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Zusammenfassung

Technetium ist ein kinstliches Element und zahlt zu den Ubergangselementen der VII.
Nebengruppe. Das unedle Metall kann in unterschiedlichen Oxidationszahlen (von -1
bis +7) vorliegen und wird durch den radioaktiven Zerfall des Molybdans gebildet.
Technetium-99m Radiopharmaka sind in der Diagnostik von Erkrankungen, auf Grund
ihrer exzellenten chemischen und physikalischen Eigenschaften von groRer Bedeutung
und finden beinahe in jeder nuklearmedizinischen Abteilung routinemaRige

Anwendung.

Radiopharmaka sind radioaktive Arzneimittel, die auf Grund ihres geringen Anteils an
biologisch aktiver Substanzmenge praktisch keine pharmakologischen Effekte zeigen.
Sie werden den Patienten zumeist parenteral verabreicht und missen daher steril und

pyrogenfrei sein und die vorgesehene Qualitatskontrolle durchlaufen.

Die Qualitatskontrolle ist Teil der Qualitatssicherung und dient der Sicherstellung der
Qualitdit des Radiopharmakons. In der Nuklearmedizin ist die Dauer der
Qualitatsprifung durch die beschrankte Haltbarkeit von radioaktiven Arzneimitteln von
groBer Bedeutung. Die vorliegende Diplomarbeit beschaftigt sich besonders mit der
radiochemischen Reinheit von Technetium-markierten Radiopharmaka. Diese bezieht
sich nur auf radioaktive Verunreinigungen mit dem gleichen Isotop in einer anderen
chemischen Form. Die radiochemische Reinheit wurde mit Hilfe der
Dunnschichtchromatographie  und der  Sep-Pak  Methode (miniaturisierte
Saulenchromatographie-Systeme) Uberpruift.

Die Diinnschichtchromatographie ist ein physikalisch-chemisches Trennverfahren, bei
dem sich die zu trennenden Substanzen zwischen zwei nur begrenzt bzw. nicht

mischbaren Phasen (mobile und stationdre Phase) verteilt.

Das Thema dieser Diplomarbeit, wurde ausgewéhlt nachdem bekannt wurde, dass die
Firma Gelman Sciences die Herstellung der ITLC Materialien einstellt. Diese Platten
sind auf Grund ihrer kurzen Chromatographiezeiten von 3 bis 5 Minuten die in der
Nuklearmedizin am héaufigsten verwendeten stationdren Phasen und deswegen von
grolRer Bedeutung. Das Ziel dieser Arbeit war es, geeignete Ersatzsorbenten fur die
ITLC Materialien zu evaluieren, die fur die Qualitatskontrolle von Technetium
Radiopharmaka gleich gut oder sogar besser geeignet sind. Darliber hinaus wurde
versucht auch andere Standardadsorbenten, die in der Packungsbeilage von den
Herstellerfirmen der Kits und im Europaischen Arzneibuch angegeben waren, zu

ersetzen.






Abstract

Technetium is an artificial element and belongs to group VII of the periodic table. The
base metal can exist in various oxidation states (from -1 — +7) and can be obtained by
the radioactive decay of molybdenum. Technetium-99m radiopharmaceuticals are of
great importance in the diagnostics and therapies of illnesses due to their excellent
chemical and physical qualities and are applied routinely in almost every nuclear

medical department.

Radiopharmaceuticals are radioactive drugs, which show due to their little proportion of
biologically active substance amount practically no pharmacological effects. They are
administered parenterally. Therefore, they must be sterile and pyrogen free and pass

stringent quality controls.

The present diploma thesis deals particular with the radio-chemical purity of
technetium-labelled radiopharmaceuticals. This only refers to radioactive contamination
with the same isotope in a different chemical form. The radio-chemical purity was
tested by means of the thin-layer chromatography technique and the Sep-Pak-Method
(miniaturized column chromatography system).

Thin-Layer chromatography is a physical-chemical separation technique, in which the
substances to be separated distribute between two limited miscibles or even immiscible

phases (mobile and stationary phases).

