 3.4.2).
OTOH
0
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HO N N] OH
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Abbildung 3.17.: Strukturformel von DOTA-NCS

3.6. Monoklonale Antikorper

Radiomarkierte monoklonale Antikérper (mAb) werden fir die Behandlung von
Krebs in vielen klinischen Laboratorien entwickelt. Die Entwicklung eines solchen ra-
diomarkierten Antikérpers beinhaltet zunachst die Konjugation eines bifunktionellen
Liganden an einen Antikérper und anschlieBend die Radiomarkierung, also die Markierung
des Konjugats mit einem Radiometall. Um ein optimales und reproduzierbares Ver-
halten der radiomarkierten monoklonalen Antikorper fiir die klinischen Studien zu
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erhalten, ist es notwendig den Zusammenhang zwischen “Zieleffizienz” und Anzahl
der Liganden pro Antikorper zu verstehen.

Sowohl die Radiomarkierung als auch die Immunoreaktivitit eines Antikérpers kann
aufgrund seiner Modifikation negativ beeinflusst werden. Da es durch Konjuga-
tion mit Liganden zu drastischen negativen Auswirkungen kommen kann, ist es
notwendig die Bedingungen so geschickt zu wéahlen, dass die Effizienz des Antikor-
pers erhalten bleibt.

Die Konjugation mit nur wenigen Liganden mit einem geringen Molekulargewicht im
Vergleich zum Antikorper erfordert eine einfache, aber akkurate und reproduzierbare
Methode zur Untersuchung des Verhéltnisses von Ligand zu Antikorper.
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4. Materialien

4.1. Radionuklide

4.1.1. Das Radionuklid 23°U

230U wurde mittels Protonenbestrahlung von natiirlichem ?*2Th via der Gleichung
22T h(p, 3n)*YPa hergestellt. Die Bestrahlung wurde am Zyklotron des Instituts
fiir Gesundheit und Verbraucherschutz (IHCP) in Ispra (Italien) durchgefiihrt.

Abbildung 4.1.: Target und Targethalter vor der Bestrahlung (links) und nach der
Bestrahlung (mitte und rechts)

Das bestrahlte 22 Th-Target wurde in konz. HCI gelést und unter Riickfluss erhitzt.
Das leicht fliichtige lod, welches als Spaltprodukt ebenfalls im Target vorlag, konnte
auf diese Weise abgetrennt werden. Schwerlosliche Oxide, wie z.B. ThOy blieben
als Partikel in Losung und wurden mit Hilfe von konz. HNOj; und wenig HF in
Losung gebracht. Da Nitrate und Fluoride den weiteren Trennungsgang storen,
wurden diese durch Eindampfen wieder entfernt. Der Riickstand wurde mit 6 M HCI
aufgenommen. Diese Losung konnte zur weiteren Trennung verwendet werden. Die
eigentliche Trennung des im Target vorhandenen Urans von Thorium, Protatctinium
und Spaltprodukten basierte auf einem mehrstufigen Trennverfahren. Die Trennung
erfolgte durch anschlieBende

o Adsorption an Silica-Gel und
o Extraktionschromatographie
Das Verfahren ist in Abbildung4.2 schematisch dargestellt.

Es wurde eine Kaskade aus zwei nacheinander zu durchlaufenden Séulen aufgebaut.
Die erste Saule war gefiillt mit Silica-Gel (63-200 pm). Aus 6 M HCI wurde das
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1. Load: 6 M HCI U-230, Pa-230, Th-232, Fe + F.P. | 1. Load: 6 M HCI U-230, Fe (Pa-230, Th-232 F.P.)

2. Wash: 6 M HCI 2. Wash: 6 M HCJ
Siica | _, pga230 Silica | . pa-230traces
gel gel
2. Wash: 6 M HCI 2. Wash: 6 M HCI

3. Elution: 0.1 M HCI 3. Wash: 4 M HNO,
4. Wash: 6 M HCI

TEVA UTEVA 5. Elution: 0.1 M HCI
1. Load + 2. Wash: 6 M HCI Th-232, F.P. 1. Load + 2. Wash: 6 M HCI Th-232, F.P.
3. Elution: 0.1 M HCI U-230, Fe (Pa-230) 3. Wash: 4 M HNO,, Fe; 4. Wash: 6 M HCI
5. Elution: 0.1 M HGI U-230
4. Acidify eluate to 6 M HCI, and repeat 6. Acidify to 6 M HCI and repeat => Final U Product

Abbildung 4.2.: Schematische Darstellung der Isolierung von 2°U von 23°Pa,
232Th un Spaltprodukten (F.P.)

PaO3* hier adsorbiert. Die zweite Siule, mit TEVA (100-150 pm) gefiillt, diente
zur selektiven Zuriickhaltung des Urans. Dieses konnte anschliefend aus dieser Saule
mit 0.1 M HCI eluiert werden (linke Seite der Abbildung4.2). Dieser Reinigungss-
chritt iiber die Kaskade wurde wegen Durchbruch des Protactiniums wiederholt. Zur
Feinreinigung und um noch Restspuren von noch vorhandenem Protactinium und
weiter storenden Metallen wie z. B. Eisen zu entfernen, wurde eine weitere Kaskade,
bestehend aus einer Séule Silica-Gel und einer Sdule UTEVA genutzt (rechte Seite
der Abbildung4.2). Das Eluat musste zunéichst wieder auf 6 M HCI konditioniert
werden (Schritt 1). AnschlieBend wurde die Kaskade beladen und mit 6 M HCI
gewaschen (Schritt 2). Die Silica-Séule wurde abgekoppelt und das Eisen auf der
UTEVA-Séule wurde mit 4 M HNOj eluiert (Schritt 3). Nach Waschen der UTEVA-
Saule mit 6 M HCI (Schritt 5) konnte anschlieBend #*°U mit 0.1 M HCI eluiert werden
(Schritt 6). Um letztendlich Uran in hoher Reinheit zu erhalten, wurde die Kaskade
nochmals wiederholt und das Eluat letzendlich mit Spartan-Filtern (13/0.2 RC Fil-
tereinheit Whatman) der Filrma Schleicher € Schuell filtriert.

4.1.2. Das Radionuklid 237U

Schwerpunkt der Arbeit ist die Untersuchung von #*°U hinsichtlich seiner Eignung
zur Anwendung in der gezielten Alphatherapie. Dieses Nuklid muss im Zyklotron
folgend der Kernreaktion ??Th(p, 3n)*°Pa —2° U (siehe Kapitel 3.2.3) hergestellt
werden. Aufgrund logistischer Probleme, stand #*°U nicht den gesamten Zeitraum
der Arbeit zur Verfiigung. Es wurde nach einem alternativen Urannuklid gesucht,
welches geeignet ist, 23°U fiir manche Experimente zu ersetzen, wenn dieses gerade
nicht zur Verfiigung stand.
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4.1 Radionuklide

Das gesuchte Nuklid sollte gewisse Anforderungen erfiillen:

o Es sollte im Labor leicht verfiighar sein, indem es z. B. als Tochternuklid von
einem Radionuklidgenerator reproduzierbar isoliert werden kann.

o Essollte eine geeignete Halbwertszeit haben. Die Halbwertszeiten sollten nicht
zu kurz sein (< d) um nicht logistische Probleme aufgrund des schnellen Zer-
falls zu bekommen.

o Es sollte geeignete Gammaemissionlinien besitzen, die zur Analytik herange-
zogen werden konnen.

Der Blick auf die Nuklidkarte zeigte, dass 237U diese Anforderungen erfiillen konnte.
237U ist ein reiner Betaemitter mit einer Halbwertszeit von 6.75 Tagen.

Am240 Am241 Am242 Am243
212d 43E2y 7A4E3y
’.I‘ g1y fEcan
Pu238 Pu239 Pu240 FPu Pu242
87.76y 2.4E4y 6.6E3y 1434y 3.7ESY
Np237 Np238 Np239 Np240 Np241
2.1E6Yy 212d 2.3 13.9m
74m 1.08h
U236 U237 8 U239 U240
24ETy 6.75d 99 2347Tm 14.1h
45ESy

Abbildung 4.3.: Ausschnitt aus der Nuklidkarte: Bildung von?"U aus ?*!Pu mit
einer Zerfallswahrscheinlichkeit von 2.46-1073%

27U ist ein Tochternuklid des ?*'Pu, welches in unserem Institut als Standard fiir
die ICP-MS verwendet wird. In Abbildung4.4 ist eine Prozedur dargestellt, die
entwickelt wurde um ?*"U zu isolieren. 237U besitzt mehrere Gammaemisionlinien,
von denen die Linie bei 59.5 keV eine Emissionswahrscheinlichkeit von 34.5% und die
Linie bei 208 keV eine Emissionswahrscheinlichlichkeit von 21% hat. Die Analytik
kann also mittels hochaufgeloster Gammaspektrometrie erfolgen. (siche Tabelle 4.2)
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Pu Isotope | Wt % IDMS [ Wt % MGA /Gamma |

238 1.278 1.31
239 60.572 60.717
240 27.150 27.304
241 5.715 5.755
242 5.286 4.914
Am-241 - 2.335

Tabelle 4.1.: Isotopenzusammensetzung des Pu-Standards

1. Beladung: 6 M HNO, Pu-241, Am-241, U-237, 6. Beladung: 6 M HCI U-237
Fe +F.P. 7. Waschen: 6 M HCI
2. Waschen: 3 M HNO, 8. Elution; 0.1 M HCI

3. Waschen: 2 M HNO3/
HONH2*HCl/Asc.séaure l
4. Elution: 0.1 M NH,Ox.

8. Elution: U-237
Endprodukt

3. Waschen: Pu-241
4. Elution: U-237

5. Konditionieren des
Eluats auf 6 M HCI

Abbildung 4.4.: Schematische Darstellung der Isolierung von #*7U von 24'Pu,
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241Am

« Die Isolierung von #7U aus dem Zerfall von *'Pu besteht aus einem Prozess

basierend auf Extraktionschromatographie (siehe Kapitel 5.2). Zunéchst wurde
1 ml der *'Pu Lésung mit 1 ml 6 M HNO3 und 10 ul HyO, (konz.) und
anschliefend mit ~1g NaNOQO, versetzt. Nach Erhitzen farbte sich die blaue
Lésung braun, d.h. Pu(IIl) wurde zu Pu(IV) oxidiert, da das dreiwertige Pu
nicht am Extraktionschromatographie-Harz TEVA fixiert werden wiirde. Eine
Kaskade, bestehend aus einer TEVA-Kolonne (2 ml Bettvolumen) und einer
UTEVA-Kolonne (1 ml Bettvolumen), wurde mit 6 M HNOj; konditioniert
und nach Beladung mit der Probenlosung mit 3 M HNOj3 gewaschen, da unter
diesen Bedingungen der grofite Verteilungskoeffizient vorlag. Die Kaskade
wurde zundchst mit dreimal 5 ml 3 M HNO; gewaschen, um das ' Am zu
eluieren. Da mit einem Durchbruch von ?*'Pu zu rechnen war, welches sich
auf der UTEVA Kolonne fixierte, wurde diese nach Entkopplung, reduktiv mit



4.1 Radionuklide
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2 M HNO/0.2 M Ascorbinsiure/ 0.2 M Hydroxylammoniumchlorid gewaschen.

237U konnte anschlieBend, nach Einweichen mit einem halben Bettvolumen (hier:
0.5 ml), mit zwei Bettvolumen (hier 2 ml) 0.2 M Ammoniumoxalat eluiert werden.

Das Eluat wurde anschliefend mit 3 ml HCI (konz.) versetzt um eine 6 M Lésung
zu erhalten. Mit dieser Losung wurde eine TEVA-Kolonne (0.5 ml, mit 6 M HCI
konditioniert) beladen. Die Kolonne wurde mit 5 ml 6 M HCI gewaschen und nach
Einweichen mit 250 pul 0.1 M HCI, konnte das 237U in zwei Fraktionen & 500 yl eluiert
werden.

Die TEVA Kolonne, die anfangs mit der 2'Pu Losung beladen wurde, wurde als
Radionuklidgenerator aufgehoben um nach Bedarf alle zwei Wochen 237U zu eluieren.

60000

RI=1 4
50000 Vi
s
P
s
540000 q ,’/ + HpGe-Detektor
° ////R’ = U_EEE%,I ®  Nal(Th)0-130 keV
- . n -
30000 4 - Mal {Th) 80-320 keV
‘/ e ——— Linear (HpGe-Detektor)
,/ J.—’ ——— Linear (Mal (Th) 0-130 keV)
20000 4 ,f’ ——— Linear (Nal (Th) 80-320 keV)
. el
/X //ll
10000 + -
Rl R2 = 0,9999
A
. -
I . .
0 1E-11 2B-11 3E-11 4E-11 5E-11 BE-M

Konzentration U-237

Abbildung 4.5.: Verdiinnungsreihe Gammaspektrometrie von 237U

4.1.3. Das Radionuklid 22°Ac

225 Ac kann aus der Zerfallsreihe des *3U isoliert werden (Abbildung4.6) oder mit-
tels sukzessiver (n,y) Kernreaktionen ausgehend von ?*Ra, aus dem mittels Neu-
tronenbestrahlung ??*Th hergestellt werden kann. Es gibt drei Quellen an ??°Ac,
welche fiir klinische Zwecke genutzt werden:

o Institut fiir Transurane (ITU)
« Oak Ridge National Laboratory (ORNL)

« Staatlich Wissenschaftliches Zentrum der Russischen Foderation - Physikalis-
ches Energetisches Institut A. I. Leipunsky (IPPE)

Bei den beiden erstgenannten Quellen handelt es sich um ?**Th, welches aus in
U.S. Kernreaktorprogrammen anfallendem 233U isoliert wurde. Hieraus kann 2% Ac
tragerfrei isoliert werden.
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4.1 Radionuklide

233y 25A¢
5

0: 1.610%y B:149d l?sl]?a:v

a: 7340y lu‘.:4,9m
6.3 MeV
225
ﬁ - Po

14 MeV la: 42ps

lu:?al ms 8.4 MeV
7.1 MeV

209
Bismuth [ 213,
46 min i B:33h
i o 2% 0.6 MeV'
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p22m [ 20 |
b2am
stable

Abbildung 4.6.: Zerfallsreihe von 233U [27]

25 Ac kann durch Extraktionprozesse aus *Th (T 1= 7340 Jahre) isoliert werden.

Die 2°Th Quelle, welche am ITU verfiighar ist, enthélt 45.6 mCi. Hieraus kon-
nen alle neun Wochen 43.2 mCi ?*Ra (T% = 14.8 Tage) und 39.4 mCi **Ac (T%

= 9.9 Tage) isoliert werden.[27] Zur Abtrennung von ?*Ra/?*?® Ac wurde eine Ione-
naustauschprozedur angewendet. Die Thorium-Quelle, die aus 500 mL des Dowex
1x 8 Anionenaustauschers besteht, welcher mit 8 M HNOj3 konditioniert ist, wurde
5-6 mal mit 100 ml 8 M HNOj3 gewaschen. Die vereinigten Waschlosungen , die
22Ra, »Ac und 3-5% von ?**Th/?2Th enthalten, wurden fast bis zur Trockene
eingeengt, mit 20 ml 8 M HNOj3 wieder aufgenommen und filtriert um organis-
che Riickstdnde zu entfernen. Ein Anionenaustauscher (Dowex 1 8, 80 mL) wurde
mit dem Filtrat beladen und ?**Ra/??° Ac konnten durch Waschen des Austauschers
mit 250-300 ml 8 M HNOj eluiert werden. Das Eluat wurde fast bis zur Trockene
eingeengt und mit ~ 10 ml 4 M HNOj; fiir die anschlieBende Radium/Actinium-
Trennung wieder aufgenommen. Das Thorium auf dem Anionenaustauscher konnte
nach Elution mit 500 ml 0.05 M HNOj eluiert werden und wurde nach Einengung
und Wiederaufnehmen mit 8 M HNOj3 der Thoriumquelle wieder zugefiihrt.[27, 28]

Die Trennung von *2°Ac von ?°Ra erfolgte mittels Extraktionschromatographie.
Es basiert auf der Anwendung des UTEVA Extraktionschromatograpieharzes um
Restspuren von Thorium zu entfernen, kombiniert mit der Anwendung von DGA.
Hierfiir wurde je eine BioRad Kolonne mit UTEVA (0.9 ml, trocken befiillt, mit
Glaswolle bedeckt) und mit DGA (0.6 ml, bereits vorkonditioniert, mit einer Fritte
bedeckt) gepackt und mit 4 M HNOj3 konditioniert. Die Kaskade wurde mit der
Ra/Ac Losung beladen und mit 4 M HNOj3 gewaschen. Das Ac blieb somit an der
DGA Kolonne adsorbiert, das Ra wurde eluiert. Nach Entkopplung wurde die DGA
Kolonne nochmals mit 4 M HNOj bis zur Farblosigkeit des Eluats gewaschen. Zur
Elution des 2?°Ac wurde die DGA-Kolonne zunichst mit dem halben Bettvolumen
(300 ul) 0.1 M HCI fiir 15 Minuten eingeweicht, bevor ?>Ac in zwei Fraktionen & 500
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1l 0.1 M HCIl eluiert werden konnte. Die beiden Fraktionen wurden vereinigt und bis
zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde mit 20 ul 0.1 M HCI aufgenommen.

Ra-225 / Ac-225 (+Th-229/232) 1. 8 M HNO, Ra-225 /Ac-225
8 M HNO, I1. 0.05 M HNO, 4 M HNO;

UTEVA
B 0.05 M HNO;
owex
1x8 v

‘ ’ DGA
Make
8 M HNO,

II. Th-229/232 I. Ra-225/ Ac-225 I. Ra-225 I Ac-225
0.05 M HNO; 8 M HNO; 4 M HNO; 0.05 M HNO;

Th-229/232
Ra-225/Ac-225
Dowex 1x8
8 M HNO;

Abbildung 4.7.: Anionenaustauschprozedur zur Abtrennung von **°Ra und ?*Ac
von ??Th (links) Extraktionschromatographie zur Abtrennung von ??Ac von
grap g
22Ra und Feinreinigung von 2 Ac (rechts)[28]

Ra-225I Ac-225 I

T T
At-217

Fr221 Po-213 I Mk/ ™22 | Fr22n Bi-213
4
mae| O UIJU“}J ,A'M ‘ML
P *
: — L E M
S 3 bM
ol &
% £ Ac-225 WVWJW
g Fr221 AR217 Po213 £ / Fr221 -
Ac-225 M
4
(U-233/ Th-229) Ra-225
' . : i T (40 keY) . . \ JILI~-‘--;-AH~1-»"«,-J
4 48 56 6.4 7.2 8 8.8 100 200 300 400 500 600
Energy (MeV) Energy (keV)

Abbildung 4.8.: linke Seite:a-Spektrum der 2 Th Quelle (oben) und des isolierten

225 Ac (unten); rechte Seite: «y -Spektrum der 22Th Quelle (oben) und des isolierten
225 Ac (unten) [27]

4.2. Chelatoren

DCP

DCP wurde als 1,10-Phenanthrolin-2,9-dicarboxylsaure Monohydrat, 98% von der
Firma Alfa Aesar erhalten.

DCP-NCS
DCP-NCS (5-Isothiocyanato-1,10-phenanthrolin-2,9-dicarboxylséure ) wurde nach
Abbildung 3.13 von Vidaud et al. hergestellt. Der Extinktionskoeffizient wurde in
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4.3 Der Antikoérper MabThera®

10 mM HEPES-Puffer mit 5% DMF bei pH 7.4 bestimmt. Hierzu wurde nach Ein-
waage von 0.3 mg DCP-NCS eine Verdiinnungsreihe bestehend aus 6 verschiedenen
Proben angesetzt.

BCPDA
BCPDA (4,7-Bis(chlorosulfophenyl)-1,10-phenanthrolin-2,9-dicarboxylsaure ) wurde
nach der Synthese aus Abbildung 3.15 im eigenen Arbeitskreis hergestellt.

Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten bei pH 7.4 wurden 0.18 mg der Sub-
stanz in DMF gelost. Es wurden Verdiinnungen in 10 mM HEPES-Puffer bei pH
7.4 mit einem jeweiligen Volumenanteil von 5 % DMF angesetzt. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 7.36 dargestellt.

DOTA-NCS

DOTA (1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure) wurde von Fluka/Sigma-
Aldrich bezogen und sein bifunktionalisiertes Derivat DOTA-NCS (2-(p-Isothiocyanatobenzyl)-
1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure) wurde von Macrocycles er-
halten.

4.3. Der Antikorper MabThera®

Abs orbtion
=
=

0.000 T T T T
235.0 2550 275.0 2550 315.0 3350

Wellenldngein nm

Abbildung 4.9.: Extinktionskoeffizient von MabThera®

Der Antikérper MabThera® wurde von der Firma Roche erhalten. MabThera®
bindet als therapeutischer Antikorper gezielt an das Molekiil CD20 auf der Ober-
fliche von B-Zellen. Sein Extinktionskoeffizient wurde anhand einer Verdiinnungsreihe
auf £(280 nm) 1.4 —™L hestimmt.

mg-cm
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Abbildung 4.10.: Der Antikérper MabThera® [29]

4.4. Die Zelllinie K422

Die Zelllinie K422 wurden in Kultur vom DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen GmbH erhalten.Die K422 Zelllinie wurde in einem Zellmedium
(RPMI-1640 mit 20 % FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Glutamin) in Sus-
pension kultiviert. Alle zwei Tage wurden die Zellen so verdiinnt, dass ihre Konzen-
tration 10° Zellen/ml nicht iiberstieg. Die Konzentration und die Viabilitit konnte

mit dem Vi-Cell Counter der Firma Beckmann, Coulter Inc. gemessen werden.
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5. Methoden

5.1. UV-Spektroskopie

Die UV-Spektroskopie diente in der Arbeit als wichtiges Analyseinstrument.

« Mit ihrer Hilfe konnte das Verhéltnis von Ligand zu Antikérper (L/mAb) nach
erfolgreicher Chelatierung von MabThera® mit DCP-NCS bzw. BCPDA bes-
timmt werden. Hierzu wurden von den einzelnen Komponenten zunéchst die
Extinktionskoeffizienten ermittelt. Diese sind bei den jeweiligen Reaktanden

aufgefiihrt.

o Die Protonierungskonstanten von BCPDA wurden anhand der Absorptionséin-
derung bei unterschiedlichen pH-Werten untersucht.

Die Spektren wurden mit dem Gerat Ultrospec 2100 pro der Firma GE Healthcare
aufgenommen. Die verwendete Software war Wavescan und Swift I1.

5.2. Extraktionschromatographie

5.2.1. TEVA

Die aktive Komponente des TEVA
(TetraValents Actinides) Harzes ist ein
quarterndres Ammoniumsalz. Es be-
sitzt &dhnliche Eigenschaften wie ein
stark basischer Anionenaustauscher. Da
die funktionellen Gruppen jedoch in
fliisssiger Form vorliegen, besitzen sie
eine grofle Flexibilitdit um Anionen zu
fixieren. In Abbildung5.2 ist die Re-
tention von TEVA in Abhéngigkeit der
Saurekonzentration dargestellt.