The Topic of this diploma thesis was selected after it was made public that the
company Gelman Science Inc. stopps producing ITLC materials. These plates are the
most commonly used stationary phases in nuclear medicine, due to their short
chromatography time from 3 to 5 minutes and therefore they are extremely important.
The aim of this work was to find suitable stationary phases for the quality control of
technetium radiopharmaceuticals which are close to or even better suitable. If another
DC plate than ITLC was indicated at the test specification, it also was attempted to

replace these.
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1. Theoretische Grundlagen

1.1. Grundlagen der Radiopharmazie

Die Radiopharmazie beschéftigt sich mit der Herstellung, Anwendung, Verteilung und
Qualitatskontrolle von radioaktiven Arzneimitteln, die zur Diagnose und Therapie am
Patienten verwendet werden. Sie teilt sich in unterschiedliche Bereiche.

Die Radiopharmazeutische Chemie ist verantwortlich fir die Herstellung von radioaktiv
markierten Substanzen, die fur die nuklearmedizinische Diagnostik und Therapie
verwendet werden.

Die sogenannte ,echte Radiopharmazie® beschaftigt sich mit der Qualitatssicherung und
der Qualitatskontrolle. AufRerdem ist sie verantwortlich fir die Verteilung der
Radiopharmaka im menschlichen Organismus und fir die Uberprifung der
Arzneibuchkonformitét.

Die Radiopharmakologie pruft die biochemischen Aufnahmemechanismen.

Die Radiopharmazeutische Technologie befasst sich mit der Uberfiihrung der radioaktiv

markierten Substanzen in geeignete verabreichbare Formulierungen. [1]

1.1.1. Radioaktivitat

Unter Radioaktivitat versteht man die Eigenschaft von Atomkernen, sich spontan, ohne
auRere Einwirkung, in andere instabile oder stabile Kerne umzuwandeln, wobei Energie
in Form von ionisierter Strahlung frei wird. Die Stabilitit des Atomkerns eines
bestimmten Nuklids wird von seinem Neutronen-Protonen-Verhéltnis bestimmt und damit
durch seine Ordnungszahl Z und seiner Massenzahl M. Nuklide mit einer instabilen
Anordnung von Neutronen und Protonen wandeln sich spontan in eine andere
Anordnung um. Die entstehenden Nuklide sind radioaktiv und werden Radionuklide
genannt. Das instabile Ausgangsnuklid ist das Mutter-Radionuklid und das
Zerfallsprodukt das Tochter-Radionuklid. [2,3]

M . Strahlenart .. .
z Mutternuklid ——— 7, Tochternuklid

Abb. 1 Symbolische Darstellung des radioaktiven Zerfalls [2]



1.1.2. Strahlungsarten

Alpha-Strahlung

Alphastrahler finden sich bevorzugt bei schweren, neutronenarmen Kernen mit hoheren
Kernladungszahlen. In der Nuklearmedizin sind sie derzeit von geringer Bedeutung und
werden nur im Bereich der experimentellen nuklearmedizinischen Therapie eingesetzt.
Beim Alpha-Zerfall wird aus dem Mutternuklid ein Heliumkern emittiert, der als
Alphateilchen bezeichnet wird. Dieser Kern besteht aus 2 Protonen und 2 Neutronen.
Daraus ergibt sich, dass das Tochternuklid um 4 Nukleonen leichter ist.

Alphateilchen sind monoenergetisch, ihre Strahlung ist eine Korpuskularstrahlung. [2].
Sie besitzen eine hohe Energie und eine starke Wechselwirkung mit der Materie.
Dadurch verlieren sie ihre Energie rasch und besitzen nur eine geringe Reichweite,
wodurch sie leicht mit Hilfe von Papier abgeschirmt werden kdnnen. Gelangen sie
jedoch an eine Zelle, haben sie eine groRe Zerstérungskraft. Diese Eigenschaft wird in

der Tumortherapie genuitzt. [1]

Alphateilchen
(Heliumkern)

Elektron (e-) um.

: '®) e- ein Neutron (n) wandelt sich
/ / in ein Proton (P) und ein e o /

Abb. 2 Schematische Darstellung der Alpha-Strahlung [4]

Beta'-Strahlung

Bei der Beta-Minus-Strahlung wandelt sich im Kern ein Neutron in ein Proton und ein
Elektron um. Auf Grund von Symmetrie-, Impuls- und Massenerhaltung wird auch ein
Anti-Neutrino erzeugt. Das Elektron, auch Betateilchen genannt, und das Anti-Neutrino
werden aus dem Kern emittiert. Die dabei entstehende Strahlung bezeichnet man als
Beta-Minus-Strahlung. Da die Energie der Beta-Teilchen je nach Nuklid sehr
unterschiedlich sein kann, erzielt sie eine Reichweite von wenigen um bis zu cm und
kann durch Plexiglas oder einige Millimeter Blei abgeschirmt werden.
Beta-Minus-Strahlung zé&hlt zur Korpuskularstrahlung und tritt bei neutronenreichen

Nukliden auf. Sie wird zur Therapie in der Nuklearmedizin eingesetzt. [1]



Betateilchen

Anti-Neutrino

Abb. 3 Schematische Darstellung der Beta-Minus-Strahlung [4]

Beta’-Strahlung

Bei der Beta-Plus-Strahlung wandelt sich im Kern ein Proton in ein Neutron und ein
Positron um, welches auch Anti-Elektron genannt wird. Auf Grund von Symmetrie-,
Impuls- und Massenerhaltung wird auch ein Neutrino erzeugt; dieses besitzt keine
weitere Bedeutung. Das Positron, auch Beta-Plus-Teilchen genannt, wird aus dem Kern
geschleudert. Die dabei entstehende Strahlung bezeichnet man als Beta-Plus-Strahlung.
Diese Strahlung gehort, im Gegensatz zu den oben genannten Strahlungsarten, zur
Annihilationsstrahlung, die auch als Vernichtungsstrahlung bezeichnet wird. Dies erklart
sich durch den Umstand, dass Beta-Plus-Teilchen Anti-Materie sind und beim
Zusammentreffen mit einem Elektron sofort vernichtet werden. Positronenstrahler treten
bei neutronenarmen Nukliden auf und werden in der Nuklearmedizin fur die Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) Diagnostik verwendet. [1]

Positron
{Anti-Elektron)

@
e

Neutrino

~ @

Abb. 4 Schematische Darstellung der Beta-Plus-Strahlung [4]

Gamma-Strahlung

Ein Kern, der sich in einem angeregten oder metastabilen Zustand befindet, kann durch
Aussendung von Gamma-Strahlung wieder in seinen Grundzustand Ubergehen. Dabei
gibt er die Uberschissige Energie in Form von einem oder mehreren Gamma-Quanten
ab. [1] Gamma-Strahlen sind energiereiche elektromagnetische Schwingungen und

besitzen das grof3te Durchdringungsvermdgen. Die Abschirmung ist mit Bleiplatten und



Betonwanden mdglich. [5] In der Nuklearmedizin werden Gamma-Strahler in der SPECT

(Single Photon Emission Computed Tomography) Diagnostik eingesetzt.

Gammaquant

(Aussendung von
elektromagnetischer Strahlung)

Abb. 5 Schematische Darstellung der Gamma-Strahlung [4]

1.1.3. Zerfallsgesetz

Der radioaktive Zerfall ist ein zufélliger Prozess und kann mit Hilfe von statistischen
Methoden beschrieben werden. Den genauen Zeitpunkt der Umwandlung eines
einzelnen Atomkerns kann man nicht vorhersagen, aber die Darstellung Uber
Wahrscheinlichkeitsaussagen ist sehr zuverlassig. Die Zerfallswahrscheinlichkeit A
charakterisiert den Anteil der im Zeitintervall At zerfallenden Atome AN(t), wenn zu einem
bestimmten Zeitpunkt t N(t) Kerne vorhanden sind. Daraus ergibt sich, dass in einem
bestimmten Zeitintervall jeweils ein konstanter Anteil der vorhandenen Kerne

umgewandelt wird. Die dazugehérige Gleichung lautet:

AN(t)
= —AN®

Lost man diese Differentialgleichung auf, ergibt sich daraus das Zerfallsgesetz fur den
radioaktiven Zerfall. Das Zerfallsgesetz zeigt, dass exponentiell mit der Zeit die Anzahl

der noch vorhandenen Atome abnimmt. [2] Die dazugehdrige Gleichung lautet:

N(t) = NO . e_/l.t

1.1.4. Halbwertszeit

Um die jeweils noch vorhandene Menge eines radioaktiven Stoffes einfacher berechnen
zu konnen, ist es dblich, anstelle der Zerfallswahrscheinlichkeit A die sogenannte

Halbwertszeit zu verwenden, da sie vorteilhafter und anschaulicher ist. Die Halbwertszeit



beschreibt jene Zeit die vergeht, bis die Halfte der urspriinglich vorhandenen Atome
zerfallen ist. Der Zusammenhang zwischen der Halbwertszeit und
der Zerfallskonstante wird deutlich, indem man, nach dem Einsetzen von

N(T12) = No/2 in die oben genannte Gleichung, logarithmiert. [2]

In (2)
T 1/2 = 1

Die Halbwertszeit ist fur jedes Radionuklid unterschiedlich und reicht von Millisekunden
bis zu Milliarden Jahren. In der Nuklearmedizin sind Werte zwischen Minuten und
Stunden fur diagnostische Untersuchungen besonders geeignet, wahrend flr
therapeutische Anwendungen Stunden bis Tage wiinschenswert sind. [1]

Im menschlichen Organismus nimmt die Radioaktivitdt durch die biologische
Ausscheidung und durch den Zerfall des Radionuklids ab. Dadurch wird die Elimination
eines Radiopharmakons von zwei Halbwertszeiten, der biologischen und der
physikalischen, bestimmt und durch die effektive Halbwertszeit ausgedruckt.

Die physikalische Halbwertszeit beschreibt den physikalischen Vorgang der
Kernumwandlung und damit den radioaktiven Zerfall des Radionuklids. Dieser Wert ist
fur jedes radioaktive Element charakteristisch.

Die biologische Halbwertszeit gibt jenen Zeitraum an, in dem die Halfte der sich
urspringlich im Organismus befundenen Menge eines Radiopharmakons auf naturliche
Weise (Harn, Stuhl) eliminiert wurde.

Die effektive Halbwertszeit bertcksichtigt sowohl die biologische als auch die
physikalische Halbwertszeit und gibt dadurch die Zeit an, in der die urspringlich im
Kdrper befindliche Aktivitatsmenge auf die Halfte reduziert wird. [6]

T Tbiol : Tphys
erf Tbiol + Tphys

1.1.5. Einheit der Radioaktivitat

Bei der Verwendung von Radiopharmaka ist ihre Aktivitat von grofRer Bedeutung.
Darunter versteht man die Anzahl der Kernzerfalle pro Zeiteinheit. Die Einheit der

Aktivitat wird im internationalen Mal3system (SI) in Becquerel angegeben. [2]

1 Becquerel [Bq] = 1 Kernumwandlung / Sekunde



1.2. Technetium

1.2.1. Historisch

Der russische Chemiker Dmitri Mendeléev sagte 1869 die Existenz eines Elementes mit
dem Atomgewicht von 100 voraus, welches den freien Platz zwischen Molybd&n und
Ruthenium in seinem Periodensystem einnehmen wird. Er nannte es Eka-Mangan, auf
Grund der Position unterhalb von Mangan. [7]