Tetravalentes Plutonium, Neptunium
und Thorium zeigen ein Maximum der

Figure 1

Trialkyl, methylammonium
nitrate (or chloride)

R R
N -
N + NOzorcCI™
R CHy

R = CgHqy and CygHaq

Abbildung 5.1.: Struktur von

TEVA[30]

Retention in 2-4 M HNOs. In diesem Konzentrationsbereich werden hexavalentes
Uran und trivalentes Americium nicht fixiert. Der Unterschied im Verteilungsko-
effizient in den Medien HNO3 und HCI kann zur Abtrennung des Thorium von
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anderen Actiniden verwendet werden. Wird die Probenlosung in 4 M HNOj3; auf
die TEVA Séule gegeben, so werden Pu(IV), Th(IV) und Np(IV) zuriickgehalten.
Th kann mit 6 M HCI eluiert werden, wahrend Pu(IV) und Np(IV) unter diesen
Bedingungen auf der Sdule fixiert bleiben. Nachdem Pu(IV) zu Pu(IlI) reduziert
worden ist, kann dieses mit 4 M HNO3 oder 8 M HCI eluiert werden. Somit ist
TEVA geeignet, tetravalente Actiniden von anderen zu trennen.[30]

Acid dependency of k' for various ions at 23°C
TEVA Resin

ey

U (V1)

Abbildung 5.2.: Kapazititsfaktor k> von TEVA verschiedener Actinide in Ab-
hangigkeit von der Salpeter- und Salzsédurekonzentration
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5.2 Extraktionschromatographie

5.2.2. UTEVA

CyHyO
C,H,0 >ﬁ\ CgHy
DP[PP]

I, p lphosgh
(or DIoeneuqn':]mu?gr?os?pr%ﬁot%noﬁﬂﬁm

Abbildung 5.3.: Struktur von UTEVA [31]

Das Extraktionsmittel in UTEVA (Uranium und TetraValents Actinides) ist DPPP
(Dipentyl Pentylphosponat), welches mit Actiniden Nitratokomplexe bildet. Die
Bildung dieser Nitratokomplexe ist abhéngig von der Nitratkonzentration in der
Probenlosung. Je hoher die Nitratkonzentration, desto besser die Extraktion der
Actiniden. Abbildungb.4 zeigt diese Retention in Abhéngigkeit der Saurekonzen-
tration. Der Abbildung kann entnommen werden, dass die Retention fiir die tetrat-
valenten Actiniden und fiir hexavalentes Uran sehr dhnlich sind. Sie weisen alle
oberhalb 5 M HNOj hohe Kapazitatsfaktoren auf (k> > 100). Americium hingegen
wird in salpetersaurem Medium nicht fixiert. Diese Tatsache ist fiir die Entwicklung
von analytischen Trennmethoden von hoher Bedeutsamkeit. Plutonium kann z.B.
zu Pu(Ill) reduziert werden, verhélt sich somit &hnlich wie Am(III) und kann so

leicht von tetravalenten Actiniden und hexavalentem Uran abgetrennt werden, da
dieses sich nicht an UTEVA fixiert.
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Abbildung 5.4.: Kapazitatsfaktor k’ von UTEVA verschiedener Aktinide in Ab-
héngigkeit von der Salpeter- und Salzsidurekonzentration|[31]

5.3. Diinnschichtchromatographie (ITLC)

Die ITLC (Instant Thin Layer Chromatography) ist eine Trennmethode, bei der es
zu einer Auftrennung der in der Probe aufgetragenen Komponenten kommt. Die
Trennung beruht auf der unterschiedlichen Adsorption der Komponenten zur festen
Phase (ITLC Streifen) und deren unterschiedlichen Loslichkeit in der mobilen Phase
(Laufmittel). [32] Angewendet wurde ITLC-SG Papier (Glass microfiber chromatog-
raphy paper impregnated with silicic acid) der Firma Varian. Zur Trennung wurde
eine geringe Menge der zu untersuchenden Probenlosung 1 cm iiber dem unteren
Rand auf einen ITLC-Streifen (1.5 cm-8 cm) aufgetragen. Anschlieend wurde der
Streifen in einer Entwicklungskammer mit einem geeigneten Laufmittel entwickelt.
Aufgrund der Kapillarkrafte wandert die mobile Phase langsam den ITLC-Streifen
aufwarts. Sobald die mobile Phase den Punkt der aufgetragenen Probenlésung er-
reicht, stellt sich fiir jede in der Probe enthaltene Komponente ein Gleichgewicht
zwischen den adsorbierten Molekiilen der festen Phase und den Molekiilen in Lo&-
sung ein. Die unterschiedlichen Komponenten variieren in ihrer Loslichkeit und der
Stéarke der Adsorption zum I'TLC-Streifen, so dass die Komponenten unterschiedlich
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mit der mobilen Phase mitwandern. Hat die mobile Phase das obere Ende des
Streifens erreicht, so wird der Streifen aus der Entwicklungskammer entfernt und an
einer markierten Stelle mit der Schere zerschnitten. Beide Stiicke wurden mittels
Gammaspektrometrie im Gamma Counter Wizard 2480 gemessen.

Diese Methode wurde fiir folgende Systeme angewendet:

’ Komponente \ R-Wert in 0.9% NaCl : MeOH \ Ry-Wert in 0.05 M Na-Citrat ‘
U(VI) 0 0.9
U(VI)-BCPDA 0.7 0
U(VI)-DCP 0.7 0
U(VI)-DPDCP 0.7 0
U(VI)-DCP-mAb 0 0
U(VI)-BCPDA-mAb 0 0
Ac(II1) - 0.9
Ac-DOTA-mAb - 0

5.4. Autoradiographie

Von jedem Medium wurde zur Feststellung des Rf-Wertes eine Autoradiographie
durchgefithrt. Dazu wurden die bereits entwickelten ITLC-Streifen nicht zerteilt,
sondern nach Trocknung ~12 Stunden auf einer Phosphorplatte entwickelt. Die

Visualisierung erfolgte mit dem Personal FX Scanner und der Software Quantity
One (BioRad).

5.5. AG MP-50

AG MP-50 ist ein makropororses sehr saures Kationenaustauscherharz. Eine Kolonne
von BioRad wurde mit 0.5 ml des Kationenaustauschers befiillt (konditioniert in 0.1
M NaClOy4, pH 4). Die Kolonne wurde mit der Probenlosung beladen und an-
schliefend dreimal mit 0.5 ml 0.1 M NaClO4 gewaschen um das U(VI), welches am
Ligand BCPDA gebunden ist und somit nicht vom Austauscher adsorbiert wird, zu
eluieren. Anschliefend wurde die Kolonne dreimal mit je 0.5 ml 6 M HCI gewaschen
um das U(VI), welches vom AG MP-50 adsorbiert wurde zu eluieren, indem es mit
den Protonen ausgetauscht wurde. Die Abbildungen zeigen die Aktivitatsverteilung
in den unterschiedlichen Fraktionen. Die Methode eignete sich um den “freien” An-
teil an U(VI) und den Anteil des U(VI), welcher an den Liganden BCPDA gebunden
ist, zu untersuchen.
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Abbildung 5.5.: Aktivitatsverteilung von AG MP-50

GroBenausschlusschromatographie PD-10 Die fertig gepackten PD-10 Séulen
der Firma Amersham Biosciences sind zur schnellen Probenreinigung von Proteinen
und anderen groflen Biomolekiilen wie z. B. monoklonalen Antikérper geeignet. Sie
konnen zur Entsalzung, zur Umpufferung oder zur Entfernung von Unreinheiten mit
niedrigem Molekulargewicht genutzt werden. Die Technik basiert auf einer Gelfil-
tration. Das Medium Sephadex-25 ermoglicht die rasche Trennung von Komponen-
ten mit hohem Molekulargewicht (> 5000 g/mol) von Komponenten mit niedrigem
Molekulargewicht, wie z. B. Salze oder dem ungebundenen Radionuklid.[33] Zunéachst
wurde die Séule mit Phosphate Buffered Saline (PBS-Puffer) konditioniert. Nach
Beladung mit der zu reinigenden Probe, wird die Kolonne bis zum Erreichen des
“Totvolumens” von 2.9 ml mit PBS gewaschen. Dabei werden Molekiile, die grofier
als die Poren des Sephadex sind, zuerst eluiert und Molekiile, die kleiner als die Poren
sind, dringen in die Matrix ein und werden dementsprechend langsamer eluiert. Der
radiomarkierte Antikorper konnte im darauffolgenden ml PBS nach dem Totvolumen
eluiert werden.
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Abbildung 5.6.: Elutionsprofil fiir die Aufreinigung einer proteinhaltigen
Probe[33]

50




5.6 PhreeqC

5.6. PhreeqC

PhreeqC ist ein Computerprogramm um chemische Reaktionen und Transport-
prozesse in wassrigen Losungen zu berechnen. Das Programm basiert auf chemischen
Gleichgewichtsreaktionen in wassrigen Losungen, welche mit Mineralien, Gasen,
Austauschern und Sorptionsoberflichen in Wechselwirkung treten. Auflerdem kann
es kinetische Reaktionen mit Hilfe benutzerspezifischer Ratenkonstanten model-
lieren. FEine erweiterbare chemische Datenbank erlaubt die Modellierung von fast
jeder chemischen Reaktion, welche bekannt ist um die Qualitat des Regen- und des
Grundwassers zu beeinflussen. PhreeqC kann genutzt werden um die Speziesverteilung
wassriger Losungen zu berechnen.

5.7. Scatchard Analyse

Der Scatchard Plot ist eine Linearisierung der experimentellen Ergebnisse der Zell-
bindungsstudie. Dabei wird das Verhiltnis von gebundenem iiber freiem 22°Ac-
MabThera® auf der Y-Achse gegen die Konzentration des gebundenen Antikorpers
auf der x-Achse aufgetragen. Am x-Achsenabschnitt kann die maximale Anzahl an
Bindungsstellen B,,., abgelesen werden. Hieraus kann die Anzahl der bindenden
Antigene (Ag) pro Zelle abgeleitet werden. Aus der Steigung der Scatchard-Analyse
kann die Bindungsaffinitiat K, bzw. die Dissoziationskonstante K, erhalten werden.
Ky gibt einen Hinweis auf die Stirke der Bindung vom Antikoérper zum Antigen. Je
weniger Antikorper erforderlich ist, um den Antikérper-Antigen-Komplex zu bilden,
umso starker ist die Bindungsaffinitdt und umso kleiner ist K.

Die Scatchard Analyse ist eine Methode um Daten aus einer Sattigungsbindungsstudie
zu linearisieren, mit dem Ziel Bindungkonstanten zu untersuchen. Dabei werden fol-
gende Annahmen gemacht. [34]

o Alle Rezeptoren sind dquivalent und somit gleichermaflen zur Bindung verfiig-
bar.

o Es gibt keine partielle Bindung, d.h. alle Rezeptoren oder Bindungsstellen
sind entweder gebunden oder frei.

o Die Bindung ist reversibel.

Grundlegend hierbei ist zundchst das folgende chemische Gleichgewicht:
Ligand + Bindungsstelle = Komplex

Hieraus konnen die Assoziationskonstante K, bzw. die Dissoziationskonstante K
abgeleitet werden:

K =L [Komplex] _ [B]
a K4 [Ligand(frei)]-[Bindungsstelle( frei)) [L]-(Bmaz]—[B]
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dabei gilt:

Komplex [B]: Antikérper-Antigen-Komplex

Freier Ligand [L]: Radiomarkierter Antikorper

Biae: Gesamtzahl an Bindungsstellen (Rezeptor, Antigen auf der Zelloberflache)
Freie Bindungsstelle: [B,,q.-B]

Fir die Scatchard-Analyse wird mittels Bindungsstudie der Anteil an [B] (zellge-
bundener Ligand) und [L] (freier Ligand) gemessen.

Durch Umformung von

ergibt sich

[B]
T T Ka([Bmax] - [B])
[L]
und somit
[B]
+— = K,[Bnaz| — K.|B].
(L]
Durch Auftragung von %VS.[K omplez| kann anhand der Steigung K,bzw.

1
K—dabgelesen werden.
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6. Experimente

6.1. Chelatierung der Antikorper

Blindversuch: Freies U(VI) und der Antikorper MabThera® Um sicher zu
stellen, dass sich freies 2"U nicht an funktionelle Gruppen des monoklonalen An-
tikorpers MabThera® anlagert wurde folgender Blindversuch durchgefiihrt: 150 pg
MabThera® wurde mit konditionierter 257U Losung (pH 8) versetzt und mittels
ITLC-SG in 0.05 M Na-Citrat-Losung (pH 5.5) iiber einen Zeitraum von 24 h
analysiert.

DCP-NCS mit MabThera® Die Bildung des Konjugates geschieht durch Bildung
einer Thioharnstofferuppe durch Reaktion der Isothiocynatgruppe am DCP-NCS
mit einer Aminogruppe am monoklonalen Antikérper. Zur Chelatierung wurde eine
Losung MabThera® in NapyCOsbei pH 9 angesetzt. Die Konzentration der Losung
wurde mit Hilfe seines Extinktionskoeffizienten auf 1.28 ¢ bestimmt. Desweiteren
wurden fiir eine Ligandenlosung 0.24 mg DCP-NCS eingewogen und zunéchst in 100
ul DMF (¢ = 7.38 -1073 M) gelést. Um einen achtfachen Uberschuss von Chelat
zu Antikorper (L/mAb) zu erhalten, wurden von der Ligandenlosung 9.2 nl ent-
nommen und in 900 pl NayCOs-Puffer (pH 9) gegeben. Diese wurde langsam zur
MabThera®-Losung zugegeben und das Gemisch wurde iber Nacht bei RT geriihrt.
Am néchsten Tag wurde die Losung mittels Amicon Ultra-4 Zentrifugeneinheiten
mit 30 kDa der Firma Millipore in 10 mM HEPES-Puffer (pH 7.4) umgepuffert. Die
Bestimmung der Konzentration und die Anzahl an Ligand pro Antikérper wurde
mittels UV-Spektroskopie untersucht und ist in Abbildung 7.35 dargestellt. Der
chelatierte Antikorper wurde bei 4 °C gelagert.

BCPDA mit MabThera® Fir die Chelatierung des Antikérpers MabThera® mit
BCPDA wurde eine Losung MabThera® in Nay,CO3 bei pH 9 mit einer Konzentra-
tion von 2.6 4 hergestellt. Fiir die BCPDA-Losung wurden 0.33 mg des Liganden
eingewogen und in 100 ul DMF (¢ = 4.84-1073 M) geldst. Fiir einen zehnfachen
Uberschuss von Chelat zu Antikérper, wurden 35.7 pl der BCPDA-Loésung in 200
nl NayCOs-Puffer (pH 9) gegeben. Diese Pufferlosung wurde langsam unter Rithren
zur MabThera®-Losung gegeben. Das Gemsich wurde iiber Nacht bei RT geriihrt
und am néchsten Tag mittels Amicon Ultra-4 Zentrifugationseinheiten mit 30 kDa
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in 10 mM HEPES-Puffer (pH 7.4) umgepuffert. Um die Anzahl an Ligand pro An-
tikorper zu bestimmen, wurde das Produkt mit UV-Spektroskopie (Abbildung 7.37)
untersucht.

DOTA-NCS mit MabThera® Die Chelatierung des monoklonalen Antikorpers
MabThera® basiert auf der chemischen Bindung des bifunktionalisierten Chelators
an den Antikorper. Im Falle des DOTA-NCS bildet sich zwischen der Thiocyanat-
gruppe und einer Aminogruppe am Antikérper unter Bildung einer Thioharnstoff-
gruppe eine stabile Bindung aus (siehe Kapitel 3.4.2). Um 3-6 Chelatoren an den
Antikorper zu binden, wurde folgendes Protokoll verwendet:

Zur Aufkonzentrierung und Umpufferung wurden Amicon Ultra-4 Zentrifugenein-
heiten verwendet. 1 ml MabThera® (10 mg/ml) wurde mit 3 ml 0.05 M NaHCO3 /
0.15 M NaCl Losung versetzt und solange zentrifugiert, dass 1 ml im Filter verblieb.
Diese Prozedur wurde zweimal wiederholt. AnschlieBend wurde der Antikérper mit
einem 15-fachen Uberschuss an DOTA-NCS, gelost in 0.05 M NaHCO3 / 0.15 M
NaCl, versetzt und die Mischung wurde tiber Nacht bei RT gertihrt. Am néch-
sten Tag wurde der chelatierte Antikorper mit Hilfe der Amicon Ultra-4 Zentrifu-
geneinheiten in 0.05 M NaOAc/0.15 M NaCl umgepuffert, indem 4 Mal mit 3 mL
des Puffers gewaschen wurde. Zum Schluss wurde der chelatierte Antikérper in
einem Totalvolumen von 1000 ul 0.05 M NaOAc/0.15 M NaCl aufgenommen und
im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.

Die Konzentration des Antikorpers konnte nach erfolgreicher Chelatierung mit Hilfe
von UV-Spektroskopie oder des kolorimetrischen Bio-Rad Protein Assays ermittelt
werden.

6.2. Charakterisierung verschiedener U(VI)-DCP
Derivate

6.2.1. Charakterisierung der Komplexe

Rontgenstrukturanalyse

Ausgewéhlte Einkristalle wurden in Kapillaren eingeschlossen und auf einem Siemens
SMART CCD 1000 Diffraktometer justiert. Eine komplette Ewaldsphire Daten
wurde mit Omega-Scan-Technik (Aw = 0.45°) gesammelt bei Bestrahlungszeiten
zwichen 10 und 40 s pro Frame und einem maximalen 20-Bereich von etwa 56.5°.
Integration erfolgte mit SAINT.[35] Die Daten sind Lorentz- und Polarisations-
korrigiert. Eine experimentelle Absorptionskorrektur mit SADABS wurde durchgefiihrt. [36]
Die Strukturlosung erfolgte mit direkten Methoden, die Verfeinerung via kleinste
Fehlerquadratsumme mit dem Programmpaket SHELX-97 und SHELX-2013.

o4



6.2 Charakterisierung verschiedener U(VI)-DCP Derivate

Die 'H und BC-NMR Spektren wurden jeweils bei 399.91 MHz Protonenfre-
quenz mit einem Varian Inova Unity 400 Spektrometer und der Software VNMR.J,
3.2) oder mit einem Bruker Avance 250 Spektrometer und der Software Topspin
aufgenommen. Die Spektren wurden gegen das Losungsmittel als internen Stan-
dard referenziert (Restprotonensignal im deuterierten Losungsmittel bzw. die 3C-
Resonanz des Losungsmittels).

IR

Die IR-Spektren wurden mit einem 2000 FT-IR Spektrophotometer von Perkin
und Elmer aufgenommen. Die Proben wurden in KBr (fir MIR-Messungen) oder
Polyethylen (fir FIR-Messungen) verpresst und als Pressling gemessen.

UV-Vis

Ein Perkin und Elmer Lambda 9 UV /Vis/NIR Spektrophotometer wurde genutzt,
um die Absorptionsspektren aufzunehmen. Fliissigkeiten wurden in Quartzkiivetten
mit 1 cm optischer Weglédnge gemessen. Feststoffe wurden mit Teflon vermengt und
als Pressling gemessen.

6.2.2. Herstellung der Komplexe

UO,-DCP-DMSO UO,(CH3COO), - 2H,0 (7.2 mg, 1.7-10~°mol, 1.0 eq) wurde
in 1 ml DMSO gelést und mit 0.5 ml einer Losung mit DCP (4.55 mg, 1.7-107°
mol, 1.0 eq) versetzt. Der gebildete Niederschlag wurde durch Erhitzen in Lésung
gebracht und die Losung wurde zur Auskristallisierung des Komplexes anschlieend
langsam in einem Dewar abgekiihlt. Es bildeten sich Kristalle in Form von Prismen.
Im tiberstehenden Loésungsmittel konnte durch Zugabe von HyO eine Nachfillung
erreicht werden. Die Gesamtausbeute der Kristalle war quantitativ.

Eine weitere Moglichkeit der Herstellung war die Verwendung von UOy(NOj3), -
6H,0 (30.6 mg, 6.09-107° mol, 1.0 eq), geldst in 0.5 ml DMSO und DCP (16.06
mg, 6.00-10°mol, 1.0 eq), gelést in 1 ml DMSO. Die beiden Losungen wurden
zusammengegeben und es bildete sich sofort ein Niederschlag des Adduktes UO,-
DCP-DMSO. Der Niederschlag wurde durch Erhitzen in Losung gebracht und an-
schlieBend langsam in einem Dewar abgekiihlt. Es bildeten sich quantitativ Kristalle,
die nach Isolierung mit Rontgenstrukturanalyse, UV-Vis-Spektroskopie, NMR und
IR-Spektroskopie analysiert wurden. Die Ergebnisse werden in Kapitel 7.3.3.1 be-
sprochen.

[UO,-DCP],, Zur Herstellung des Polymers [UO5-DCP],, wurden in einem Extrak-
tionsverfahren, wie in Abbildung6.1 gezeigt, UO2(C H3;COO), - 2H,0 (100.45 mg,
2.3-107* mol, 1.0 eq) in 25 ml MeOH vorgelegt und erhitzt. Auf die Fritte wurde

95



Experimente

der Ligand DCP (61.7 mg, 2.3-10~* mol, 1.0 eq) gegeben. Das DCP wurde langsam
vom MeOH gelost und tropfte zum Uranylion hinzu. Es bildeten sich die Kristalle
des Polymers im Vorlagekolben.

Die Kristalle wurden isoliert und mittels Kristallstrukturanalyse charaktersisert. Die
Ergebnisse werden in Kapitel 7.3.3.2 besprochen.

Abbildung 6.1.: Extraktionsapparatur zur Herstellung des Polymers und des
Trimers

UO,-DCP-NaOAc Zur Herstellung des anionischen Adduktes UO,-DCP-NaOAc
wurde UQO,-DCP-DMSO (22.8 mg, 3.69-107° mol, 1.0 eq) in DMSO geldst und
eine Losung von NaOAc (5.78 mg, 4.23-107° mol, 1.1 eq) in DMSO zugefiigt.
Das Gesamtvolumen betrug 1.2 ml. Es bildete sich das anionische Addukt UO,-
DCP-NaOAc. Um Kristalle zu erhalten, wurde der Niederschlag zunéchst erhitzt
und schliefllich wieder langsam abgekiihlt. Die Ausbeute war quantitativ. Spek-
troskopische und strukturelle Eigenschaften sind in Kapitel 7.3.3.3 dargestellt.

UO,-DCP-Guanidinium Acetat Zur Herstellung dieses anionischen Adduktes wurde
[UO,-DCPJ,, (21.16 mg, 3.9-10"°mol, 1.0 eq) in 0.5 ml DMSO geldst, eine Losung
von Guanidin Acetat (4.70 mg, 3.9-10"°mol, 1.0 eq), gelést in 1 ml DMSO, gemis-
cht. Nach Erhitzen des gebildeten Niederschlags wurde das anionische Addukt UO,-
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6.3 Saurekonstanten von BCPDA

DCP-Guanidinium Acetat quantitativ gebildet. Die Charakterisierung mit Rontgen-
strukturanalyse und NMR ist in Kapitel 7.3.3.4 wiedergegeben.

UO,-DPDCP-DMSO Zur Herstellung des Adduktes UO,-DPDCP-DMSO wurde
UO3(NO3)q - 6H50 (23.43 mg, 4.7-10°mol, 1.0 eq) in 1 ml DMSO gel6st und mit
DPDCP (19.43 mg, 4.6:107°mol, 1.0 eq), gelést in 0.5 ml DMSO, versetzt. Der
gebildete Niederschlag wurde durch Erhitzen wieder in Losung gebracht, um durch
langsames Abkiihlen in einem Dewar Kristalle in quantitativer Ausbeute zu erhalten.
Diese wurden nach Isolierung analysiert und charakterisiert.

[UO,-DPDCP], Analog zur Synthese des Polymers [UO,-DCP],, wurde mit Hilfe
einer Extraktionsapparatur das Tetramer [UOo-DPDCP], hergestellt. UO2(NOs)s -
6H,0 (98.78 mg, 1.97-10"*mol, 1.0 eq) wurde in 20 ml MeOH in einer Extraktionsap-
paratur mit Fritte in einem Kolben vorgelegt und die Losung wurde unter Riickfluss
erhitzt. Durch das Methanol wurde auf der Fritte platziertes DPDCP (83.21 mg ,
1.97-107*mol, 1.0 eq) geldst und langsam in den Vorlagekolben getropft. Auf diese
Weise bildeten sich quantitativ die Kristalle des Tetramers [UOo-DPDCP]y.

Nach Isolierung wurden die Kristalle mittels Rontgenstrukturanalyse und NMR
analysiert und charakterisiert. Die Ergebnisse sind in Kapitel 7.3.3.6 erlautert.

UO,-DPDCP-DMAA [UOy(CH3COO), - 2H,0 (18.34 mg, 4.3-107°mol, 1.0 eq)
und DPDCP (18.42 mg, 4.4-10~°mol, 1.0 eq) wurden jeweils in 0.5 ml DMAA geldst
und anschlieend vereinigt. Nachdem der gebildete Niederschlag durch Erhitzen
wieder in Losung gebracht wurde, konnten Kristalle mit obiger Zusammensetzung
nach langsamem Abkiihlen zur Charakterisierung isoliert werden. Spektroskopische
und strukturelle Eigenschaften siehe Kapitel 7.3.3.5.

UO,-DPDCP-DMAA (Ethanol) Die Synthese erfolgte analog zu
UO,-DPDCP-DMAA. Jedoch wurde nach Erhitzen der Losung 50 pl EtOH hinzuge-
fligt um eine bessere Kristallisation des Adduktes zu erreichen. Die Charakter-
isierung der isolierten Kristalle erfolgte mittels Kristallstrukturanalyse und NMR.
Die Ergebnisse sind im Anhang dargestellt.

6.3. Saurekonstanten von BCPDA

Anhand der Variation des pH-Wertes und der damit verbundenen Verdnderung der
Absorption wurden die pKs-Werte von BCPDA bestimmt. Die UV-Spektren wur-
den mit dem UV-Spektrometer Ultrospec 2100 pro der Firma Amersham Pharmacia
Biotech und der Software Wavescan aufgenommen. Fiir die pH Messungen wurde
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eine pH Elektrode Lab 850 der Firma Schott Instruments verwendet. Die pH Elek-
trode wurde vor der Titration durch Verwendung von Puffern pH 4.00 und pH 7.00
kalibriert.

Eine Kiivette mit 2 ml (2:107°M ) BCPDA-Losung wurde vorbereitet. Der pH
Wert wurde im Bereich von 1.6 - 7.1 durch Zugabe von kleinen Mengen HClO,
variiert. Nach jeder Zugabe wurde das System fiir 5 Minuten dqulibriert, bevor das
UV-Spektrum aufgenommen wurde.

Die beiden Saurekonstanten von BCPDA wurden anhand der Variation der Absorp-
tion als Funktion des pH Wertes untersucht. Eine Peakentfaltung wurde mit dem
Solver Module von Excel durchgefiihrt.

6.4. Stabilitatskonstante UO,-BCPDA

Die Stabilitatskonstante des Komplexes wurde mittels Tracerexperimenten unter-
sucht. Es wurden die beiden verschiedenen Urantracer 27U und 2°U verwendet.
Gammamessungen wurden mit dem Gamma Counter Wizard 2480 von Perkin and
Elmer durchgefithrt. Die Experimente wurden in kleinen Glasgefdflen bei den ver-
schiedenen pH Werten 4.0 und 3.2 bei einer Ionenstérke von 0.1 M NaClO4 durchge-
fithrt. Um den Anteil an komplexierten U(VI) zu untersuchen wurden die beiden
analytischen Methoden Instant Thin Layer Chromatography (ITLC) der Firma Agi-
lent Technologies und der Kationenaustauscher AG MP-50 von Bio Rad verwendet.

Unterschiedliche Stoffmengen an Ligandenlosungen wurden zu den Tracern in den
Glasgefaflen gegeben. Nach einer Stunde Gleichgewichtseinstellung wurde der Anteil
an komplexiertem U(VI) mittels ITLC und AG MP-50 ermittelt.

6.5. UV-Spektroskopie

Das Verhéltnis von Ligand zu Antikérper (L/mAb) kann anhand der Konzentratio-
nen bestimmt werden, die anhand der Absorption der UV-Spektren ermittelt werden
konnen. Der molare Extinktionskoeffizient von hydrolisiertem BCPDA hat bei einer
Wellenlange von 280 nm einen Wert von 248001250% und bei 320 nm einen Wert
von 125004350 72

Der molare Extinktionskoeffizient von DCP-NCS wurde bei einer Wellenldnge von
280 nm auf 14000400 2% und bei 325 nm auf 740030022 bestimmt.

Die Anwesenheit von monoklonalem Antikorper, welcher bei einer Wellenlénge von
280 nm ein Absorptionsmaximum aufweist, stort bei der Konzentrationsbestim-
mungen der Liganden bei den Wellenlangen 320 nm und 325 nm nicht.

Der Extinktionskoeffizient des monoklonalen Antikérpers MabThera® wurde auf
1.4 % bestimmt.
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6.6 Stabilitatsuntersuchungen

6.6. Stabilitdatsuntersuchungen

Herstellung des Blutserums Das Blutserum wurde aus frisch entnommenem Blut
hergestellt, welchem Heparin (5000 I.E. pro 9 mL Blut) zur Vermeidung der Blut-
gerinnung hinzugefiigt wurde. Die Trennung des Serums von den zellularen Be-
standteilen, den weiflen und den roten Blutkorperchen, sowie den Blutplattchen
erfolgte mittels Zentrifugation, bis sich ein Bodensatz gebildet hat und das tiber-
stehende Serum dekantiert werden konnte. Das Serum wurde vor der weiteren Ver-
wendung mit Millex GV Filtern (0.22 pm) filtriert.

6.7. Zellbindungsexperimente

6.7.1. Isolierung von **Ac aus **’Ra

Zur Isolierung von 22°Ac aus #*°Ra wurde eine Kaskade, bestehend aus einer Kolonne
UTEVA 1ber einer Kolonne DGA, verwendet.

Hierfir wurde eine BioRad Saule mit 0.9 ml UTEVA (siehe Kapitel 5.2) befiillt und
nach Abdecken mit Glaswolle wurde die Saule mit 4 M HNO;3 konditioniert. Eine
zweite Sdule wurde mit 600 ml vorkonditioniertem DGA befiillt und mit einer Fritte
abgedeckt. Die UTEVA-Saule wurde tiber der DGA-Saule platziert und die Kaskade
wurde mit 4 M HNO; gewaschen. Nach Beladung der Kaskade mit der 22°Ra-Losung
wurde sie mit 4 M HNOj; gewaschen. Bei dieser Prozedur wurde das ??*Ac an der
DGA-Saule fixiert. Sobald die Aktivitdt auf der UTEVA-Kolonne vernachlassigbar
war, wurde diese entfernt. Die DGA-Kolonne wurde anschliefend solange mit 4
M HNOj gewaschen, bis das Eluat farblos war. Um 2?°Ac zu eluieren, wurde die
DGA-Kolonne zunéchst mit 300 pl 0.1 M HCI fiir 30 min inkubiert. Anschlieend
konnte ?**Ac in Fraktionen & 500 pl eluiert werden. Die Fraktionen, welche das
Produkt enthielten wurden bis zur Trockene eingedampft und anschliefend wurde
der Riickstand in 20 pl 0.1 M HCI aufgenommen.

6.7.2. Herstellung des Konjugats DOTA-MabThera®

Die Herstellung des mit DOTA chelatierten Antikérpers MabThera® basiert auf der
Bindung zwischen der Thiocyanatgruppe des funktionalisierten DOTA-Chelaten mit
einer Aminogruppe des Antikorpers um eine stabile Thioharnstoffbindung zu bilden.

L ml (c = 10 74) der MabThera®-Losung wurde mit 3 ml einem 0.05 M NaHCO3/0.15
M NaCl -Puffer (pH 9) versetzt. Diese Mischung wurde mit

Amicon Ultra-Zentrifugenfiltereinheiten (30 kDa) zentrifugiert bis 1 ml im Filter
zurtick blieb. Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt. Der Chelator DOTA-NCS
wurde in einem 15-fachen Uberschuss im Verhéltnis zum eingesetzten Antikorper in
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Experimente

1 ml 0.05 M NaHCO3/0.15 M NaCl gelost und anschliefend zur Lésung des Antikor-
pers hinzugegeben. Die Mischung wurde iiber Nacht bei RT geriihrt. Am darauf-
folgenden Tag wurde das Konjugat zunéachst mit Hilfe der Zentrifugenfiltereinheiten
drei Mal mit 3 ml 0.05 NaHCOj3 gewaschen und anschlieSend durch viermaliges
Waschen mit 0.05 M NaOAc/0.15 M NaCl (pH 7.4) umgepuffert.[37] Aus vorange-
gangen Untersuchungen kann entnommen werden, dass mit diesem Protokoll im
Durchschnitt 3-6 Chelatoren pro Antikérper gebunden werden. Um die Konzentra-
tion des Antikorpers nach der Chelatierung zu bestimmen wurde ein kolorimetrischer
Protein-Assay durchgefiihrt.

6.7.3. Radiomarkierung des Konjugats DOTA-MabThera® mit
225Ac

Um einen Ansatz mit 100 pg mAb auf 100 pCi 22°Ac zu erhalten, wurden 11.36 ul der
DOTA-MabThera®-Losung (8.8 4mAb) in 500 ul TRIS-Puffer (pH 9) mit 1.75 pl
225 Ac in einem mikrowellengeeigneten Glasrohrchen versetzt und anschlieBend fest
verschlossen. Das Rohrchen wurde in einer Mikrowellen Synthesizer der Firma Bio-
tage fiir 5 Minuten auf 40° C erhitzt. Die anschlieende Qualitatskontrolle mittels
ITLC-SG in 0.05 M Nag-Citratlosung (pH 5.5) zeigte eine Umsetzung von 79%.
Das Konjugat wurde nochmals mit Hilfe einer PD-10 Kolonne (siehe Kapitel 5.5)
aufgereinigt und es wurde das Produkt mit einer radiochemischen Reinheit von 96 %
erhalten. Dieses Produkt wurde fiir die Zellbindungsversuche weiterverwendet.

6.7.4. Untersuchung der Bindungsaffinitat

Die Zellbindungsaffinitéit des radiomarkierten Antikérpers 225 Ac-DOTA-MabThera®
wurde in einer Bindungsstudie untersucht. Hierfiir wurden neun Proben mit jeweils
1-10° Zellen im entsprechenden Zellmedium mit einer ansteigenden Menge des ra-
diomarkierten Antikérpers MabThera®, mit einer spezifischen Aktivitdt von 1 pCi
pro pg Antikorper, versetzt und im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, fiir 30
Minuten inkubiert. Danach wurden die Proben zentrifugiert, dass sich ein Zellpellet
bildete. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Zellpellet zweimal mit 1 ml PBS
gewaschen. Fir jede Probe wurde auch der Anteil der unspezifischen Bindung des
Antikorpers an das Zellpellet untersucht, indem in einer zweiten analogen Proben-
reihe der hundertfache Uberschuss an MabThera® zu den Zellen gegeben wurde um
die Rezeptoren zu blockieren. Der Uberstand, die Waschlésungen und das Pellet
wurden anschliefend im Gamma Counter Wizard 2480 gemessen.
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/. Ergebnisse und Diskussion

7.1. Herstellung U

20U wurde aus einem Target aus 2%2Th isoliert, welches in Ispra im Zuge der Kern-
reaktion

2271 (p, 3n) 230 Pa, £ 2301 (7.1)

bestrahlt wurde. 23°U wurde aus dem ?*°Pa nach einem Trennungsverfahren, basierend
auf Adsorption an Silica-Gel und Extraktionschromatographie ( siche Abbildung4.2)
isoliert. 239Pa hat eine Halbwertszeit von 17.4 Tagen und iiber einen 3~-Zerfall bildet
sich 230U mit einer Zerfallswahrscheinlichkeit von 8.4%.

Np229 N‘P23Il Np231 Np232 Np233 Np234
4m Bm 488m 1497m 382m 4d
u228 U229 u230 U232 U233
91m 58m 208d 6985y 18ESy
28ES5Y. 2m | 7.088y.
Pa227 Pa228 a; Paz231 Paz32 Pa233 Pa234
3|3Im 2zh A d 334y 131d 27d
147m | 87an
Th226 Th227 Th228 Th229 Th230 Th231 Th233
30.57 m 18.72d 191y T5E4y 106d 223m
2920 | 733y 14E10y
A
Ac225 Ac226 Ac227 Ac228 Ac229 Ac230 Ac231 Ac232
10d 122d 2178y B15h 105h 203m 75m 188m

Abbildung 7.1.: Ausschnitt aus der Nuklidkarte: Bildung von 2*°U aus #*Pa, mit
einer Zerfallswahrscheinlichkeit von 8.4 %

Nach Isolation stellte sich innerhalb weniger Stunden in der 2*°U-Losung ein siku-
lares Gleichgewicht zwischen 22°U und dem Tochternuklid 22°Th ein.
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Abbildung 7.2.: Gleichgewichtseinstellung 2°U/?2°Th und Bildung von 23U aus
230Pa

Das 23°Pa auf den Silica-Gel Saulen konnte als Generator zur Gewinnung von triager-

freiem 230U dienen. 22°U bildet sich iiber einen Betazerfall mit einer Zerfallswahrschein-

lichkeit von 8.4 % und die maximale Aktivitit an >°U konnte somit 28 Tage nach Be-
strahlungsende isoliert werden und entsprach 2.82 % der urspriinglich produzierten
Aktivitat des 23°Pa. Die Abbildung 7.2 zeigt das Aktivititsverhéltnis der beiden
Nuklide in Abhéngigkeit von der Zeit. Da das Mutternuklid 2*°Pa kurzlebiger ist als
das Tochternuklid 23°U, stellt sich kein Gleichgewicht ein. In Abbildung 7.3 ist jew-
eils ein Alpha- und ein Gammaspektrum des isolierten triagerfreien *°U abgebildet.
26Th hat mit 3.3 % eine hohere Emissionswahrscheinlichkeit als 23°U mit 0.6 %.
Somit wurde zur Auswertung der Experimente die Gammaemissionslinie von 22Th
verwendet.

Rn-218 Th226
Ra-222 Po214
Th226 -
W =
£ | U0 E
H =3
£ £
E 8
w0
£ £
g 3 Ra222
(&)
J u-230 Th-226 ”
b lL Jju |I T PR | i l
55 6.0 B: ;D 7.5 8.0 SD 130 230 330
nergy (M) Energy (keV)

Abbildung 7.3.: Alpha- (links) und Gammaspektrum (rechts)
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7.2 Isolierung von 2*"U

7.2. lIsolierung von *7U

Mit der in Abbildung4.4 gezeigten Trennungs- und Reinigungsprozedur war es
méglich in regelméBigen Abstinden 27U triagerfrei zu isolieren. Das isolierte 27U
konnte als Radionuklid fiir Tracerexperimente verwendet werden, wenn 23°U nicht
zur Verfiigung stand. Mit Hilfe von H,Oy und NaNO, wurde das ?4'Pu quantitativ
in die vierwertige Oxidationsstufe gebracht und konnte somit auf der TEVA-Kolonne
fixiert werden. Diese TEVA-Kolonne fungierte somit als Radionuklidgenerator.
Abbildung 7.4 kann entnommen werden, dass 27U alle 2-3 Wochen isoliert werden
kann, da es sich aufgrund des radiochemischen Gleichgewichtes mit einer Halbwert-
szeit von 6.75 Tagen nach drei Wochen schon zu 90 % gebildet hat und somit eluiert
werden kann. Der erste Schritt des Isolationsprozesses ist das Waschen der Kolonne
mit 3 M HNO; um das gebildete 2! Am zu entfernen. In Abbildung 7.5 ist jeweils
ein a— und ein - Spektrum der Waschlosung gezeigt. Sowohl das a—Spektrum
zeigt bei 5.49 MeV eine intensive Bande als auch das y-Spektrum bei 60 keV, die

fiir 2! Am charakteristisch sind.

[*— 54 Fu241 —e— 55 Am241 —e— 32 UZ37 |

o L /’,"ﬂ’““

. . .
0 10 20 30 40 50
t[Days]

Abbildung 7.4.: Bildung von ?7U und ?*!Am aus ?*'Pu
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Abbildung 7.5.: a- (links) und y-Spektrum (rechts) von?*' Am

Nach Entfernung des 2! Am wurde durch eine reduktive Waschprozedur das auf der
UTEVA fixierte Plutonium entfernt. Abbildung7.6 zeigt a«—und - Spektren vor
und nach diesem Reinigungsschritt. Aufgrund des Verhéiltnisses an Radioaktivitéit
vor und nach der Aufreinigung lisst sich ein Dekontaminationsfaktor von 7.6-10°
angeben.

‘ “’L_J,AJ _,,_JJ JL‘WILNM' _—
AU '| ||

dL_IJﬂlﬂl _Jllll‘w,."k ||I " . Ill

T T . P ||
26 3.6 4.6 5.6 6.6 7.6 10 60 110 160 210 260
Energie in MeWV Energie in keV

Abbildung 7.6.: linke Seite: a-Spektrum des Produktes nach der 1. UTEVA (rot)
und der 2. UTEVA (blau); rechte Seite: -Spektrum des Produktes nach der 1.
UTEVA (rot) und der 2. UTEVA (blau)

Ubersicht der Ausbeute fiir alle Isolierungen Abbildung 7.7 zeigt den zeitab-
hangigen Verlauf der Ausbeuten. Es ist zu sehen, dass im 1. Jahr die Ausbeuten
konstant bleiben und anschlieBend abnehmen. Dieser Sachverhalt ist mit Durch-
bruch des Plutoniums zu erklaren. Dieser Durchbruch musste mit weiteren TEVA-
Kolonnen abgefangen werden.
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7.3 Uranylkomplexe von DCP-Derivaten
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Abbildung 7.7.: Ausbeute aller 2"U-Isolierungen

Diskussion 237U erwies sich als geeigneter Tracerersatz, wenn 23°U aufgrund seiner
aufwindigeren Produktion in einem Zyklotron nicht zur Verfiigung stand. Es ist
gelungen einen Radionuklidgenerator zu entwickeln, bei dem innerhalb eines Jahres
in zeitlichen Abstinden von etwa 14 Tagen 27U zuverlissig, reproduzierbar und
in angemessener Reinheit isoliert werden konnte. Die Isolierung konnte innerhalb
eines Tages durchgefiihrt werden, und war somit schnell verfiigbar. Aufgrund seiner
Gammaemissionslinien bei 60 keV und 208 keV, konnten die Experimente mit-
tels Gammaspektrometrie ausgewertet werden und somit war dieser Tracer fiir die
duchzufiihrenden Experimente praktikabel. Das Radionuklid zeigte somit alle geforderten
Eigenschaften um #*°U in Untersuchungen beziiglich seiner Bindungseigenschaften
an DCP und dessen Derivate zu ersetzen.

7.3. Uranylkomplexe von DCP-Derivaten

7.3.1. Liganden

Es wurden die Uranylkomplexe mit DCP und DPDCP charakterisiert.

| I
e
= T = | =
= N/ |‘//'O T =N N/ |_//‘O
=N OH | =N OH
HO/:%“O HO/\\:\“O

Abbildung 7.8.: DCP (links) und DPDCP (rechts)
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In Abbildung 7.9 ist das ' H—Spektrum des kiauflich erworbenen DCP abgebildet.
Wie erwartet erscheint im ! H —NMR-Spektrum fiir die Resonanz der beiden benach-
barten Protonen des Pyridinringes jeweils ein Dublett und fiir die des Protons des
mittleren Ringes erscheint im Spektrum ein Singulett. DPDCP, ein Derivat mit zwei
zusatzlichen Phenylgruppen, wurde nach einem Verfahren, wie in Abbildung3.15
dargestellt, im eigenen Arbeitskreis hergestellt. In Abbildung7.10 ist das ein'H -
NMR-Spektrum des Derivats dargestellt. Fiir das Proton in ortho-Stellung zur Car-
boxylgruppe und das Proton am mittleren Ring erscheinen im ! H —NMR-Spektrum
jeweils als Singulett, wohingegen die Protonen des Phenylringes ein Multiplett als
Signal verursachen.
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Abbildung 7.9.: 'H-NMR-Spektrum von DCP
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Abbildung 7.10.: 'H-NMR-Spektrum von DPDCP

7.3.2. Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Uranyl-DCP
Komplexe

Wie in Kapitel 6.2.1 beschrieben wurde fiir die Herstellung der Uranyl-DCP bzw.
Uranyl-DPDCP Komplexe jeweils ein Aquivalent Uranylnitrat oder Uranylacetat in
ca. 1 ml DMSO oder einem entsprechenden Losungsmittel gelost und mit einem
Aquivalent DCP bzw. DPDCP, welches ebenfalls in ca. 1 ml DMSO gelést war,
gemischt. Der gebildete Niederschlag wurde mit Wéarme in Losung gebracht, um
durch langsames Abkiihlen der Losung Kristalle zu erhalten. Die Komplexe wurden
zur Charaktersierung mit Kristallstrukturanalyse, NMR, UV-Vis-Spektroskopie und
IR-Spektroskopie untersucht.
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7.3.3. Synthese und Charakterisierung der Komplexe

7.3.3.1. UO,-DCP-DMSO

C16

Abbildung 7.11.: Kristallstruktur UO,-DCP-DMSO

UO92-DCP-DMSO wird aus der Reaktion von Uranylacetat mit DCP in quantita-
tiver Ausbeute in Form gelber, nadelférmiger Kristalle erhalten, welche rontgen-
diffraktometrisch untersucht wurden (Details siche Anhang). UOo-DCP-DMSO
kristallisiert monoklin in der Raumgruppe P2;/c. Die Molekiilstruktur von UOq-
DCP-DMSO im Kristall zeigt eine typische Uranyleinheit mit zwei kurzen U-O-
Doppelbindungen von etwa 1.774 A und einem Bindungswinkel O(5)-U(1)-O(6) von
178.5(3)°. Die planare 7*-O,N,N,O-Koordination des DCP-Liganden erfolgt dabei
iiber die beiden N-Atome der Phenanthrolineinheit, sowie tiber je ein O-Atom der in
2,6-Position befindlichen Carboxylatgruppen (O1, O3, Abbildung7.11). Die maxi-
malen Abweichungen aus der Ebene, gebildet aus der Dicarboxy-Phenanthrolineinheit
und dem U-Atom, werden fiir die O-Atome beobachtet. Sie betragen: -3.7 pm
(0(3)), 6.6 pm (O(4)), 3.0 pm (O(1)) und -3.3 pm (O(2)). Der DCP-Ligand
belegt dabei in der dquatorialen Ebene praktisch eine komplette Hélfte (Winkel
O(1)-U(1)-O(3) 169.6(2)°), was Platz fiir die Koordination eines DMSO-Solvent-
Molekiils lisst. Der entsprechende U-O-Bindungsabstand ist mit 2.367(7) A (U(1)-
O(7)) gegeniiber den U-O-Bindungsabstanden zu den O-Atomen der Carboxylatein-
heiten (U(1)-O(1)): 2.339(6) A und U(1)-O(3): 2.321(6) A leicht verlingert, aber
immer noch signifikant kiirzer als die beobachtetetn U-N-Bindungsabsténde von
2.530(7) A und 2.542(7) A. Der insgesamt erhaltene Koordinantionspolyeder fiir
UO,-DCP-DMSO ist eine pentagonale Bipyramide mit dem U-Atom im Zentrum
und den Uranyl-O-Atomen in den apikalen Positionen.

Auswahl einiger Bindungsldngen in A und Bindungswinkel in °:
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] Bindung ‘ Abstand in A ‘
U(1)-0(1) 2.339(6)
L =
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U(1)-N(1) 2.542(7)
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Abbildung 7.12.: UV-Spektren von der Bildung des Komplexes: Titration des
freien U(VI) (hellblau) bis zu einem fiinffachen Uberschuss des Liganden DCP
(violett)

Die Titration zeigt eine Verschiebung der Banden vom freien Uranylnitrat zum ge-
bundenen Uranyl-DCP Komplex zu kleineren Wellenldngen hin. Die Titration wurde
bis zu einem Uberschuss von fiinf Aquivalenten DCP gegeniiber dem Uranylkonzen-
tration durchgefithrt. Es kommt zu einer Verschiebung von ca. 5 nm. Da die Ver-
schiebung der Banden nach Zugabe von einem Aquivalent abgeschlossen ist, bildet
sich ein Addukt mit einem Molekiil DMSO pro Einheit. Diese Aussage wird von der
Kristallstrukturanalyse bestitigt. In Abbildung 7.13 ist ein Vergleich der 'H-NMR-
Spektren vom freien DCP-Liganden in DMSO und dem Komplex UO,-DCP-DMSO
gezeigt. Der Komplex UO,-DCP-DMSO ist im Vergleich zum ungebundenen DCP
ins Tieffeld verschoben.
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[ppm]

Abbildung 7.13.: Vergleich der 'H-NMR-Spektren: UOy-DCP-DMSO (rot) und
der freie Ligand DCP (schwarz)

In Abbildung 7.14 ist das 'H-NMR-Spektrum des UO,-DCP-DMSO Komplexes noch-
mals zur Erlduterung gezeigt. Da der Komplex eine Spiegelachse aufweist, sind im
Spektrum 3 Signale der 6 Protonen des aromatischen Systems zu sehen. Bei den
beiden benachbarten Protonen des Pyridinringes kommt es zu einer Aufspaltung
zum Duplett. Das Proton am mittleren Ring erscheint aufgrund fehlender Protonen
in Nachbarpositionen als Singulett.
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Abbildung 7.14.: '"H-NMR-Spektrum von U(VI)-DCP-DMSO
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Abbildung 7.15.: IR-Spektrum von UO5-DCP-DMSO

In Abbildung 7.15 ist das IR-Spektrum von UO,-DCP-DMSO dargestellt. Im Be-
reich 1660-1680 cm~! kann die asymmetrische CO-Valenzschwingung beobachtet
werden. Im Bereich 1300-1350 cm™! ist die symmetrische CO-Valenzschwingung zu
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sehen. Bei 910 cm™! ist eine sehr starke und scharfe Bande der U=0-Bindung zu
sehen.

Absorption
Absorption

A\

365 415 465 515 370 390 410 430 450 470

Wellenl&nge in nm Wellenldnge in nm

Abbildung 7.16.: UV-Vis-Spektren von UOo-DCP-DMSO: (links) konzentrations-
abhéngigen Titration (links); (rechts) zwei Spektren aufgenommen in Teflon
(blau) und DMSO (rot)

In den UV-Vis-Spektren der Abbildung 7.16 sind die m-f-Ubergéinge des Komple-
xes gezeigt. Man erkennt eine Serie von Absorptionen bei 405, 415, 428, 440, 453,
468 und 483 nm. Anhand der konzentrationsabhéngigen Titration konnte der Ex-
tinktionskoeffizient des Adduktes untersucht werden. Er wurde bei der stirksten
Bande bei 425 nm auf 25.4 + 1.5 moll-cm bestimmt. Das Spektrum, welches in fester
Phase aufgenommen wurde (rechter Teil der Abbildung), hat die gleichen Banden,
wie das Spektrum aus fliisssiger Phase in DMSO. Aus der Kristallstrukturanaly-
se ist die Struktur des Adduktes im Kristall bekannt. Das Uranyl-Kation wird vom
DCP in vierzahnigerweise koordiniert und an der frei bleibenden Koordinationsstelle
addiert sich ein DMSO-Molekiil, sodass die Struktur einer pentagonalen Bipyrami-
de entsteht. Die hohe Ubereinstimmung der UV-Vis-spektroskopischen Befunde in
fliissiger als auch in fester Phase sind Zeichen, dass die Festkorperstruktur auch in
fliissiger Phase erhalten bleibt und das Uranyl-Kation in Form einer pentagonalen
Bipyramide komplexiert wird.
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7.3 Uranylkomplexe von DCP-Derivaten

7.3.3.2. [UO,-DCP],

Abbildung 7.17.: Kristallstruktur vom Polymer [UO,-DCP],, aus MeOH

Der Komplex [UOy-DCP]J,, wird mit Hilfe eines Extraktionsverfahrens, wie in

Unterabschnitt 6.2.2 beschrieben, in quantitativer Ausbeute erhalten. Da bei seiner
Herstellung keine koordinierenden Losungsmittel verwendet wurden, wird nicht, wie
im vorangegangenen Komplex, die freie Koordinationsstelle durch ein Losungsmittel,
sondern durch ein O-Atom der Carboxylatgruppe eines benachbarten Molekiils ein-
genommen und es resultiert ein Polymer. Das Polymer kristallisiert orthorombisch
in der Raumgruppe Pnma. In Abbildung 7.17 ist die Kristallstruktur des Polymers
[UO2-DCP],, dargestellt. Die Struktur besteht aus einem zentralen U(VI)-Atom, wel-
ches zu zwei symmetriedquivalenten O-Atomen (O5) mit einer Bindungslédnge von
1.759(9) A und iiber einen Winkel von 176.9(7)° gebunden ist. Diese Einheit bil-
det das Uranyl-Kation. Ein DCP-Ligand koordiniert das Uranyl-Kation vierfach in
dquatorialer Ebene durch die beiden N-Atome bei einer Bindungslange von 2.572(15)
A (N(1)) und 2.558(15) (N(2)) und durch zwei O-Atome der Carboxyleinheiten mit
ciner Bindungslinge von 2.296(15) A (O(3)) und 2.418(14) A (O(1)). Um die pen-
tagonale Bipyramide zu vervollstdndigen, deren Zentrum das U(VI)-Atom darstellt,
koordiniert ein weiteres O-Atom (O(2)) eines weiteren DCP-Liganden das U(VI)-
Atom an seiner freien Koordinationsstelle mit einer Bindungslédnge von 2.349(13) A
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Es resultiert somit ein eindimensionaler Strang.
Auswahl einiger Bindungslingen in A und Bindungswinkel in °:

’ Bindung ‘ Abstand in A ‘
U(1)-0(1) 2.418(14)
U(1)-0(2) 2.349(13) ’ Bindung \ Winkel in ° ‘
U(1)-0(3) 2.296(15) 0O(3)-U(1)-0O(5) 172.0(5)
U(1)-O(5) 1.759(9) O(5)-U(1)-0(5) 176.9(7)
U(1)-N(1) 2.572(15)
U(1)-N(2) 2.558(15)

Diskussion  Das Polymer [UO,-DCP],, wurde mit Hilfe einer Extraktionsapparatur
hergestellt. Die Synthese des Polymers mit Hilfe von Extraktion ist sehr viel einfacher
als die von Dean et al. beschriebene Synthese mit einem Hydrothermalverfahren.[1]
Es sind keine besonders hohen Temperaturen oder Driicke notwendig um die Kristal-
le des Polymers zu erhalten. Das Polymer [UO2-DCP],, ist eine reine Festkérperver-
bindung. In DMSO gelost stimmen seine spektroskopischen Eigenschaften komplett
mit denen des vorangegangenen Komplexes UO,-DCP-DMSO iiberein, was daran
liegt, dass die polymere Struktur in Losung aufgebrochen wird.

7.3.3.3. UO,-DCP-NaOAc

UO2-DCP-NaOAc ist in trikliner Form in der Raumgruppe P-1 kristallisiert. Die
Kristallstruktur des Adduktes [UO2-DCP-OAc]~ [Na]™ ist kompliziert. Das Na-Ion
ist relativ grofl und seine freien Koordinationsstellen werden unterschiedlich abgesét-
tigt. Das Uranyl-Kation wird vom Liganden DCP in der horizontalen Ebene vierfach
koordiniert. Der Bindungswinkel zwischen den Carboxylateinheiten des Liganden,
die das Uranyl-Kation koordinieren, betrégt 176.8(3)°. Die Polymer-Strang-
struktur wird dann durch die Na-Ionen aufgebaut, die sich koordinativ durch Bin-
dungen an die Carboxylatgruppen der verschiedenen DCP-Einheiten absattigen.
Auswahl einiger Bindungslingen in A und Bindungswinkel in °:

’ Bindung ‘ Abstand in A ‘
U(1)-0(11) 2.424(11)
U(1)-O(13) 2.397(11)
U(1)-O(15) 2.469(10)
U(1)-0(16) 9.448(11)
U(1)-O(17) 1.684(9)
U(1)-0(18) 1.682(10)
U(1)-N(11) 2.650(14)
U(1)-N(12) 2.620(13)
U(1)-Na(1) 4.028(6)
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‘ Bindung ‘ Winkel in ° ‘
O(13)-U(1)-O(11) 176.8(3)
O(18)-U(1)-O(17) 177.8(5)
N(12)-U(1)-N(11) 60.6(4)

Abbildung 7.18.: Kristallstruktur von UO5-DCP-NaOAc
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7.3.3.4. UO,-DCP-Guanidinium Acetat

C10

Abbildung 7.19.: Kristallstruktur von UO5-DCP-Guanidinium Acetat

Der Komplex UOy-DCP-Guanidinium Acetat wurde nach der Prozedur in
Unterabschnitt 6.2.2 hergestellt und in quantitativer Ausbeute erhalten. Der Kom-
plex UO5-DCP-Guanidinium Acetat kristallisiert in monokliner Form in der Raum-
gruppe P2, /c. Die Struktur des Kristalls [UOy-DCP-OAc|~[Gdm]|* basiert auf einem
zentralen U(VI)-Atom, welches an zwei O-Atome des Liganden mit einer Distanz von
2.405(6) A (O(1)) und 2.392(6) A (O(3)) und mit einem Winkel von O(1)-U(1)-O(3)
176.4(2)° gebunden ist. Es bleibt gentigend Platz zur Koordination eines weiteren
Liganden. Das Acetat fungiert als bidentater Ligand, sodass das U(VI)-Atom in
daquatorialer Ebene sechsfach koordiniert wird. Es resultiert eine hexagonale Bipy-
ramide.

Auswahl einiger Bindungslédngen in A und Bindungswinkel in °:

] Bindung ‘ Abstand in A ‘

U(1)-0(1) 2.405(6)

U(1)-0(3) 2.392(6)

U(1)-0(5) 2.463(6) ’ Bindung \ Winkel in ° ‘
U(1)-0(6) 2.455(7) 0O(3)-U(1)-0(1) 176.4(2)
U(1)-O(7) 1.754(6) 0(6)-U(1)-O(5) 176.9(3)
U(1)-O(8) 1.749(7)

U(1)-N(1) 2.608(7)

U(1)-N(2) 2.642(7)
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Diskussion Beim UQO9-DCP-NaOAc wird das Na-Kation unterschiedlich koordi-

niert und es resultiert eine komplizierte Kristallstruktur. Im Falle des UO,-DCP-Guanidinium
Acetat kommt es zur Ausbildung von H-Briickenbindungen zwischen dem Guanidinium-

Ion und den Carboxylatgruppen des DCP und wird somit regelmafig koordiniert.

7.3.3.5. UO,-DPDCP-DMSO

Abbildung 7.20.: Kristallstruktur von UO,-DPDCP-DMSO

Der Komplex UOo-DPDCP-DMSO wurde nach der experimentellen Prozedur in
Unterabschnitt 6.2.2 hergestellt und in quantitativer Ausbeute erhalten.

UO,-DPDCP-DMSO kristallisiert monoklin in der Raumgruppe P2; /n. Die Molekiil-
struktur von UO,-DPDCP-DMSO zeigt wie im Falle des UO,-DCP-DMSO eine typi-
sche Uranyleinheit mit zwei kurzen U-O-Doppelbindungen mit 1.731(5) A fiir U(1)-
O(5) und 1.740(5) A fiir U(1)-O(6). In der Kristallstruktur des UO,-DPDCP-DMSO
ist das U(VI)-Atom in der dquatorialen Ebene fiinffach koordiniert. DPDCP fungiert
als tetradentater Ligand. Die U(1)-N(1/2) Bindungen betragen jeweils 2.535(6) A
bzw. 2.536(6). Der Winkel O(1)-U(1)-O(3), welcher das U(VI)-Atom und die beiden
O-Atome der Carboxylatgruppen des Liganden umfasst, betrdgt 169.5(18)°. Somit
bleibt eine freie Bindungsstelle, an der DMSO in der Kristallstruktur koordiniert
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wird.
Auswahl einiger Bindungslingen in A und Bindungswinkel in °:

’ Bindung ‘ Abstand in A ‘
U(1)-O(1) 2.364(5)
383_823 ?3;(1]23 ’ Bindung ‘ Winkel in ° ‘
: O(3)-U(1)-0(1) 169.5(18)
gg;ggg; ;;‘fgg 0(6)-U(1)-0(5) 179.3(2)
U(1)-N(1) 2.535(6)
U(1)-N(2) 2.536(5)

Diskussion Betrachtet man die beiden Kristallstrukturen von UO,-DCP-DMSO
und UO,-DPDCP-DMSO im Vergleich, so sind die beiden Strukturen analog. Der
Bindungswinkel, welcher das zentrale U(VI)-Atom mit den O-Atomen der Carboxyl-
gruppen einschliefit betrdgt im Falle des DCP-Komplexes 169.6(2)° und im Falle des
DPDCP-Komplexes 169.5(18)°. In beiden Fallen wird das U(VI)-Atom in dquatoria-
ler Ebene vom jeweiligen Liganden in vierzahniger Weise so koordiniert, dass DMSO
als einzahniger Ligand die freie Koordinationsstelle besetzen kann. Das U(VI)-Atom
wird also in dquatorialer Ebene finffach koordiniert, sodass mit den O-Atomen der
Uranyl-Kation-Einheit eine pentagonale Bipyramide resultiert.

[ppm]

Abbildung 7.21.: 'H-NMR-Spektrum von UO,-DPDCP-DMSO
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In Abbildung 7.21 ist das 'H-NMR-Spektrum von UQ,-DPDCP-DMSO gezeigt. Ge-
nauso wie beim 'H-NMR-Spektrum des UO,-DCP-DMSO Komplexes, weist der hier
diskutierte eine Spiegelachse auf. Somit sind im Spektrum drei Signale der 14 Pro-
tonen auszumachen. Die beiden Protonen am Phenanthrolingrundgeriist ergeben
aufgrund fehlender benachbarter Protonen jeweils ein Singulett, die Protonen an
den Phenylresten erscheinen im Spektrum als Multiplett.

7.3.3.6. [UO,-DPDCP],

Abbildung 7.22.: Kristallstruktur des Tetramers [UO,-DPDCP]4

Der Komplex [UO2-DPDCP], wurde mit Hilfe eines Extraktionsverfahrens, wie in
Unterabschnitt 6.2.2 beschrieben, in quantitativer Ausbeute erhalten. Der Komplex
kristallisiert in monokliner Form in der Raumgruppe P2;/c. Das U(VI)-Atom wird
vom DPDCP in vierzéhniger Weise komplexiert. Fiir O(3)-U(1)-O(1) resultiert ein
Winkel von 173.41(16)°. Da bei der Synthese kein koordinierendes Losungsmittel
verwendet wurde, addiert sich an die freie Koordinationsstelle ein Sauerstoffatom
(O(1A)) einer Carboxylateinheit des ndchsten UO,-DPDCP Komplexes. Aufgrund
des sterischen Platzanspruchs der Phenylgruppen am DCP-Grundgeriist bildet sich
hier kein eindimensionaler Strang wie im Falle des Polymers [UOo-DCP],,, sondern
ein Tetramer. Ein direkter Vergleich der beiden Kristalle ist in Abbildung 8.1 dar-
gestellt.

Auswahl einiger Bindungsldngen in A und Bindungswinkel in °:
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| Bindung Abstand in & |
U(1)-0(1) 2.404(5)
| [
' 0(3)-U(1)-0(1) | _ 173.41(16)
3838&3 1;228 0(6)-U(1)-0(5) 178.1(2)
U(1)-N(1) 2.609(5)
U(1)-N(2) 2.562(5)

Diskussion Wie beim Polymer [UOo-DCP],, handelt es sich bei dem Tetramer
[UO2-DPDCP]|y um eine reine Festkorperverbindung. In DMSO gelost stimmen

die spektroskopischen Eigenschaften des Tetramers komplett mit denen des UQO,-
DPDCP-DMSO iiberein.

7.3.3.7. UO,-DPDCP-DMAA

Abbildung 7.23.: Kristallstruktur von UO,-DPDCP-DMAA
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7.3 Uranylkomplexe von DCP-Derivaten

Der Komplex UO,-DPDCP-DMAA ist in monokliner Form in der Raumgruppe
P2, /c kristallisiert. UOo-DPDCP-DMAA kristallisiert analog der Kristallstruktur
des UOo-DPDCP-DMSO. Das U(VI)-Atom wird in der dquatorialen Ebene durch
den Liganden DPDCP vierfach koordiniert und es resultiert ein Bindungswinkel zwi-
schen den Sauerstoffatomen der Carboxylgruppen und dem zentralen U(VI)-Atom
von 170.1(3)°. Ein Sauerstoffatom des DMAA-Molekiils vervollstandigt die Struktur
der pentagonalen Bipyramide mit einer Bindungsliange zwischen U(1) und O(7) von
2.316(9) A.

Auswahl einiger Bindungsldngen in A und Bindungswinkel in °:

’ Bindung ‘ Abstand in A ‘
U(1)-0(1) 2.307(8)
e s —
’ 0(3)-U(1)-0(1) 170.1(3)
38822 ;;i’zgi O(6)-U(1)-0(5) 177.2(3)
U(1)-N(1) 2.532(9)
U(1)-N(2) 2.545(9)

7.3.4. Vergleich der strukturellen Eigenschaften

’ Komplex ‘ U-O in A ‘ U=0in A ‘ Winkel in °* ‘ Winkel in °** ‘
UO,-DCP-DMSO | 2.321-2.339 | L.773-1.774 | 169.6(2) 178.5(3)
[U0,-DCP], 2.296-2.418 | 1759 172.0(5) 176.9(7)
U0,-DCP-NaOAc | 2.448-2.469 | 1.682-1.84 | 177.8(5) 176.3(3)
UO,-DCP-Gdm 2.392-2.405 | 1.774-1.754 176.4(2) 176.9(3)
U0,-DPDCP-DMSO | 2.310-2.364 | 1L731-1.740 | 169.5(18) 179.3(2)
[UO, DPDCP], | 2.361-2.404 | 1.746-1.750 | 173.41(16) 178.1(2)
UO,-DCP-DMAA | 2.269-2.307 | L758-1.761 | 170.1(3) 177.2(3)

Tabelle 7.1.: Vergleich der untersuchten Komplexe. * bezeichnet den Winkel wel-
cher das zentrale U(VI) mit den Carboxylatgruppen einschlieit, ** bezeichnet den
Winkel des Uranyl-Kations

In der Tabelle ist eine Zusammenstellung der Bindungsabstidnde und der Bindungs-
winkel um das U(VI)-Atom der einzelnen Komplexe dargestellt. Die Bindungsab-
stande vom U(VI)-Atom zu den O-Atomen der Carboxylatgruppen der Liganden
sind dhnlich und betragen im Durchschnitt 2.36 A und schlieBen das U(VI)-Atom
mit einem Winkel von ca. 173° ein. Die kiirzeren U-O-Doppelbindungen des Uranyl-
Kations sind durchschnittlich 1.76 A lang und bilden mit dem U(VI)-Atom einen
Winkel von ca. 178°. Somit wird in jedem untersuchten Komplex ca. eine Hélfte des

81



Ergebnisse und Diskussion

Uranyl-Kations vom Liganden besetzt und ldsst somit Platz zur Koordination ei-
nes Losungsmittelmolekiils. Das Acetat kann sogar als bidentater Ligand fungieren.
Bei Verwendung von nicht koordinierenden Loésungsmitteln, wird die freie Halfte
des Uranyl-Kations mit einer Carboxylateinheit des nachsten Liganden abgeséttigt.
Im Falle des UO5-DCP entsteht ein Polymer, im Falle des UO,-DPDCP bildet sich
aufgrund des sterischen Platzanspruchs der Phenylgruppen ein Tetramer.

7.4. Protonierungskonstanten BCPDA

Absorption

2200 2700 320,0 3700
Wellenldnge in nm
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0.1 -
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Abbildung 7.24.: UV-Spektren zur Untersuchung der Saurekonstanten von BCP-
DA
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7.4 Protonierungskonstanten BCPDA

Zur Untersuchung der thermodynamischen Eigenschaften des Komplexes UO,-BCPDA
ist es notwendig die Protonierungskonstanten der Sduren zu kennen.

H,BOPDA = HBCPDA™ + HY bzw. HBOCPDA™ = BCPDA* + H"

Die Protonierungskonstanten von DCP wurden von Melton et al. bereits untersucht
und auf pK;= 4.75 und pKy= 2.53 in 0.1 M NaClO4 bestimmt.[38] Die Protonie-
rungskonstanten von BCPDA sollten den Werten vom DCP &hnlich sein, da die
Funktionalisierung mit den Chrorosulfophenylgruppen keinen signifikanten Einfluss
auf die Protonen der Carboxyleinheiten haben sollte. Die Konstanten wurden ermit-
telt, indem die UV-Spektren des Liganden in Abhéngigkeit vom pH-Wert untersucht
wurden. In Abbildung 7.24 sind die gemessenen UV-Spektren dargestellt. Im sauren
pH-Bereich liegt das Maximum der Bande bei 295 nm. Im alkalischen Bereich ver-
schiebt sich das Maximum zu 289 nm. Auflerdem bildet sich ab pH 3.6 eine Bande
zwischen 320 und 340 nm. Anhand dieser Variation der UV-Spektren in Abhéngig-
keit vom pH Wert wurde eine Peakentfaltung mit dem Excel Solver durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 7.25 dargestellt.

15 15
' }
1 y=10267x -4,8441 _ -~
1.004x - 2,6933 }HN T %9 &'%f
_ 1ye .. ) )
g 054 v=1, ; @t}« 2 o] -
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T E{.ﬁ“ =05 1 5 gy
2 05 ¥ SRR
-1 'L T T —1,5 T T
15 25 35 45 35 45 55 6.5
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Abbildung 7.25.: Steigungsanalysen der einzelnen Deprotonierungsschritte

In Abbildung 7.25 sind die Steigungsanalysen der Deprotonierung dargestellt. Hier-
fiir wurde der Logarithmus von deprotonierter zu protonierter Spezies in Abhédngig-
keit vom pH Wert aufgetragen. Das linke Schaubild zeigt den ersten Deprotonieruns-
schritt und das rechte Schaubild den zweiten. Die Steigung ist in beiden Féllen 1 und
somit kann abgelesen werden, dass es sich jeweils um den Ubergang eines Protons
handelt.
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Abbildung 7.26.: pH abhéngige Speziesverteilung von BCPDA

Anhand der ermittelten Protonierungkonstanten kann eine Speziation berechnet
werden, wie die jeweiligen Anteile an zweifach- bzw. einfachprotoniertem und depro-
toniertem Ligand bei den verschiedenen pH-Werten vorliegen. Abbildung 7.26 zeigt
diese Speziationsverteilung von BCPDA in Abhéngigkeit vom pH Wert.

Diskussion: Die ermittelten Protonierungskonstanten von BCPDA mit den Wer-
ten von pK;= 4.71 4+ 0.03 und pKy= 2.68 + 0.03 stimmen mit den literaturbekann-
ten Werten (von Melton et al. [38]) von DCP tberein. Dies ist zu erwarten, denn
die Funktionalisierung mit den Chlorosulfophenylgruppen sollte keinen signifikanten
Einfluss auf die Carboxyleinheiten ausiiben. Dieses Ergebnis bestétigt die Annahme,
dass sich beide Liganden thermodynamisch gleich verhalten und die Funktionalisie-
rung keinen Einfluss auf die komplexierenden Eigenschaften des DCP austibt.

7.5. Stabilitatskonstante UO,-BCPDA

Abbildung 7.27 zeigt die UV-Spektren der Komplexierung von BCPDA mit U(VI)
bei pH 4. Der freie Ligand hat ein Absorptionsmaximum bei 293 nm. Nach stu-
fenweiser Zugabe an U(VI) verschob sich das Maximum der Bande um ca. 7 nm
auf 300 nm. Beim rechten Schaubild gibt r das Verhéltnis zwischen Gesamtkonzen-
tration an U(VI) und BCPDA an. Das Schaubild gibt den Anteil des gebildeten
U(VI)-BCPDA Komplexes wieder, der sich aus der Peakentfaltung mit Hilfe des
Excel Solvers ermitteln liefi.
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Abbildung 7.27.: UV-Spektren der Komplexbildung vom freien BCPDA zum
U(VI)-BCPDA (links); Anteil des gebildeten U(VI)-BCPDA, ermittelt durch Pea-
kentfaltung (rechts)

Die Stabilitatskonstante des U(VI)-BCPDA Komplexes ist von groSter Bedeutung,
wenn die thermodynamischen Eigenschaften des Komplexes untersucht und dis-
kutiert werden sollen. Die Stabilitatskonstante wurde mittels zweier, voneinander
unabhéngiger Methoden untersucht. Zur Unterscheidung von freiem bzw. komple-
xiertem U(VI) wurde ITLC bzw. lonenaustausch mit AG MP-50 eingesetzt. Die
Untersuchungen wurden bei pH 3.2 bzw 4.0 durchgefiihrt. Als Urantracer wurden
sowohl 29U als auch 27U verwendet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in
Abbildung 7.28 dargestellt. Im Mittel lie8 sich eine Stabilitatskonstante von log K
7.4 £ 0.2 bei einer lIonenstérke von 0.1 M NaClO,4 bestimmen. Korrigiert man diese
Stabilitatskonstante mit der Davies Gleichung (siehe Anhang) so ergibt sich eine
Stabiltdtskonstante von log K 8.2 bei der Ionenstérke Null. Fur die Fehlerbalken
wurde ein maximaler Fehler von 5% fiir die Analysen eingerdumt.
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Abbildung 7.28.: Tracerexperimente zur Bestimmung der Stabilitdtskonstante
von U-BCPDA in 0.1 M NaClOy4

Diskussion  Die Untersuchungen der Stabilitdtskonstanten von UO,-BCPDA mit
zwei unterschiedlichen Urantracern, bei verschiedenen pH-Werten mit zwei unter-
schiedlichen Analytikmethoden ergeben konsistente Ergebnisse. Die Anwendung die-
ser unterschiedlichen Methoden soll die Zuverlassigkeit des Ergebnisses unterstrei-
chen, da es die Grundlage fiir die thermodynamischen Berechnungen bietet. Au-
Berdem wird davon ausgegangen, dass die hier ermittelte Stabilitatskonstante fiir
UO,-BCPDA auch der Stabilitdtskonstante von UO9-DCP entspricht. Die Untersu-
chung dieses Systems ist jedoch wegen der geringen Loslichkeit des Liganden und des
Komplexes schwierig. Da jedoch, wie bereits in Abschnitt 7.4 gezeigt, die Protonie-
rungskonstanten des BCPDA mit den literturbekannten des DCP iibereinstimmen,
wird davon ausgegangen, dass sich auch bei der Bildung von Uranylkomplexen DCP
und sein Derivat BCPDA nicht wesentlich unterscheiden und die Chlorosulfophe-
nylgruppen keinen signifikanten Einfluss auf die thermodynamischen und komple-
xierenden Figenschaften des Liganden austiben.

7.5.1. Kinetik bei der Bildung des UO,-BCPDA Komplexes

Die Bildung des UO,-BCPDA Komplexes ist schnell und die Aktivitat in Losung
zeigt keine signifikante Anderung. Es gibt dementsprechend keine Anzeichen fiir
Sorptions- oder Fallungseffekte.

Analysen, welche nach 20 Minuten und nach 24 h durchgefiihrt wurden, zeigen die
gleichen Ergebnisse. Dies zeigt, dass die Bildung des Komplexes nach 20 Minuten ab-

86



7.6 UO2-BCPDA und dessen terndre Hydroxo- und Carbonatokomplexe

geschlossen ist. Auf diesem Ergebnis beruhend wurden die Proben zur Untersuchung
der Stabilitdtskonstanten nach 1 Stunde analysiert.
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Abbildung 7.29.: Kinetik der Bildung des U(VI)-BCPDA Komplexes (blau) und
Aktivitat in Losung (rot) bei pH 4 in 0.1 M NaClO,

7.6. UO,-BCPDA und dessen ternare Hydroxo- und
Carbonatokomplexe

7.6.1. UO,-BCPDA-OH"

Wie in Abschnitt 7.3 bereits diskutiert ist die Struktur des bindren Komplexes so
beschaffen, dass das Uranyl-Kation von DCP bzw. seiner Derivate in vierzahniger-
weise so koordiniert wird, dass eine Koordinationsstelle frei bleibt und diese leicht zur
Bildung von terndren Addukten besetzt werden kann. Intention des Experimentes
war die Untersuchung der Bildung des terndren Hydroxokomplexes UOy-BCPDA-
OH™. Das zu Grunde liegende Experiment geschah unter Ausschluss von Carbonat
in einem mit Stickstoff gefiillten Handschuhkasten. Mit UV-Spektroskopie wurde
die pH-abhéngige Bildung des ternaren Hydroxokomplexes untersucht. Es wurden
neun unterschiedliche Proben mit gleichen Konzentrationen an UO,-BCPDA auf pH
Werte zwischen 3.27 und 8.46 konditioniert und nach Erreichen des Gleichgewich-
tes wurden die Proben mittels UV-Spektroskopie analysiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 7.30 dargestellt.
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Abbildung 7.30.: UV-Spektren der pH-abhéngigen Bildung des U(VI)-BCPDA-
OH™-Komplexes (oben) und die Steigungsanalyse (unten)

Diskussion Mit der pH-Veranderung kommt es zu einer leichten Anderung in der
Absortion der UV-Spektren. Die Maxima der Banden verschieben sich mit Erhohung
des pH-Wertes um etwa 3 nm zu kleineren Wellenlingen. Diese Anderung in der
Absortion kann mit der Bildung des terndren Hydroxokomplexes erklart werden.

Die UV-Spektren wurden mit Hilfe des Excel Solvers analysiert. Die Peakentfaltung
wurde mit dem Spektrum, welches bei pH 4.20 aufgenommen wurde, als unteres
Referenzspektrum, und dem Spektrum von pH 8.46 als oberes Referenzspektrum
durchgefithrt. Es kann davon ausgegangen werden, dass es bei den niedrigen pH
Werten von 3.27 und 4.20 noch zu keiner Bildung des terndren Komplexes gekom-
men ist. Zur Peakentfaltung wurde das Spektrum bei pH 4.2 gewéhlt, da dieses
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aufgrund eines geringeren Rauschens eine grofere Sicherheit in den Ergebnissen er-
zielte. Das Ergebnis ist in Abbildung 7.30 auf der rechten Seite abgebildet. Es ergab
sich eine Steigung von 1.05. Die Fehlerbalken gewéhrleisten einen Fehler von 5%,
der bei der Auswertung mittels Peakentfaltung eingerdumt wurde. Die Steigung
kann mit dem Ubergang eines Protons erklirt werden, also dem Ubergang eines
Aquo-Adduktes zum Hydroxokomplex. Die erhaltenen Daten konnten hinsichtlich
der Bruttokomplexbildungskonstante des terndren Komplexes ausgewertet werden
und somit konnte sie auf log = 13.2 4+ 0.2 in 0.1 M NaClO,4 bestimmt werden.

UOy+ BCPDA?*” +0OH- 2 UOy — BCPDA — OH~ mit log = 13.24+0.2

Und folglich gibt sich fiir die stufenweise Komplexbildungskonstante fiir die Anla-
gerung eines Hydroxoions an den binaren Komplex:

UOy — BCPDA+OH- 2UOy — BOCPDA — OH™ mit logK = 5.8 +0.2

Dieses Ergebnis steht jedoch unter dem Vorbehalt, dass die Anderung der UV-
Spektren in Abhéngigkeit vom pH Wert nur sehr geringfiigig ist und die einzelnen
Spektren mit einem Rauschen behaftet sind. Um die Belastbarkeit der hier gefun-
denen Stabilitdtskonstante zu festigen, sind weitere Experimente durchzufiihren.

7.6.2. UO,-BCPDA-CO2%"

Die Kenntnis iiber die Rolle des Carbonat hinsichtlich seiner konkurrierenden Ei-
genschaften um das Uranyl-Kation ist fiir das thermodynamische Verstandnis des
UO,-BCPDA Komplexes von auerordentlicher Wichtigkeit. Es wurde eine Unter-
suchung der UV-Spektren mit einem COg-Partialdruck von 5% in der Atmosphére,
entsprechend pco,= 1.4 durchgefithrt. Abbildung 7.31 zeigt die pH abhéngigen UV-
Spektren. Sie wurden in dem pH Bereich von 3.79 bis 8.88 aufgenommen.

Abbildung 7.32 zeigt auf der linken Seite die Modellierung des UV-Spektrums des
reinen terniren Komplexes UO,-BCPDA-CO2 ™. Hierfiir wurde das Spektrum bei pH
3.79 vom Spektrum bei pH 4.81 subtrahiert. Genauso wurde mit den Spektren bei pH
8.88 und pH 8.43 verfahren. Die Reste wurden anschlielend wieder beziiglich ihrer
Konzentration normiert. Da sich beide berechneten und normierten Spektren dhneln,
kann davon ausgegangen, dass es sich hier um die Spektren der terndren Spezies
handelt. Fiir eine Peakentfaltung wurde ein Mischspektrum dieser beiden Spektren
verwendet. Auf der rechten Seite in Abbildung 7.32 ist ein Vergleich des Spektrums
bei pH 8.88 und des freien Liganden dargestellt. Bei hohen pH-Werten kommt es also
zur vollstindigen Dekomplexierung des UO,-BCPDA-CO3~ -Komplexes zugunsten
der Bildung des UO5(CO3)3™.
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Abbildung 7.31.: UV-Spektren der pH-abhédngigen Bildung des UO,-BCPDA-
CO3 -Komplexes in einer Atmosphire mit 5% CO,-Partialdruck
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Abbildung 7.32.: Modellierung des Spektrums des terndren Komplexes (links),
Vergleich des Spektrums bei pH 8.88 und dem freien Liganden BCPDA (rechts)

Abbildung 7.33 zeigt auf der linken Seite die Referenzspektren, die fiir eine Pea-
kentfaltung herangezogen wurden. Als Referenzspektrum fiir den terndren Kom-
plex wurde das Mischspektrum verwendet, welches sich aus den beiden modellierten
Spektren aus Abbildung 7.32 ergab. Aufgrund der zu geringfiigigen Anderung und
einem Rauschen im Referenzspektrum des UOy,-BCPDA-CO32™-Komplexes konnte
die Bildung des Komplexes mit Hilfe der Peakentfaltung nicht untersucht werden.
Es konnte jedoch die Dissoziation des UO,-BCPDA-CO3~-Komplexes zugunsten der
Bildung des U(VI)-(CO3)*~- Komplexes verfolgt werden. Das Ergebnis ist auf der
rechten Seite dargestellt.
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Abbildung 7.33.: Referenzspektren fir UO,-BCPDA  (rot), UO,-BCPDA-
CO3 (schwarz) und freies BCPDA (griin) (links); Steigunsanalyse der Dis-
soziation des U(VI)-BCPDA-CO3~ zugunsten des U(VI)-(COs3)*~Komplexes
(links)

Diskussion Die pH-abhingige Untersuchung der UV-Spektren gibt einen Einblick
auf das Verhalten des UO,-BCPDA Komplexes unter Einfluss von Carbonat als
moglicher Konkurrent. Im Zuge der pH-Erhéhung kommt es zu einer steigenden
Gleichgewichtskonzentration des Carbonats in Losung. Abbildung 7.33 zeigt auf der
linken Seite die Referenzspektren fiir die vorliegenden Spezies. Bei pH 3.79 (orange)
liegt ausschliefSlich der bindre UO,-BCPDA Komplex vor. Mit steigendem pH-Wert
kommt es zur Bildung des UO,-BCPDA-CO3 ™ -Komplexes (schwarz). Wird der pH-
Wert weiterhin erhoht, kommt es zu einer starken Steigerung der Gleichgewichts-
konzentration an Carbonat in Losung. Der Tricarbonatokomplex UQOy(CO3);™ ist
bei diesen Konzentrationen mit einer Bruttokomplexbildungskonstante von log [
21.6 starker als der UO,-BCPDA Komplex und es kommt folglich zur Dissoziation
des Komplexes. Im UV-Spektrum konnte die Bildung des freien Liganden (griin)
visuell verfolgt werden. Da das Spektrum, welches bei pH 8.8 aufgenommen wurde,
dem Spektrum des freien Liganden analog ist, kann davon ausgegangen werden, dass
bei diesem pH-Wert die Dissoziation des U(VI)-BCPDA Komplexes abgeschlossen
ist und sich der Tricarbonatokomplex quantitativ gebildet hat. Diese Aussage wird
durch die Steigungsanalyse untermauert, denn die Peakentfaltung der Spektren er-
gibt in dem Bereich von 7 bis 8.8 eine Steigung von 2, was einen Hinweis auf den
Austausch des BCPDA-Liganden mit zwei Carbonatmolekiilen gibt. Der Peakent-
faltung wurde ein Fehler von 10% eingeraumt. Diese Annahme reicht jedoch nicht
aus, die Geradengleichung innerhalb der Fehlertoleranz verlaufen zu lassen. Aus die-
sem Grund sind weitere Experimente zur Untermauerung der gefundenen Hinweise
notwendig. Da die Referenzspektren fiir den binaren und ternaren Komplex sehr
ahnlich sind, war es nicht moglich eine Peakentfaltung durchzufithren und eine Sta-
bilitdtskonstante fiir die Bildung des terniren U(VI)-BCPDA-CO3 - Komplexes zu
bestimmen.
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7.7. Chelatierung des Antikorpers MabThera®

Zur Untersuchung, ob der Ligand DCP bzw. seine funktionalisierten Derivate DCP-
NCS und BCPDA fiir den Einsatz in der TAT geeignet sind, muss geklirt werden,
ob diese an einen monoklonalem Antikorper gebunden werden kénnen. Es muss ein
Protokoll entwickelt werden, welches es ermoglicht, die Liganden in effizienter und
reproduzierbarer Weise an den Antikorper zu binden. Zur Analyse dieser Konjugie-
rungsexperimente wurde die UV-Spektroskopie gewéhlt, da auf diese Weise quanti-
tative Aussagen beziiglich der Konzentrationen, sowohl des Liganden, als auch des
Antikorpers, gemacht werden kénnen.

7.7.1. Chelatierung vom Antikorper MabThera® mit DCP-NCS

Extinktionskoeffizient von DCP-NCS Abbildung 7.34 zeigt die UV-Spektren ver-
schiedener Konzentrationen von DCP-NCS. Bei 280 nm ergab sich ein Extinktionsko-
effizient von ¢ = 14000 + 400 —E— und bei 325 nm wurde der Extinktionskoeffzient

mol-cm

auf ¢ = 7400 + 300 —&— bestimmt.
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Abbildung 7.34.: Extinktionskoeffizient von DCP-NCS bei pH 7.4

Ergebnis Die Bildung des Konjugates geschieht, wie in Unterabschnitt 3.4.2 be-
schrieben, durch Bildung einer Thioharnstoffgruppe durch Reaktion der Isothiocy-
natgruppe am DCP-NCS mit einer freien Aminogruppe am monoklonalen Antikor-
per. Hierftir wurde der Antikérper MabThera® in NayCOs-Puffer bei pH 9 mit einem
achtfachen Uberschuss an Ligand DCP-NCS iiber Nacht bei RT geriihrt und schlief3-
lich in HEPES-Puffer bei pH 7.4 umgepuffert. Um Ausfallungen zu vermeiden wurde
dem Reaktionsgemisch 10% DMF hinzugefiigt. Da DCP-NCS bei 325 nm eine Bande
besitzt, kann mit Hilfe der Extinktionskoeffizienten des Antikérpers MabThera® bei
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280 nm und des Liganden DCP-NCS bei 280 nm und 325 nm eine Aussage iiber die
Konzentrationen und somit tiber das Verhéaltnis von Ligand zu Antikérper gemacht
werden. Da der Antikorper selbst bei 325 nm keine Absorption aufzeigt, entspricht
also die Absorption bei 325 nm der Konzentration des DCP-NCS und diese betragt
~ 2.1:107°M. Diese entspricht bei 280 nm einer Absorption von 0.29. Somit hat der
Antikérper eine Konzentration von 1.3 -4 und das Verhéltnis von Ligand zu Anti-
korper betrigt 3.3. Es sind also bei Umsetzung eines achtfachen Uberschusses von
Ligand zu Antikorper drei Liganden pro Antikérper gebunden.
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0.500 1

0.000 T T T
235.0 285.0 335.0 385.0
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Abbildung 7.35.: UV-Spektrum des freien (blau) und des mit DCP-NCS chela-
tierten (rot) Antikorpers MabThera®

Dikussion Die Prozedur ist eine geeignete Methode um den Antikérper MabThe-
ra® mit DCP-NCS zu chelatieren. Mittels UV-Spektroskopie kann das Verhéaltnis
von Ligand zu Antikérper gut bestimmt werden. Das Ergebnis zeigt, dass ca. drei
Liganden pro Antikoérper gebunden sind. Da ein Verhéltnis von 1-5 Liganden pro
Antikoérper sinnvoll sind, ist dies ein gutes Ergebnis. Ein gréfierer Uberschuss an
Ligand pro Antikorper ware nicht sinnvoll, da infolgedessen die Immunoreaktivitat
des Antikorpers herabgesetzt werden konnte. Der produzierte chelatierte Antikorper
konnte erfolgreich mit ?*"U radiomarkiert werden. Die entsprechenden Ergebnisse
sind in Abschnitt 7.8 beschrieben.

7.7.2. Chelatierung vom Antikorper MabThera® mit BCPDA

Extinktionskoeffzient bei pH 7.4 In Abbildung 7.36 sind die UV-Spektren der
Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der Extinktionskoeffizienten von BCPDA bei
pH 7.4 dargestellt. Die Extinktionskoeffzienten der unterschiedlichen Wellenléngen
sind der Tabelle zu entnehmen.
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Abbildung 7.36.: Extinktionskoeffizient von BCPDA bei pH 7.4
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Die Bildung des Konjugates geschieht durch Bildung einer Sulfonamid-

bindung durch Reaktion der Chlorosulfophenylgruppen am BCPDA mit einer Ami-
nogruppe am monoklonalen Antikérper, wie in Unterabschnitt 3.4.3 beschrieben.
Hierfiir wurde der Antikorper MabThera® in Na,COs-Puffer bei pH 9 mit einem
zehnfachen Uberschuss an Ligand BCPDA iiber Nacht bei RT geriihrt und schlief3-
lich in HEPES-Puffer bei pH 7.4 umgepuffert. Da BCPDA bei 320 nm eine Bande
besitzt, kann mit Hilfe der Extinktionskoeffizienten des Antikérpers MabThera® bei
280 nm und des Liganden BCPDA bei 280 nm und 320 nm eine Aussage tiber die
Konzentrationen und somit tiber das Verhéltnis von Ligand zu Antikorper getroffen
werden. Da der Antikérper selbst bei 320 nm keine Absorption aufzeigt, entspricht
also die Absorption bei 325 nm der Konzentration des DCP-NCS und diese betragt
~ 1.1-10~°M. Diese entspricht bei 280 nm einer Absorption von 0.27. Somit hat der
Antikérper eine Konzentration von 1.4 4 und das Verhéltnis von Ligand zu An-
tikorper betragt 1.2. Es ist also nach einem zehnfachen Uberschuss von Ligand zu
Antikorper ein Ligand pro Antikérper gebunden.
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Abbildung 7.37.: UV-Spektrum des freien (blau) und des mit BCPDA chelatier-
ten (rot) Antikoérpers MabThera®

Diskussion Mit diesem Experiment hat sich gezeigt, dass der Ligand BCPDA an
MabThera® gebunden werden kann. Es konnte ein Protokoll aufgestellt werden, wel-
ches ermoglichte den Liganden an den Antikoérper zu binden. Mit einem zehnfachen
Uberschuss von Ligand zu Antikérper konnte ein Ligand BCPDA pro Antikérper
gebunden werden. Dieses Verhaltnis ist ideal, da auf diese Weise die Immunoreakti-
vitat des Antikorpers erhalten bleiben sollte.

7.8. Radiomarkierung der chelatierten Antikorper
MabThera®

Mit den Experimenten des vorangegangen Abschnitt 7.7 konnte gezeigt werden, dass
der Ligand DCP bzw. seine funktionalisierten Derivate DCP-NCS und BCPDA an
den Antikérper MabThera® gebunden werden kénnen. Der néchste Schritt zur Un-
tersuchung, ob das System fiir den Einsatz in der TAT geeignet ist, ist die Untersu-
chung, ob die chelatierten Antikérper DCP-MabThera® bzw. BCPDA-MabThera®
mit U(VI) markiert werden konnen. Diese Markierungsexperimente wurden bei pH
8 mit dem Tracer 2*"U und dem Einsatz steigender Stoffmengen des Antikorpers
MabThera® durchgefithrt. Um eine Markierung des Antikorpers MabThera® durch
freies U(VI) auszuschlieBen wurde ein Blindversuch durchgefiihrt. Hierfur wurden
bei pH 8 150 pg des Antikorpers mit dem Tracer 2*"U versetzt und der Anteil an
freiem bzw. gebundenem U(VI) wurde zeitabhéngig mittels ITLC analysiert.

Ergebnis Das Ergebnis ist in Abbildung 7.38 dargestellt. Freies 23U lagert sich
iiber den beobachteten Zeitraum an keine funktionellen Gruppen des Antikorpers
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MabThera® an. Aufgrund diesen Versuches ist es gewéhrleistet, dass es bei der Mar-
kierung des Antikorpers MabThera® nicht zu einer unspezifischen Anlagerung von
U(VI) an funktionelle Gruppen des Antikérpers MabThera® kommt. Die Markie-
rung soll ausschlieBlich {iber die Bindungsbildung eines bifunktionellen Chelatligan-
den mit dem Antikérper MabThera® erfolgen.
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Abbildung 7.38.: Blindversuch: Freies 237U, 150 pg MabThera bei pH 8
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Abbildung 7.39.: Markierungseffizienz der mit BCPDA (links) bzw. mit DCP-

NCS (rechts) chelatierten Antikorper in Abhéangigkeit der eingesetzten Stoffmenge
mit 100 pg (grin), 150 pg (rot) und 200 pg (blau) MabThera®

Diskussion Bei diesem Experiment ist eine stoffmengenabhingige Markierungs-
effizienz zu beobachten. Beim Einsatz von 100 pg ist die Markierung nach 24 h
unvollsténdig. Ab einer Verwendung von 150 ng MabThera® ist die Markierung des
Antikorpers rascher und nach 24 h abgeschlossen.

7.9. Stabilitat UO,-BCPDA im Blutserum

Wie in der Zielsetzung beschrieben, war die Untersuchung der Stabilitdt des Kom-
plexes UO9-BCPDA bzw. spéter seines Radioimmunokonjugates im Blutserum von
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7.9 Stabilitat UO5-BCPDA im Blutserum

Interesse. Denn erst eine Untersuchung in vitro kann zeigen, ob der Komplex den
physiologischen Bedingungen tatséchlich stand héalt und seine Stabilitat stark genug
ist, dass konkurrierende Liganden keine Dissoziation hervorrufen.
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Abbildung 7.40.: Serumstabilitiat von UO,-BCPDA unter physiologischen Bedin-
gungen bei 37°C inkubiert

Auftragungs- Laufrichtung
punkt

Abbildung 7.41.: Autoradiographien, Entwicklung der ITLC-Streifen in
MeOH/NaCl (1:1) Tag 1 (oben) und Tag 6 (unten)

Ergebnis In diesem Experiment wurde das Verhalten des Komplexes 2"U-BCPDA
im Blutserum mittels I'TLC {iber einen Zeitraum von 10 Tagen untersucht. Die
Untersuchung zeigt eine Dissoziation im Blutserum. Nach 10 Tagen sind nur noch
ca. 80% des 27U an den Liganden gebunden. Die Autoradiographie zeigt, dass nach
Entwicklung das freie U(VI) am Auftragungspunkt zuriick bleibt und der Komplex
mit der mobilen Phase wandert. Es kommt im Laufe der Zeit zu einer Verschmierung,
wie auf dem ITLC-Streifen am 6. Tag festgestellt werden kann.

Diskussion Bereits in der vorangegangenen Diplomarbeit wurde der Komplex U(VI)-
DCP auf seine Stabilitdt im Blutserum hin untersucht. Es konnte keine Dissoziation
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festgestellt werden. Da die Funktionalisierung mit den Sulfophenylgruppen keinen
Einfluss auf die komplexierenden Eigenschaften des tetradentaten Liganden haben
sollte, war es iiberraschend eine Dissoziation des U-BCPDA Komplexes auf 80%
nach 10 Tagen zu beobachten. Das Ergebnis der Diplomarbeit wurde nochmals re-
produziert und ist in Abbildung 7.42 dargestellt. Es ergab sich die Vermutung, dass
es zu einer Téuschung durch die analytische Methode kommt. Die Sulfonylgruppen
konnen mit z. B. Aminogruppen an Serumproteinen Wechselwirkungen eingehen,
sogar binden und somit wiirde das Konjugat sich auf dem ITLC-Streifen nicht mehr
wie freier Komplex verhalten und mit der mobilen Phase wandern, sondern am
Auftragungsort adsorbiert bleiben, und sich somit wie proteingebundenes Konju-
gat, aber auch wie freies U(VI) verhalten. Somit wiirde eine Dissoziation vorge-
tauscht werden. Um diese Vermutung zu beweisen wurde das gleiche Experiment
mit 4,7-Bisphenyl-2 9-dicarboxy-1,10-phenanthrolin (DPDCP) durchgefiihrt.
Also ein ebenfalls mit Phenylgruppen funktionalisiertes DCP, aber ohne polare Sul-
fonylgruppen, welche Wechselwirkungen mit Serumproteinen eingehen kénnen. Das
Ergebnis dieser Stabilitdtsuntersuchung ist in Abbildung 7.43 dargestellt. Es konnte
in zwei verschiedenen Experimenten keine Dissoziation festgestellt werden. Hieraus
lasst sich schliefen, dass auch U-BCPDA im Blutserum stabil sein muss.
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Abbildung 7.42.: Serumstabilitdt UO,-DCP, Chelex (blau), ITLC (rot) und U-237
mit ITLC neu (griin) unter physiologischen Bedingungen bei 37°C inkubiert
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Abbildung 7.43.: Serumstabilitat von UO,-DPDCP unter physiologischen Bedin-
gungen bei 37°C inkubiert

7.10. Stabilitat UO,-DCP-MabThera®/
UO,-BCPDA-MabThera®

Zur Klarung, ob der Komplex bzw. die Radiokonjugate fiir den Einsatz in der geziel-
ten Alphatherapie geeignet sind muss die Frage der Stabilitdt unter physiologischen
Bedingungen bzw. im Blutserum itiberpriift werden. Hierfiir wurden die Radioim-
munokonjugate in unterschiedlichen Medien tiberpriift, um evtl. die starken um das
Uranyl-Kation konkurrierenden Liganden im Blutserum ausmachen zu kénnen.
Das Augenmerk wurde dabei auf die folgenden moglichen Konkurrenten gelegt:

 physiologische Carbonatkonzentration

o physiologische HSA-Konzentration

 physiologische HSTF-Konzentration

« physiologische Phosphatkonzentration
Zur Untersuchung der Stabilitdt der Radiokonjugate unter Einfluss moglicher Kon-

kurrenten wurden Tracerexperimente durchgefithrt. Auflerdem wurde die thermody-
namische Stabilitdt mit Hilfe von PhreeqC berechnet.
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7.10.1. UO,-BCPDA-MabThera® in HEPES mit physiologischer
Carbonatkonzentration
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Abbildung 7.44.: Stabilitdt von U-BCPDA-MabThera® in 2 mM HEPES-Puffer
mit physiologischer Carbonatkonzentration bei pH 7.4 bei 37°C inkubiert

In Abbildung 7.44 sind die Ergebnisse der Stabilitdt des Radioimmunokonjugats
BTU-BCPDA-MabThera® in 2 mM HEPES-Pufferlésung mit physiologischer Car-
bonatkonzentration dargestellt. Uber den gesamten beobachteten Zeitraum ist das
Radioimmunokonjugat in diesem Medium stabil. Physiologische Konzentrationen an
Carbonat haben keinen Einfluss auf die Stabilitdat. Dieses Ergebnis deutet auf eine
kinetische Stabilitat des Komplexes hin, denn thermodynamisch wéire der Komplex
nicht stabil genug, um bei diesem pH-Wert und bei solch hohen Konzentrationen an
Carbonat nicht zu dissoziieren.

In Abbildung 7.45 ist die Speziesverteilung des Komplexes U-BCPDA dargestellt.
Aufgrund der hohen Konzentration an Carbonat, die unter physiologischen Bedin-
gungen vorliegt, wiirde der Komplex dissozieren.
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Abbildung 7.45.: Berechnete Speziesverteilung von UQO9-BCPDA bei pH 7.4,
[=0.1 in Anwesenheit von 2 mM HEPES-Puffer, c¢(U(VI))=1-10"" M,
¢(BCPDA)=1-10"% M und ¢(CO37)=2.5-10"2 M

7.10.2. UO,-BCPDA-MabThera® in HEPES mit physiologischer
HSA Konzentration
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Abbildung 7.46.: Stabilitat von UO3-BCPDA-MabThera® in 2 mM HEPES mit
physiologischer HSA Konzentration bei pH 7.4 bei 37°C inkubiert

Abbildung 7.46 zeigt die Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchung von UO,-BCPDA-
MabThera® in 2 mM HEPES-Pufferlosung mit der physiologischen HSA-Konzentration
6.3-10~* M. Die experimentellen Punkte, die mittels ITLC-SG in Na-Citratlosung
erhalten wurden, sind tiber den Zeitraum von iiber zwei Halbwertszeiten konstant
und keine Dissoziation war zu beobachten. Das thermodynamische Verhalten dieses
Systems ist in Abbildung 7.47 dargestellt. Unter Einbeziehung der Konzentrationen
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und der Stabilitdtskonstanten ist der Komplex unter diesen Bedingungen thermo-
dynamisch betrachtet nicht stabil. Es muss also eine kinetische Stabilitét vorliegen.
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Abbildung 7.47.: Berechnete Speziesverteilung von UO,-BCPDA bei pH 7.4,
[=0.1 in Anwesenheit von 2:107% M HEPES-Puffer, c(U(VI))=1-10"2 M,
¢(BCPDA)=1-10"3M und ¢(HSA)=6.3-10"* M

Die thermodynamische Berechnung fiir HSTF verlauft analog. Die Stabilitatskon-
stanten von U(VI)-HSA und U(VI)-HSTF sind nach einem vereinfachten Model
gleich. Die Konzentration von HSA im Blutserum liegt um eine Grofienordnung
iiber der von HSTF.
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Abbildung 7.48.: Berechnete Speziesverteilung von UO,-BCPDA bei pH 7.4,
[=0.1 in Anwesenheit von 21073 M HEPES-Puffer, c(U(VI))=1-10"2 M,
¢(BCPDA)=1-10"% M und ¢(HSTF)=3.7-10"> M
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7.10 Stabilitdt UOo-DCP-MabThera®/ UO2,-BCPDA-MabThera®

7.10.3. UO,-BCPDA-MabThera® in HEPES mit physiologischer
Phosphatkonzentration

Ein weiterer potenzieller Konkurrent im Blutserum ist Phosphat mit einer Kon-
zentration von 1.1-1073M. Um zu iiberpriifen, ob Phosphat einen Einfluss auf die
Stabilitat des Radiokonjugats besitzt, wurde ein System mit der physiologischen
Phosphatkonzentration von 1.1-1072 M bei pH 7.4 in 2 mM HEPES-Pufferlésung
angesetzt und das Radioimmunokonjugat zeitabhéngig mittels ITLC untersucht.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 7.49 dargestellt. Der Abbildung ist zu entnehmen,
dass Phosphat keinen Einfluss auf die Stabilitat des Radiokonjugats ausiibt, denn
es wurde keine Dissoziation iiber den untersuchten Zeitraum beobachtet.
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Abbildung 7.49.: Stabilitat von UOy-BCPDA-MabThera® in 2 mM HEPES mit
physiologischer Phosphatkonzentration bei pH 7.4 bei 37°C inkubiert

In Abbildung 7.50 ist die berechnete Speziesverteilung dargestellt. Dabei wurde an-
genommen, dass das gesamte Phosphat frei vorliegt. Aufgrund der hohen Konzentra-
tion (1.1-107¥M) und einer Komplexbildungskonstante von log K 13.25 (I=0) wiirde
der Komplex UO,-BCPDA dissoziieren.
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Abbildung 7.50.: Berechnete Speziesverteilung von UO,-BCPDA bei pH 7.4,
[=0.1 in Anwesenheit von 2:1073% M HEPES-Puffer, c¢(U(VI))=1-10"2 M,
¢(BCPDA)=1-10"% M und ¢(Phosphat)=1.1-10"3 M

7.10.4. UO,-BCPDA-MabThera® bzw. UO,-DCP-MabThera®
Blutserum

Untersuchung in 20%-igem Blutserum Die vorangegangenen Stabilitatsunter-
suchungen deuten auf eine starke kinetische Stabilitat hin, denn kein untersuchter
Ligand war in physiologischer Konzentration stark genug, um mit dem BCPDA
um das Uranyl-Kation in Konkurrenz treten zu konnen. Folglich muss zur Vervoll-
standigung der experimentellen Untersuchungen das Radioimmunokonjugat auch
noch im Blutserum untersucht werden. Da 100%-iges Blutserum eine sehr dichte
Matrix besitzt, wurde die Stabilitdtsuntersuchung zusétzlich in 20%-igem Blutse-
rum untersucht.Abbildung 7.51 zeigt die Stabilitit der Konjugate UO,-BCPDA-
MabThera® und UO,-DCP-MabThera® in 20%-igem Blutserum.
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Abbildung 7.51.: Stabiltdt von UOy-BCPDA-MabThera® (rot) bzw. UOg-DCP-
MabThera® (blau) in 20%-igem Blutserum in saliner Losung bei 37°C inkubiert
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Abbildung 7.52.: Berechnete Speziesverteilung von UQO9-BCPDA bei pH 7.4,
I=0.1 in Anwesenheit von 21073 M HEPES-Puffer, c(U(VI))=1-10"°
M, ¢(BCPDA)=1-10"3 M, ¢(CO37)=2510"2 M, c(HSA)=6.3-10"* M,
c(HSTF)=3.7-10"° M und ¢(Ca)=2.5-10"% M

Diskussion Das Experiment zur Untersuchung von UO,-BCPDA-MabThera® bzw.
UQO,-DCP-MabThera® zeigt, dass beide Radiokonjugate in 20%-igem Blutserum
iiber einen Zeitraum von iiber 10 Tagen stabil sind.

Untersuchung in 100%-igem Blutserum In Abbildung 7.53 und Abbildung 7.54
sind die Ergbenisse der Stabilitdtsuntersuchung im unverdiinnten Blutserum darge-
stellt.
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Abbildung 7.53.: Stabilitit von UQOy-BCPDA-MabThera® und UQO,-DCP-
MabThera® in Blutserum bei 37°C inkubiert

Auftragungs- Laufrichtung
punkt

Abbildung 7.54.: Autoradiographien der ITLC-Streifen nach Tag 2 (oben) und
Tag 6 (unten), nach Entwicklung in 0.05 M Nag-Citrat Losung

Diskussion Das Ergebnis dieses Experiment suggeriert eine Dissoziation der Ra-
dioimmunokonjugate UOs-BCPDA-MabThera® und UO,-DCP-MabThera® im Blut-
serum. Aufgrund der vorangegangenen Stabilitdtsuntersuchung in 20%-igem Blutse-
rum und dem daraus resultierenden Ergebnis, dass die Konjugate nicht dissoziieren,
gibt es die Vermutung, dass die verwendete Analytikmethode nicht geeignet ist, um
dieses System in 100%-igem Blutserum zu untersuchen, da es zu Wechselwirkun-
gen sowohl zwischen dem Antikorper als auch mit U(VI) und den Serumproteinen
kommen kann. In Unterabschnitt 3.2.1 wurde bereits diskutiert, dass U(VI) mit den
Serumproteinen HSA und HSTF starke Wecheslwirkungen eingeht. Aus den Ergeb-
nissen der Charakterisierung in Unterabschnitt 7.3.3 geht hervor, dass der U(VI)-
DCP Komplex sowohl in fester, als auch in fliisssiger Phase so vorliegt, dass eine
Koordinationsstelle zur Koordinierung weiterer Liganden frei ist, aufgrund deren es
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7.11 Serumstabilitat Ac-DOTA-MabThera®

zur Anlagerung von Serumproteinen und folglich zu Veschmierungen wéhrend der
Entwicklung auf dem ITLC-Streifen kommen kann. Aufgrund dessen, wird vermutet,
dass die Konjugate tatséchlich im Blutserum stabil sind, so wie in Abbildung 7.51
gezeigt. Es sollte jedoch noch eine Analytikmethode gefunden werden, mit welcher
diese Vermutung bewiesen werden kann. Der zeitliche Rahmen, dieser Arbeit hat
dies jedoch nicht mehr zugelassen.

7.11. Serumstabilitat Acc-DOTA-MabThera®

Im Vergleich zum UO,-BCPDA-MabThera® bzw. UOs-DCP-MabThera® ist es in-
teressant dieses mit einem schon etablierteren System zu vergleichen. 22° Ac-DOTA-
CD20 MabThera® ist ein schon untersuchtes System, das bereits in klinischen Stu-
dien verwendet wird.
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Abbildung 7.55.: Stabilitit von Ac-DOTA-MabThera® im Blutserum bei 37°C
inkubiert

Diskussion In Abbildung 7.55 sind die Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchung im
Blutserum dargestellt. Das Radioimmunokonjugat ist tiber den betrachteten Zeit-
raum stabil. In diesem System ist der Effekt der dichten Matrix nicht von Bedeu-
tung, da der Chelatligand DOTA das Ac(III) vollstandig einschliefit und somit keine
Koordinationsstellen frei bleiben, an denen konkurrierende Liganden koordinieren
koénnen.
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7.12. Bindungsstudie Ac-DOTA-MabThera®

Um einen Antikorper an sein entsprechendes Antigen zu binden ist es unabding-
bar, dass die chemische Integritdt des radiomarkierten Antikorpers garantiert ist.
Aufgrund eines z.B. zu hohen Verhéltnisses von Ligand zu Antikorper kénnte eine
Veranderung der Molekiilstruktur verbunden sein wie die Inaktivierung einer Bin-
dungsstelle des Antigens. Somit wiirde die Affinitdat des Antikorpers zum Antikérper
beeinflusst und geschwécht werden.

Somit miissen die Bedingungen der Markierung und der Reinigung so gewahlt wer-
den, dass die Intaktheit der Bindungsstellen des Antikorpers gewahrleistet ist. Um
zu untersuchen, ob die Radiomarkierung eines Antikérpers keinen Einfluss auf seine
Bindungsaffinitdt zum Antikorper hat, konnen in vitro Zellbindungsstudien durch-
gefithrt werden.

Es wurde wie in Unterabschnitt 6.7.4 beschrieben eine Bindungsstudie mit 22°Ac-
MabThera® an K422 Zellen mit anschlieBender Scatchard Analyse durchgefiihrt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 7.56 und in Abbildung 7.57 dargestellt.
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Abbildung 7.56.: Bindungsstudie 22> Ac-DOTA-MabThera® an K422 Zellen, tota-
le Bindung (rot), unspezifische Bindung (blau), resultierende spezifische Bindung
(griin). Der Anteil an #° Ac-DOTA-MabThera®, welcher an die Zellen bindet ist
aufgetragen gegen die ansteigende Menge an hinzugefiigtem 22°Ac-MabThera®.
Die nichtspezifische Bindung wurde mit einem hundertfachen Uberschuss an un-
markiertem Antikérper ermittelt.
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Abbildung 7.57.: Bindungsaffinitat dargestellt mit Hilfe eines Scatchard Plots

Diskussion Die hier dargestellte Bindungsstudie von ??2* Ac-MabThera® an K422
Zellen war erfolgreich. Bei ca. 2.4-10° Antigenen pro Zelle, konnen genauso viele Kon-
jugate bei Sattigung an die Zellen gebunden werden. Mit einem Wert von 13.7 nM
war die Bindungsaffinitdt niedrig und gibt Hinweis auf eine starke Bindung des
Konjugats 22°Ac-MabThera® an die K422 Zellen.

Es ist gelungen mit dem Radiokonjugat ?2° Ac-DOTA-MabThera® eine Bindungs-
studie an K422 durchzufiihren. Das Radioimmunokonjugat bindet im nanomolaren
Bereich an die Zellen und weist somit eine starke Affinitdt auf.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

8.1. Zusammenfassung

Um zu untersuchen, ob 29U ein geeigneter Alpha-Strahler fiir den Einsatz in der
TAT ist, muss ein geeigneter bifunktioneller Chelatligand gefunden werden, und
dieser Ligand muss das Uranyl-Kation in solch stabiler Weise komplexieren, dass
es auch unter den Bedingungen in vivo stabil ist, also auch nach Injektion in den
menschlichen Korper nicht dissoziert und dieser Chelatligand muss in effizienter und
reproduzierbarer Weise an einen Antikérper gebunden werden kénnen. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war die experimentelle Untersuchung und Charakterisierung von
2,9-Dicarboxy-1,10-phenanthrolin (DCP) bzw. seiner Derivate 4,7-Bisphenyl-2,9-
dicarboxy-1,10-phenanthrolin (DPDCP) und 4,7-Bis(chlorosulfophenyl)-2,9-dicarboxy-
1,10-phenanthrolin (BCPDA) hinsichtlich ihrer Eignung das Uranyl-Kation in sta-
biler Weise zu komplexieren und desweiteren, ob es als bifunktioneller Ligand zur
Bildung stabiler mit ?3°U markierter Radioimmunokonjugate angewendet werden
kann. Es ist ist wichtig ein umfassendes Verstandnis fiir die thermodynamischen
und kinetischen Eigenschaften des Liganden und seines Komplexes mit dem Uranyl-
Kation zu erhalten, um dessen Verhalten in vivo einschétzen zu konnen. Das Ziel
der vorliegenden Arbeit ist in folgenden Punkten nochmals zusammengefasst:

o Untersuchung der Saurekonstanten von BCPDA und der Stabilitatskonstanten
von UO,-BCPDA

o Eine detaillierte Charakterisierung mittels Kristallstrukturanalyse, NMR, IR-
und UV-Spektroskopie um ein Verstindnis des Komplexes, besonders unter
dem Einfluss konkurrierender Liganden zu erhalten.

o Aufstellung eines Protokolls zur Synthese der Radioimmunokonjugate UO,-
DCP-MabThera® und UOy-BCPDA-MabThera®.

» Stabilitdtsuntersuchungen der Radioimmunokonjugate unter dem Einfluss konkur-
rierender Liganden und im Blutserum.

« Bindungsstudie des schon etablierten Radioimmunokonjugates 22> Ac-DOTA-
MabThera®.
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8.1.1. Thermodynamische Untersuchungen von BCPDA bzw.
UO,-BCPDA

Die Kenntnis der Sdurekonstanten des Liganden BCPDA ist die Grundlage zum
thermodynamischen Verstindnis fiir den Liganden. Die Sadurekonstanten fiir den
Liganden DCP sind bereits literaturbekannt. Es wurde erwartet, dass sich die Pro-
tonierungskonstanten des BCPDA vom nicht funktionalisierten DCP nicht unter-
scheiden. Die Sdurekonstanten wurden ermittelt, indem die pH abhéngige Absorp-
tionsdnderung des Liganden mittels UV-Spektroskopie verfolgt wurde. Auf diese
Weise konnten fiir

HyBCPDA = HBCPDA™ + H*

HBCPDA™ = BCPDA*> + HT

die pK Werte 2.68 + 0.03 und 4.71 + 0.03 in 0.1 M NaClO,4 bestimmt werden. Er-
wartungsgeméf stimmen diese Sdurekonstanten mit den von Dean et al. gefundenen
Konstanten fir DCP mit 2.53 und 4.75 tiberein.[38] Eine wichtige Aussage, die an-
hand dieses Ergebnisses gemacht werden kann, ist, dass die Funktionalisierung des
Liganden mit den Chlorosulfophenylgruppen keinen signifikanten Einfluss auf die
Carboxylgruppen ausiibt. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Funk-
tionalisierung auch auf die komplexierenden Eigenschaften des BCPDA keinen Ein-
fluss hat.

Ein weiteres grundlegendes Ergebnis war die Untersuchung der Stabilitatskonstante
UO,-BCPDA. Diese konnte mit Hilfe unterschiedlicher Tracerexperimente auf

logK =74+ 0.2 in 0.1 M NaClO4

bestimmt werden. Dieses Ergebnis bietet die Grundlage fiir alle thermodynamis-
chen Berechnungen und Einschatzungen beziiglich der Komplexstabilitdt unter dem
Einfluss konkurrierender Liganden.

8.1.2. Charakterisierung von Uranyl-Komplexen mit
DCP-Derivate

Zur Synthese der Uranyl-Komplexe mit DCP bzw. DPDCP wurde jeweils ein Aquiv-
alent Uranylnitrat bzw. Uranylacetat und ein Aquivalent DCP bzw DPDCP in
ca. 1 ml DMSO oder einem entsprechenden Losungsmittel gelost und anschlieend
vereinigt. Dabei fiel sofort das jeweilige Addukt als Pulver aus, welches durch
nochmaliges Erhitzen und anschliefendem langsamem Abkiihlen in einem Dewar
Kristalle in quantitativer Ausbeute bildete. Die Tabelle zeigt einen Vergleich der
Bindungswinkel, der die Sauerstoffatome der Carboxylgruppen des Liganden mit
dem zentralen Uran-Atom einschlief3t.
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8.1 Zusammenfassung

] | Winkel O-U-O |
UOy — DCP-DMSO 169.6
UOy — DPDCP-DMSO 169.5
UOy — DCP - NaOAc 173.5
UOy — DCP - GdmAc 176.4
UOy, — DPDCP-DMAA 170.1

In allen gebildeten Kristallen ist die Struktur &hnlich. Sie basiert auf einem zentralen
Uran-Atom, welches an zwei symmetriedquivalente Sauerstoffatom-Atome gebunden
ist, mit denen es als Einheit das Uranyl-Kation bildet. Der Ligand koordiniert das
Uranyl-Kation vierfach in dquatorialer Ebene durch die beiden Stickstoff-Atome
des Phenanthrolins und die beiden Sauerstoffatome der Carboxylgruppen. Der
eingeschlossene Winkel zwischen den Sauerstoffatomen und dem Uran-Atom lasst
genug Platz, dass ein dritter Ligand die Struktur einer pentagonalen oder hexago-
nalen Bipyramide vervollstandigen kann.

In Abbildung8.1 sind die Kristallstrukturen von UQO.-DCP bzw. UO,-DPDCP
dargestellt. Beide Kristalle konnten mittels eines Extraktionsverfahrens synthetisiert
werden. Die Kristallstrukturen zeigen einen eindeutigen Unterschied auf: Im Falle
des UO5-DCP bildet sich in Form eines eindimensionalen Strangs ein Polymer. Im
Falle des UO5-DPDCP bildet sich ein Tetramer. Dies ist anhand des sterischen
Anspruchs der Phenylgruppen am Phenanthrolingrundgeriist zu begriinden.

Abbildung 8.1.: Vergleich der Kristallstrukturen von [UO,-DCP],
und [UOQ—DPDCPM

Experimente zeigen, dass UV-Spektren, welche in fliissiger Phase aufgenommen wur-
den, die gleichen Banden zeigen, wie UV-Spektren, welche in fester Phase aufgenom-
men wurden. Aufgrund der bekannten Kristallstruktur kann also eine Aussage tiber
die Struktur in fliissiger Phase getroffen werden. Die Struktur des Komplexes in
fliissiger Phase ist also analog der Struktur im Kristall.

Die pH-abhédngige Bildung des ternaren Komplexes UO5-BCPDA-OH ™ wurde mit-
tels UV-Spektroskopie untersucht. Die Anderung der Absorption kann mit dem
Ubergang eines Protons erklirt werden. Eine Bruttokomplexbildungskonstante von
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log f = 13.2 4+ 0.2 in 0.1 M NaClO4 wurde ermittelt, die jedoch aufgrund eines
Rauschens der ausgewerteten UV-Spektren unter Vorbehalt steht.

Die pH-abhéngige Bildung des UO,-BCPDA-CO3~ wurde unter einem erhéhten Par-
tialdruck an CO, untersucht. Es konnte bei pH Werten > 7 eine Dissoziation des
UO,-BCPDA-CO?™ zugunsten des Komplexes UOy(COs3)*~beobachtet werden. Ei-
ne Aussage tiber die thermodynamische Bildungskonstante des terndren Komplexes
ist aufgrund der zu geringfiigigen Anderung der Absorption beim Ubergang vom
bindren zum ternaren Komplex nicht moglich.

8.1.3. Biochemische Untersuchungen

Sowohl fiir DCP-NCS als auch BCPDA ist es gelungen ein Protokoll zur Chelatierung
des Antikérpers MabThera® aufzustellen. Die Bedingungen sind in der folgenden
Tabelle zusammegfasst. Die hergestellten Immunokonjugate konnten anschlieend
mit 27U radiomarkiert werden.

| | BCPDA-MabThera® | DCP-MabThera® |

Art der Bindung Sulfonamid Thioharnstoff
pH 9.0 9.0
Puffer 0.05 M Na2003 0.05 M Na2C03
Anteil DMF ~10% ~10 %
L/mAb (Start) 10 8
Dauer 18 h 18 h
Temperatur RT RT
L/mAb (Produkt) 1 3

8.1.4. Stabilitatsuntersuchung

Stabilitatsuntersuchungen von UO9-DCP, UO2-BCPDA und UO,-DPDCP wurden
unter dem Einfluss verschiedener Liganden in physiologischen Konzenztrationen und
im Blutserum mit Hilfe der Instant Thin Layer Chromatography untersucht. UQO,-
BCPDA suggerierte eine Dissoziation, sodass nach 10 Tagen nur noch 80% Komplex
vorlagen Dieses Ergebnis steht im Wiederspruch zu vorangegangenen Stabilitatsun-
tersuchungen von UO,-DCP, welches keine Dissoziation im Blutserum zeigte. Dieser
Sachverhalt liel vermuten, dass die Chlorosulfophenylgruppen des BCPDA Wech-
selwirkungen und Bindungen mit den Serumproteinen eingehen. Eine Stabilitédtsun-
tersuchung mit dem Komplex UO,-DPDCP bestéatigte diese Vermutung, da dieser
Komplex iiber den beobachteten Zeitraum stabil war und keine Dissoziation zeigte.

Die Radioimmunokonjugate UOs-DCP-MabThera® und UO,-BCPDA-MabThera®
wurden ebenfalls unter dem Einfluss potenzieller konkurrierender Liganden und im
Blutserum untersucht. HSA, HSTF, Carbonat und Phosphat in physiologischen
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8.2 Schlussfolgerung und Ausblick

Konzentrationen und 20%-iges Blutserum waren nicht stark genug, um eine Dissozi-
ation der Radioimmunokonjugate hervorzurufen. Dieses Verhalten zeigt eine enorme
kinetische Stabilitdt der Komplexe, da thermodynamisch betrachtet, der Komplex
unter solchen Bedingungen nicht stabil ware. Die Untersuchungen in unverdiinntem
Blutserum zeigten jedoch eine rasche Dissoziation der Radioimmunokonjugate. Die
Schlussfolgerung fiir diesen Sachverhalt ist, dass die Matrix des Blutserums fiir dieses
System zu dicht ist. Es kommt zu Wechselwirkungen zwischen den Serumproteinen
und dem Antikérper MabThera® und zur Anlagerung der Serumproteine an die freie
Koordinationsstelle des UO5-DCP bzw. UO2-BCPDA. Es sollten jedoch weitere Ex-
perimente durchgefithrt werden, um diesen Sachverhalt zu beweisen und zu zeigen,
dass die Radioimmunokonjugate in vitro tatsachlich stabil sind.

8.1.5. Zellbindungsexperimente von Ac-DOTA-MabThera® an
K422 Zellen

Im Vergleich zu dem neuen System UO9-DCP wurde auch das schon etabliertere und
bereits klinisch angewendete System Ac-DOTA untersucht. Das Radioimmunokon-
jugat Ac-DOTA-MabThera® wurde beziiglich seiner Bindungsaffinitat an den Lym-
phomzellen K422 untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass das Radioimmunokon-
jugat im nanomolaren Bereich an die Zellen bindet und somit eine starke Affinitat
aufweist.

8.2. Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen ein Verstandnis der thermody-
namischen Figenschaften und des kinetischen Verhaltens vom UQO,-DCP Komplex
zu erhalten. Der Ligand DCP komplexiert das Uranyl-Kation in stabiler Weise
und der Komplex ist von einer auflerordentlichen kinetischen Stabilitdt bestimmt.
Desweiteren kann der Komplex mittels eines einfachen reproduzierbaren Protokolls
an den monoklonalen Antikérper MabTehra® gebunden werden. Um die Unter-
suchungen fiir die Tauglichkeit des Komplexes beztiglich seines Einsatzes in der TAT
abzuschlieflen, fehlen noch die Untersuchungen an Zellen. Zum einen sollte getestet
werden, ob die Immunoreaktivitdt des monoklonalen Antikérpers MabThera® nach
Bindung zum UQOy-DCP Komplex erhalten bleibt. Hierfiir ist eine Bindungsstudie,
analog zu der in dieser Arbeit durchgefiihrten Bindungsstudie mit 2?° Ac-DOTA-
MabThera® durchzufithren. Desweiteren ist die Zytotoxizitit des 23°U zu unter-
suchen. Die Zerfallsreihe generiert in einer Kaskade 5 Alphateilchen und setzt eine
Energie von 34.2 MeV frei. Somit sollte 2*°U eine hohe Zytotoxizitit aufweisen, die
jedoch experimentell noch nachgewiesen werden muss.

Die ermittelte thermodynamische Stabilitatskonstante ist mit einem Wert von log
K 8.2 bei Ionenstérke 0 im Vergleich zu anderen Komplexen, welche fiir Thera-
piezwecke geeignet sind, relativ klein. Ideal ware es, einen Liganden zu finden,
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Zusammenfassung und Ausblick

welcher das Uranylion in solcher Weise komplexiert, dass alle Koordinationstellen
des Metallatom bereits durch den Liganden abgeséttigt sind. Auf diese Weise wére
der Angriff von konkurrierenden Liganden erschwert. Ein vielversprechender Ligand
ist Terpyridindicarbonsaure (TPDCA).

a
lx*‘“‘N T
v M. =

oo =0 oo™ =0

Abbildung 8.2.: TPDCA: ein weiterer potentieller Ligand fiir den Einsatz in der
TAT?
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A. Anhang

A.l1. Stabilitatskonstanten

Stabilitétskonstanten einiger Uranyl-Komplexe bei Ionenstérke I = 0 und 25 °C.[10]

Chemische Reaktion log 3
UOZF 4+ CO2 = U0,COs 9.68
U0 + 2002 = UO,(CO;3), 16.9
UOST +3C0; = UO(CO3)3 21.6
U0t + PO} = UOyPO, 13.25
UO* + HPO?™ = UO,HPO, 7.2
UO3t + HyPO}™ = UOyHy, PO, 1.12
UO¥ + H,O = UO,OHt + H* -5.25
UO3"T +2H,0 = UOy(OH)y + 2H* -12.15
UO3" + 3H,0 = UOy(OH)3 + 3H* -20.25
UO3"T +4H,0 = UOy(OH)y + 4H* -32.40

QU0 + CO2™ + 3H,0 = (UO,),CO5(0OH)3  -0.885
20a* + UO3T +3C05 = CayUOy(CO3)3  30.55
UO¥ + HSA =UO, — HSA 10.8
UO3" + HSA+CO3 =UQy,— HSA—COs  17.7

119



Anhang

A.2. Protonierungskonstanten

Chemische Reaktionen pK,-Wert Kommentar
H,DCP = HDCP~ +H™" 2.54 [ = 0.1 M NaClOy4[38]
HDCP~ = DCP?* + H* 4.75

A.3. Erklarung wichtiger Begriffe

A.4. lonenstarkekorrektur

Thermodynamische Berechnungen beziehen sich immer auf einen bestimmten Stan-
dardzustand. Diese Definition ist von der IUPAC festgelegt. Fiir den Standardzu-
stand eines gelosten Stoffes B gilt beim Standarddruck mp = m°® = ITZ—;l und der
Aktivitatskoeffizient ist yg = 1. In verdiinnten Losungen sind die notwendigen Ex-
trapolationen zum Standardzustand einfach. Allerdings konnen fiir viele Reaktionen
die Messungen nicht in verdiinnten Losungen durchgefiihrt werden. Prazise thermo-
dynamische Informationen konnen zum Beispiel fiir Reaktionen, die lonen mit einer
hohen Ladung enthalten, nur in Gegenwart eines inerten Elektrolyten erhalten wer-
den, dessen Konzentration hoch genug ist, dass sicher gestellt ist, dass die Aktivitéts-
koeffizienten wiahrend der gesamten Messdauer konstant sind. Es gibt verschiedene

Methoden um zur Ionenstérke I=0 zu extrapolieren.[39]

Specific ion interaction model (SIT) Der Debye-Hiickel Term, welcher in Aus-
driicken fiir Aktivitatskoeffizienten in verdiinnten Losungen dominant ist, bezieht
sich auf elektrostatische, nicht-spezifische weitreichende Wechselwirkungen. Bei ho-
heren Konzentrationen miissen auch nicht-elektrostatische Wechselwirkungen im
Nahbereich in Betracht gezogen werden. Hierfiir werden meist ionenstéirkeabhén-
gige Terme in den Debye-Hiickel Ausdruck hinzugefigt.

Es gibt zwei Hauptannahmen:
1. Annahme:

Der Aktivitatskoeffizient von einem Ion j der Ladung z in einer Losung mit der
Tonenstéarke I,,, kann beschrieben werden als:

logioy; = —27D + 2};5(]7 k, Ln)my,
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A .4 Tonenstarkekorrektur

D beschreibt den Debye-Hiickel Term

D =

A und B sind temperaturabhéngige Konstanten und a; ist der effektive Durchmes-
ser des hydratisierten Ions j. Die Summe in der Gleichung geht iiber alle Ionen k
in der Losung. Thre Molalitiat wird als my bezeichnet. Oft ist die Ionenkonzentra-
tion sehr viel grofler als die Konzentrationen der reagierenden Spezies. So macht
das ionische Medium den Hauptteil fiir den Wert logioy; aus. Diese Tatsache macht
es oft moglich, die Summe zu vereinfachen, sodass nur die Wechselwirkungen zwi-
schen Reaktanden/Produkten der chemischen Reaktion und den Ionen des ionischen
Mediums betrachtet werden

2. Annahme:

Die Wechselwirkungskoeffizienten ¢ sind fiir Ionen der gleichen Ladung und fiir un-
geladene Ionen gleich null. Die Begriindung hierfiir liegt darin, dass e, welches die
spezifischen und kurzreichenden Wechselwirkungen beschreibt, fiir Ionen der glei-
chen Ladung klein sein miissen, da sie sich gewohnlich nicht in néchster Nahe auf-
halten, sondern aufgrund der elektrostatischen Abstofung weit entfernt sind. Die
gleiche Erklarung wird auch fiir die ungeladenen Spezies verwendet.

Pitzer-Gleichungen Das Pitzer-Modell beschreibt die Thermodynamik von Elek-
trolytgemischen, in denen die Wechselwirkung der lonen schwach ist. Im Gegensatz
zu einfacheren Modellen betrachtet das Pitzer-Modell die Wechselwirkungen der
gelosten Spezies in einem stéarkeren Umfang. Fiir die Losung eines einzelnen Elek-
trolyten MX koénnen die Aktivitdtskoeffizienten durch folgende Gleichung dargestellt
werden.

3

Hier beschreiben v = vy + vx die Anzahl von M und X Ionen und z,; und zx ihre
Ladung. Die Molalitat wird durch m beschrieben.

In wissrigen Losungen bei 25 °C und einem Druck von 10° Pascal gelten die folgen-
den Beziehungen:

f7 = =0.329( Y0 + 1.667In(1 + 1.2/1,))

&
By = 2830 + 251 — (1 + 2V/T,, — 21,)e>Vm)
Chx = %CJQ\ZX
¥ beschreibt den Debye-Hiickel Term, der zuséatzlich den osmotischen Effekt bertick-
sichtigt. Die Parameter ﬁ](\?x und 6](\}))( definieren den zweiten und C]ﬂ x den dritten
Virialkoeffizienten.

I, = % S m;z? ist der Ausdruck fiir die Tonenstirke in molalen Einheiten.
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Anhang

Die Davies-Gleichung Die Davies-Gleichung kann genutzt werden um Aktivitats-
koeffizienten von Elektrolyten bei niedrigen Ionenstarken zu berechnen. Die Davies-
Gleichung fiir den Aktivitdtskoeffizienten eines Ions i der Ladung z; ist bei 25°C
gegeben durch:

logioy; = —0.510222(5 j\f/% — 0.3,

Die Gleichung hat keine theoretische Bedeutung aber sie funktioniert gut bei Io-
nenstarken bis zu 0.1 ’Z—;l und sollte nicht bei hoheren Ionenstarken angewendet

werden.
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A5 Rohdaten

A.5. Rohdaten

A.5.1. Charaktersierung verschiedener U(VI1)-DCP-Derivate

DCP
'H-NMR (df-dmso), = 8.74 (d, 3Jyn=8.3 Hz), 8.42 (d, 3Jy;=8.2 Hz), 8.2 (s).

BBC-NMR (d®-dmso), 0= 166.2 (s), 148.2 (s), 144.7 (s), 138.1 (s), 130.4 (s), 128.3
(s), 123.3 (s).
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Abbildung A.1.: IR-Spektren von DCP in KBr (links) und PE (rechts)

IR [KBr], cm™!: 1738 (vs), 1451 (m), 1350 (vs), 1165 (m), 871(s), 816 (s), 769 (s),

720 (s), 704 (s).

IR [PE], ecm™!: 636 (vs), 609 (vs), 587 (s), 452 (vs), 428 (s), 366 (m), 342 (m), 300
(vs).

123

50



Anhang

| UO,DCP - DMSO |

Empirische Formel CisHisN2Og S U
Molekulargewicht 692.49
Temperatur 293(2) K
Wellenlénge 0.71073 A
Kristallsystem Monoklin
Raumgruppe P2;/c
Einheitszelle a = 6.6661(12) A; o = 90°
b = 27.862(5) A ; 3 = 95.216(2)°
c=11.218(2) A ; v = 90°
Volumen 2074.8(6) A®
Z 4
Dichte (berechnet) 2.217 mg/mm?
Absorptionskoeffzient 8.074 mm~!
F(000) 1312
Theta Bereich fiir Daten 1.462 - 28.319°
Index Bereich —-8<h<8
—37< k<36
—14<1514
Gesammelte Reflexionen 24329
Unabhéngige Reflexionen 5062[R (int)=0.994]
Vollstandigkeit zu Theta 25.242° 99.9%
Verfeinerungsmethode kleinste Fehlerquadrate
Daten/Einschrénkungen/Parameter 5062 / 6 / 287
Anpassungstest 1.124
Finales R Indize [I>2sigma(I)] R1 = 0.0545, wR2 = 0.1336
R Indize (alle Daten) R1 = 0.0658, wR2 = 0.1383
Extinktionskoeffizient n/a
Grote Differenz Pealk/Tal 3.479 und -3.201 e.A =3

Nach 10 s Messung pro Bildfliche und einem Winkel von delta omega 0.45 Grad
wurden 4260 Reflexionen gemessen.

Auswahl einiger Bindungsldngen in A und Bindungswinkel in °:

U(1)-0(5) 1.774(7); U(1)-O(6) 1.773

(7); U(1)-0(3) 2.321(6); U(1)-O(1) 2.339(6):
U(1)-0(7) 2.367(7): U(1)-N(1) 2.542(7);
(

U(1)-N(2) 2.530(7)
0(6)-U(1)-0(5) 178.5(3); O(3)-U(1)-0(1) 169.6(2)
'H-NMR (dS-dmso), 6=9.27 (d, 3Jyz=8.5 Hz), 8.80 (d, 3Jyz=8.2 Hz), 8.56 (s).

BC-NMR (d%-dmso), 6=170.9 (s), 157.2 (s), 141.8 (s), 131.3 (s), 128.5 (s), 125.0 (s).
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Abbildung A.2.: IR-Spektren von UO;DCP-DMSO in KBr (links) und PE
(rechts)

IR [KBt] cm: 3400 (s), 3058 (m), 3000 (m), 2915 (m), 1687 (vs), 1570 (s), 1508
(m), 1458 (s), 1345 (vs), 1304 (vs), 1165 (s), 1036 (s), 910 (vs), 844 (vs), 810 (vs),
709 (vs), 657 (vs), 592 (s), 425(s).

IR [PE] cm™!: 650 (m), 630 (m), 616 (m), 595 (m), 435 (s), 354 (vs), 328 (s).

UV-Vis (KBr), nm: 405, 415, 428, 440, 453, 468, 483.
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\ UO,DCP - NaOAc ‘

Empirische Formel Cs6Hs6Ng N a3Os30.5543U3
Molekulargewicht 3462.70
Temperatur 200(2) K
Wellenlénge 0.71073 A
Kristallsystem Triklin
Raumgruppe P1
Einheitszelle a=14.7091(18) A; =109.373(2)°
b=15.4183(19) A; 3=91.597(2)°
c=17.761(2) A; y=111.331(2)°
Volumen 3488.7(8) A®
/ 2
Dichte (berechnet) 3.296 mg/m?
Absorptionskoeffzient 8.365 mm !
F(000) 3350
Theta Bereich fiir Daten 1.508 bis 28.383°
Index Bereich —-18<h <15
< k<17
—23<1<23
Gesammelte Reflexionen 21769
Unabhéngige Reflexionen 15119 [R(int) = 0.0983]
Vollstandigkeit zu Theta 93.1 %
Verfeinerungsmethode kleinste Fehlerquadrate
Daten/Einschrénkungen/Parameter 15119 / 133 / 946
Anpassungstest 0.748
Finales R Indize [I>2sigma(I)] R1 = 0.0641, wR2 = 0.1035
R Indize (alle Daten) R1 = 0.2334, wR2 = 0,1353
Extinktionskoeffizient n/a
Grote Differenz Pealk/Tal 1.264 und -1.040 e.A—3

Auswahl einiger Bindungsldngen in A und Bindungswinkel in °:

U(1)-0(18) 1.682(10); U(1)-O(17) 1.684(9); U(1)-O(13) 2.397(11); U(

1)-0(11) 2.424(11):
1): U(1)-0(15) 2.469(10); U(1)-O(16) 2.448(11); U(1

U(1)-0(16) 2.448(1 )-N(12) 2.620(13);
U(1)-N(11) 2.650(14; U(1)-C(15) 2.902(17); U(1)-Na(1) 4.028(6)

O(18)-U(1)-0(17) 177.8(5) ; O(18)-U(1)-O(13) 89.8(4); O(17)-U(1)-O(13) 90.9(4);
O(18)-U(1)-0(11) 88.1(4); O(17)-U(1)-O(11) 91.2(4); O(13)-U(1)-O(11) 176.8(3);
0(18)-U(1)-0(16) 94.0(4); O(17)-U(1)-O(16) 87.6(4); O(13)-U(1)-O(16) 113.5(4);
O(11)-U(1)-0(16) 64.2(4); O(18)-U(1)-O(15) 89.2(4); O(17)-U(1)-0(15) 93.0(4); O(13)-
U(1)-O(15) 6 0(4); O(11)-U(1)-O(15) 114.4(4); O(16)-U(1)-O(15) 50.7(4); O(18)-
U(1)-N(12) 90.1(4); O(17)-U(1)-N(12) 88.4(4); O(13)-U(1)-N(12) 60.9(4); O(11)-
U(1)-N(12) 121.6(4); O(16)-U(1)-N(12) 173.1(4); O(15)-U(1)-N(12) 123.9(4); O(18)-
U(1)-N(11) 88.5(4); O(17)-U(1)-N(11) 89.3(4); O(13)-U(1)-N(11) 121.5(4); O(11)-

126



A5 Rohdaten

(1 5) U(1)-N(11) 174.9(4); N(12)-
_U(1)-C(15) 88.8(5); O(16)-
2)-U(1)-C(15) 149.6(5); N(11)-
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Abbildung A.3.: 'H- und ¥*C-NMR von UO,DCP-NaOAc
TH-NMR (d®-dmso), 6=9.21 (d, Jyx=8.2 Hz), 8.82 (d, *.Jyy=8.2 Hz), 8.51 (s).
BC-NMR (dS-dmso), 6=171.2 (s), 157.3 (s), 146.4 (s), 141.2 (s), 131.2 (s), 128.3 (s),
125.1 (s).
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Abbildung A.4.: IR-Spektren von UO;DCP-NaOAc in KBr (links) und PE
(rechts)

127




Anhang

\ UOy;DCP - Guanidinium-Acetat ‘

Empirische Formel

C(22.20]—130.60‘]\[L"')Olo.GOSQ.GOU

Molekulargewicht 858.50
Temperatur 293(2) K
Wellenlénge 0.71073 A

Kristallsystem Monoklin
Raumgruppe P 2;/n
Einheitszelle a = 7.595(2) A; a=90°
b = 22.595(7) A; 3=98.141(4)°
c = 18.375(5) A; v =90°
Volumen 3121.4(16) A3
/ 4
Dichte (berechnet) 1.827 m/mm™
Absorptionskoeffzient 5.433 mm~!
F(000) 1669
Theta Bereich fiir Daten 1.437 - 28.396°
Index Bereich —-10Sh <9
—-30< k<30
241524
Gesammelte Reflexionen 37252
Unabhéngige Reflexionen 7727 [R(int)=0.0833]
Vollstandigkeit zu Theta 100%
Verfeinerungsmethode Kleinste Fehlerquadrate
Daten/Einschrénkungen/Parameter 7727/86/398
Anpassungstest 1.076

Finales R Indize [I>2sigma(I)]

R1=0.0523, wR2=0.1289

R Indize (alle Daten)

R1=0.0917, wR2=0.1421

Extinktionskoeffizient

n/a

GroBte Differenz Peak/Tal

2.543 und -1.067 e. A3

Auswahl einiger Bindungsldngen in A und Bindungswinkel in °:

U(1)-0(5) 2.463(6); U(1)-O(6) 2.455(7);
U(1)-0(7) 2.367(7); U(1)-O(8) 1.749(7): U

(1
1)-N(1

)-0(3) 2.392(6);
)

0(6)-U(1)-0(5) 176.9(3); O(3)-U(1)-O(1)176.4(2)
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Abbildung A.5.: 'H- und ¥C-NMR von UO,DCP-Guanidinium Acetat

"H-NMR (d®-dmso), 6=9.23 (d, 3Jy;=8.2 Hz), 8.86 (d, ®J;=8.2 Hz), 8.54 (s).

BC-NMR (d®-dmso), 6=170.4 (s), 157.1 (s), 153.3 (s), 145.5 (s), 140.5 (s), 130.3 (s),
127.5 (s), 124.2 (s).
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Abbildung A.6.: IR-Spektren von UO;DCP-Guanidinium Acetat in KBr (links)
und PE (rechts)

IR [KBr] em~': 1685 (vs), 1645 (vs), 1572 (s), 1461 (s), 1365 (vs), 1306 (s), 1177
(m), 1136 (m), 1094 (m), 1000 (vs), 910 (vs), 850 (vs), 815 (vs), 710 (vs), 658 (vs),
595 (s).

IR [PE] cm: 658 (s), 619 (m), 595 (m), 431 (s), 403 (m), 337 (s), 301 (m), 264 (s),
248 (s).
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[ UO0,DPDCP-DMSO |

Empirische Formel C30Hog Ny Qg SoU
Molekulargewicht 862.69
Temperatur 293(2)K
Wellenlénge 0.71073 A
Kristallsystem Monoklin
Raumgruppe P 2;/n
Einheitszelle a = 15.871(4) A; a=90°
b = 8.306(2) A; 5=90.577(4)°
c = 23.145(13) A; 4= 90°
Volumen 3051.0(13)A3
/ 4
Dichte (berechnet) 1.878 mg/m?
Absorptionskoeffzient 5.514 mm~!
F(000) 1672
Theta Bereich fiir Daten 1.548 - 28.396°
Index Bereich —-15<h <21
"1 <E<10
—30<1530
Gesammelte Reflexionen 25126
Unabhéngige Reflexionen 7439 [R(int)=0.1005]
Vollstandigkeit zu Theta 100%
Verfeinerungsmethode Kleinste Fehlerquadrate
Daten/Einschrénkungen/Parameter 7439/0/411
Anpassungstest 0.851
Finales R Indize [I>2sigma(I)] R1 = 0.0516, wR2 = 0.0882
R Indize (alle Daten) R1 = 0.1348, wR2 = 0.1033
Extinktionskoeffizient n/a
Grote Differenz Pealk/Tal 1.388 und -0.830 e.A—3

Auswahl einiger Bindungslédngen in A und Bindungswinkel in °:

U(1)-0(5) 1.731(5); U(1)-O(6) 1.740(5); U(1)-O(3) 2.310(5); U(1)-O(1) 2.364(5):
U(1)-0(7) 2.318(5); U(1)-N(1) 2.535(6); U(1)-N(2) 2.536(5)

0(6)-U(1)-0(5) 179.3(2); O(3)-U(1)-0(1) 169.5(18)
"H-NMR (dS-dmso), 6=8.89 (s), 8.43 (s), 7.89-7.80 (m), 7.70-7.66 (m).

BCNMR (d®-dmso), 6= 171.6 (s), 157.2 (s), 153.9 (s), 135.8 (s), 130.3 (s), 129.6
(s), 127.3 (s), 125.6 (s).
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Abbildung A.7.: IR-Spektren von UO,DPDCP-DMSO in KBr (links) und PE
(rechts)

IR [KBr] cm™: 1657 (vs), 1595 (m), 1550 (m), 1505 (m), 1493 (m), 1453 (m), 1406
(m), 1375 (s), 1294 (vs), 1152 (m), 1093 (s), 999 (m), 906 (vs), 809 (vs), 704 (vs).

IR [PE] cm": 648 (s), 630 (s), 616 (), 594 (s), 523 (m), 494 (m), 470 (m), 435 (s),
384 (m), 352 (vs), 328 (s).
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UO,DPDCP-DMAA |

Empirische Formel C34H39N,OU
Molekulargewicht 862.66
Temperatur 293(2) K
Wellenlénge 0.71073 A
Kristallsystem Monoklin
Raumgruppe P2 /c
Einheitszelle a = 8.232(3) A; a=90°
b = 29.946(10) A; 5=99.783(6)°
c = 12.939(5) A; v=90°
Volumen 3143.2(19) A3
Z 4
Dichte (berechnet) 1.823 mg/m?
Absorptionskoeffzient 5.224 mm~!
F(000) 1680

Theta Bereich fir Daten 1.360 - 28.507°

Index Bereich 10 h <10
-39 < k<40
17117
Gesammelte Reflexionen 38353
Unabhéngige Reflexionen 7830 [R(int) = 0.2451]
Vollstandigkeit zu Theta 100.0%

Verfeinerungsmethode Kleinste Fehlerquadrate
Daten/Einschrénkungen/Parameter 7830/18/424
Anpassungstest 0.792
Finales R Indize [I>2sigma(I)] R1 = 0.0577, wR2 = 0.1080
R Indize (alle Daten) R1 = 0.2227, wR2 = 0.1374
Extinktionskoeffizient n/a
Grote Differenz Pealk/Tal 1.809 und -1.332 e.A—3

UO2-DPDCP-DMAA wurde 20 s pro Bildfliche mit einem Winkel delta omega 0.45

° gemessen.
Auswahl einiger Bindungsldngen in A und Bindungswinkel in ©°:

U(1)-0(5) 1.761(7); U(1)-0(6) 1.758(7); U(1)-0(3) 2 269( ); U(1)-0(1) 2.307(8);
U(1)-0(7) 2.316(9): U(1)-N(1) 2.532(9); U(1)-N(2) 2.545(9)

0(6)-U(1)-0(5) 177.2(3); O(3)-U(1)-0(1) 170.1(3)
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Abbildung A.8.: 'H- und *C-NMR von UO,DPDCP-DMAA

"H-NMR (dS-dmso), 6= 8.78 (s), 8.40 (s), 7.93-7.84 (m), 7.78-7.64 (m).

BC-NMR (d®-dmso), 6= 171.6 (s), 157.1 (s), 153.9 (s), 147.8 (s), 135.8 (s), 130.6-
130.2 (m), 129.8-129.5 (m), 127.3 (s), 125.6 (s).
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Abbildung A.9.: IR.Spektren von UO;DPDCP-DMAA in KBr (links)

IR [KBt] cm~': 1718 (vs), 1545 (s), 1392 (s), 1353 (s), 1283 (s), 1255 (s), 1133 (s),
1017 (s), 915 (s), 873 (s), 840 (s), 778 (vs), 735 (vs), 704 (vs), 611 (vs).
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| UO,DPDCP - DMAA (EtOH) |

Empirische Formel C30Hyg N3 OgU
Molekulargewicht 821.61
Temperatur 293(2) K
Wellenlange 0.71073
Kristallsystem Monoklin
Raumgruppe P2 /c
Einheitszelle a = 8.937(4) A; a=90°
b = 26.924(12) A; 5=100.307(7)°
c = 12.127(5) A; v=90°
Volumen 2871(2) A®
Z 4
Dichte (berechnet) 1.901 mg/m®
Absorptionskoeffzient 5.713 mm~!
F(000) 1592
Theta Bereich fir Daten 1.867 - 28.370°
Index Bereich —-11<h<11
—35< k<35
“16<1<15
Gesammelte Reflexionen 38056
Unabhéangige Reflexionen 7019 [R(int) = 0.0567]
Vollstandigkeit zu Theta 99.9%
Verfeinerungsmethode Kleinste Fehlerquadrate
Daten/Einschrédnkungen/Parameter 7019/0,/406
Anpassungstest 1.073
Finales R Indize [I>2sigma(I)] R1 = 0.0404, wR2 = 0.0978
R Indize (alle Daten) R1 = 0.0591, wR2 = 0.1022
Extinktionskoeffizient n/a
Grofite Differenz Peak/Tal 1.764 und -2.646 . A3

UO,-DPDCP-DMAA aus Ethanol wurde 10 s pro Bildfliche gemessen, (bei einem
Winkel delta omega 0.45 °)

Auswahl einiger Bindungslangen in A und Bindungswinkel in °:

U(1)-
U(1)-

(5) 1.770(5); U(1)-0(6) 1.766(5); U(1)-O(3

0 ) 2.301(4); U(1)-O(1) 2.348(4);
O(7) 2.341(4); U(1)-N(1) 2.525(5); U(1)-N(2) 2.524(5

)

0(6)-U(1)-0(5) 178.01(19); O(3)-U(1)-O(1) 169.72(15).
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|

[UO,DCP - MeOH],

Empirische Formel C7H3NO3Uy 5
Molekulargewicht 268.12
Temperatur 293(2) K
Wellenlénge 0.71073 A
Kristallsystem Orthorrhombisch
Raumgruppe Pnma
Einheitszelle a = 11.138(2) A; a = 90°
b = 6.6271(14) A; B = 90°
c = 17.224(4) A; v = 90°
Volumen 1271.3(5) A3
Z 8
Dichte (berechnet) 2.802 mg/m?
Absorptionskoeffzient 12.805 mm ™!
F(000) 976
Theta Bereich fiir Daten 2.177-28.355°
Index Bereich 14 h <14
-8 k=8
-235 1 =22
Gesammelte Reflexionen 14664
Unabhéngige Reflexionen 1712 [R(int) = 0.0832]
Vollstandigkeit zu Theta 99.9%
Verfeinerungsmethode Kleinste Fehlerquadrate
Daten/Einschrénkungen/Parameter 1712/30/137
Anpassungstest 1.224

Finales R Indize [I>2sigma(I)]

R1 = 0.0690, wR2 = 0.1408

R Indize (alle Daten)

R1 = 0.0828, wR2 = 0.1461

Extinktionskoeffizient

n/a

GroBte Differenz Peak/Tal

4.048 und -8.356 ¢. A3

Auswahl einiger Bindungsldngen in A und Bindungswinkel in °:

U(1)-0(5) 1.759(9); U(1)-O(3) 2.296(15); U(1)-O(1) 2.418(14); U(1)-N(1) 2.572(15);

U(1)-N(2) 2.558(15)

0(5)-U(1)-0(5) 176.9(7); O(3)-U(1)-O(5) 172.0(5)

IR [KBr] em~: 1680 (vs), 1652 (vs), 1605 (m), 1571 (s), 1461 (s), 1346 (vs), 1302

s), 1174 (s), 1008 (vs), 915 (vs), 846 (vs), 810 (vs), 710 (vs), 657 (vs).

IR [PE] em~: 658 (vs), 621 (s), (595 (s), 432 (s), 335 (vs), 266 (vs).
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Abbildung A.10.: IR-Spektren von [UO,DCP],, in KBr (links) und PE (rechts)

[UO;DPDCP],4 ‘
Empirische Formel 053.65H36.60N4014.65U2
Molekulargewicht 1447.73
Temperatur 173(2) K
Wellenlénge 0.71073 A
Kristallsystem Monoklin
Raumgruppe P 2,/c
Einheitszelle a = 26.469(3) A; a = 90°
b = 8.3002(8) A; 3 = 108.35(10)°
c = 24.090(2) A; v = 90°
Volumen 5023.4(9) A®
/ 4
Dichte (berechnet) 1.914 mg/m?
Absorptionskoeffzient 6.513 mm~!
F(000) 2751
Kristallgrofe 0.090-0.040-0.030 mm?
Theta Bereich fiir Daten 1.621 - 28.937°
Index Bereich -335 h <34
-10S k £11
-31= 1 =31
Gesammelte Reflexionen 86803
Unabhéangige Reflexionen 11879 [R(int) = 0.0605]
Vollstandigkeit zu Theta 99.9%
Verfeinerungsmethode kleinste Fehlerquadrate
Daten/Einschrénkungen/Parameter 11879/0/709
Anpassungstest 1.121

Finales R Indize [I>2sigma(I)]

R1 = 0.0477, wR2 = 0.0994

R Indize (alle Daten)

R1 = 0.05757, wR2 = 0.1113

Extinktionskoeffizient

n/a

GroBte Differenz Peak/Tal

1.981 und -1.607 e.A =3
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Auswahl einiger Bindungsldngen in A und Bindungswinkel in °:

U(1)-0(6) 1.746(5); U(1)-O(5) 1.750(5); U(1)-O(3) 2.361(5); U(1)-O(1) 2.404(5):
U(1)-N(2) 2.562(5); U(1)-N(1) 2.609(5)

0(6)-U(1)-0(5) 178.1(2) ; O(3)-U(1)-O(1) 173.41(16)
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Abbildung A.11.: 'H- und *C-NMR von [UO,-DPDCP]4

'H-NMR (d°-dmso), 6=8.74 (s), 8.35 (s), 7.85-7.82 (m), 7.69-7.66 (m).

BC-NMR (d®-dmso), 6=171.2 (s), 156.8 (s), 153.5 (s), 147.5 (s), 135.3 (s), 129.9 (s),
129.2 (s), 126.9 (s), 125.2 (s).

A.5.2. Protonierungskonstanten

| pH | % LH, [ LH™ |
1.87 88 12
2.03 81 19
2.17 7 23
2.36 63 37
2.62 52 48
2.73 46 54
3.01 30 70
3.17 24 76
3.45 15 85
3.51 14 86
Tabelle A.1.: Tabelle: Ermittlung des pK;(BCPDA) 2.68
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| pH [ % LH™ | % L*" |

3.86 91 9
4.02 85 15
4.19 78 22
4.27 72 28
4.63 23 47
4.87 44 26
2.03 32 68
5.3 21 79
2.69 9 91
5.91 3 95

A.5.3. Stabilitatskonstante

Tabelle A.2.: Tabelle: Ermittlung des pKy(BCPDA) 4.71

(003 [ [T [%[U0.]]
2.10-1071° | 7.3.10°8 23
1.92:10719 | 1.3-10" 35
1.53-1071 | 2.7.10~ " 66
1.90-107 1% | 1.3-10° 84

| [UO31] L% [ % [UO.L] |
1.50-10719 | 1.25-10~" 7
1.40-10719 | 2.86-10~" 15
1.30-1071° | 1.38-1076 39
1.20-10710 | 2.58.10°© 56
7.1-10711 | 6.45-10°7 26
6.7-10~11 | 1.82-10°© 54
6.1-10~" | 3.33-10°6 64
5.5-10~1 | 5.0-10°¢ 83

Tabelle A.3.: Untersuchung log K (UO,-BCPDA) mit *°U bei pH 4.0 via ITLC

Tabelle A.4.: Untersuchung log K (UO,-BCPDA) mit ?*°U bei pH 3.2 via ITLC
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| [UOF7] L] | % [UO.L] |
4.63-10712 | 1.48-10°8 5
4.05-1072 | 2.50-10~8 9
5.06-107 2 | 6.25-1078 11
4.63-10712 | 1.43-10°7 25
4.05-10712 | 2.50-10~7 51
5.06-10~12 | 6.25-10~7 64
4.63-10712 | 1.43-10° 90

Tabelle A.5.: Untersuchung log K (UO,-BCPDA) mit 23U bei pH 4.0 via ITLC

| [UOF7] L™ [ %[UO,.L] |

4.63-107 | 1.48.1078 3

4.05-107* | 2.50-1078 6

5.06-10712 | 6.25-107% 8

4.63-107"* | 1.43-10°7 30

4.05-10712 | 2.50-10~7 41

5.06-10712 | 6.25-107° 61

4.63-107 | 1.43-107° 83

Tabelle A.6.: Untersuchung log K (UO,-BCPDA) mit 7U bei pH 4.0 via AG

MP-50

A.5.4. Stabilitatsstudien

[ Zeit [d] [ c(U(VD)) [%A] |
1 10.2
2 13.5
3 12.8
6
8

12.0
18.5
10 12.5
13 17.2
Tabelle A.7.: 27U im Heparinserum
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| Zeit [d] | Exp. 1 [%] | Exp. 2 [2] | | Zeit [d] | [%] | | Zeit [d] | Exp. 1 [%] | Exp. 2 [%] |

1 99.0 99.1 1 98.1 1 74.0 90.0
2 96.3 88.9 3 98.8 2 73.8

3 91.5 5 100 4 74.0

4 84.8 6 98.8 5 89.5
5 80.1 8 7 91.1
6 75.5 8 76.9

7 78.3 9 94.3
8 80.7 79.1 10 75.9

10 78.6 12 e 92.0
12 56.8

Tabelle A.8.: Stabilititen von 2"U-BCPDA (links) und #*7U-DCP (mitte) und
B7U-DPDCP im Heparinserum

| Zeit [d] | CO3 [%] | HSA [%] | PO [%] | 20% Serum [%] |

1 98.2 89.9 97.2 94.3
2 99.3 91.9
3 99.1 90.8
4 99.1 90.2 99.4 90.4
) 99.8 89.5 100 90.6
7 100.0 88.7
8 99.0 88.8 98.8 89.7
11 99.0 89.1
13 98.8 88.3
15 98.6 87.4

Tabelle A.9.: Stabilititen von 23"U-BCPDA-MabThera® in HEPES-Puffer bei pH
7.4 und Zusatz der jeweiligen Liganden in physiologischen Konzentrationen
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