Die deutschen Chemiker Walter Noddack, Ida Tacke und Otto Berg nahmen an, dass
sich das Element 43 im Columbit finden l&sst. Sie beschossen das Mineral mit einem
Elektronenstrahl und fanden ein Signal im Réntgenspektrum. Im Jahr 1925 gaben sie die
Entdeckung des Elementes 43 bekannt und benannten es nach der masurischen Heimat
von Walter Noddak als Masurium. Da das beobachtete Signal nahe der unteren
Nachweisgrenze war und von keiner anderen Arbeitsgruppe zu dieser Zeit reproduziert
werden konnte, wurde ihre Entdeckung nicht anerkannt. [8]

Der Physiker Josef Mattauch postulierte 1934 seine Isobarenregel, durch die klar wurde,
dass das Element 43 mit keinem Isotop stabil sein kénne, da alle infrage kommenden
stabilen Platze bereits von den beiden Nachbarelementen belegt werden. Demzufolge
wurde die Entdeckung der deutschen Chemiker ebenfalls revidiert. [9]

Den ersten Uberzeugenden experimentellen Beweis fir das Element 43 lieferten im Jahr
1937 die italienischen Atomphysiker Emilio Segré und Carlo Perrier an der Universitat
von Palermo. Sie bombardierten Molybdanfolien, die Segré von Ernest Lawrence von
der University of California erhalten hatte, mit Deuteronen und isolierten daraufhin das
erste kinstlich dargestellte Element. Segré und Perrier benannten es Technetium, nach
dem griechischen Wort technetos, welches Ubersetzt kiinstlich heif3t. [8]

Der amerikanische Wissenschaftler John T. Armstrong simulierte 1998 die Experimente
von Noddack, Tacke und Berg mit Hilfe eines Computers und kam zu vergleichbaren
Resultaten wie die deutschen Wissenschaftler. David Curtis vom Los Alamos National
Laboratory wies mit den Methoden von Noddack, Tacke und Berg das sehr geringe
natdurliche Vorkommen von Technetium nach. Dadurch wurde die Zurlckweisung ihrer
Arbeit aus dem Jahr 1925 wieder in Frage gestellt. Die Debatte Uber die umstrittene

Erstentdeckung ist immer noch nicht abgeschlossen. [8]
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1.2.2. Chemische Grundlagen des Technetiums

Technetium ist ein kinstliches Element, das durch den radioaktiven Zerfall von
Molybdan entsteht. Das unedle Metall ist ein Ubergangselement der VII Nebengruppe
des Periodensystems und steht zwischen Mangan und Rhenium. Der atomare Radius
des Technetiums ist dem des Rheniums ahnlich. Dies weist darauf hin, dass es viele
Ahnlichkeiten in der Chemie zwischen den beiden Elementen gibt. Die elektronische
Konfiguration des neutralen Atoms 43 wird als [Kr]4d®5s® beschrieben. Technetium
kann in unterschiedlichen Oxidationszahlen (von -1 bis +7) vorliegen, wobei +7 die

haufigste Oxidationszahl ist. [10]

1.2.3. Herstellung von Technetium

Radionuklide kénnen auf Grund ihrer Halbwertszeit oft nicht verschickt werden. Deshalb
bendtigt man ein System, welches direkt vor Ort und ohne grofReren Platzbedarf die
mehrmalige Herstellung ermdglicht. [1] Diese Tatsache fuhrte zu einer der wichtigsten
Entwicklungen in der Nuklearmedizin: die Vor-Ort-Herstellung von Radioisotopen mit
Hilfe von Radionuklidgeneratoren. [11]

1.2.3.1. Der [*Mo]/[*®"Tc]-Generator

“"Tec wird heute fast ausschlieBlich aus sogenannten Radionuklidgeneratoren
gewonnen.

Diese Generatorensysteme beruhen auf dem Gleichgewichtszustand zwischen einem
langerlebigen Mutternuklid, das auf Grund seines radioaktiven Zerfalls standig neues
Tochternuklid bildet und dem kurzlebigen Tochternuklid, dessen Aktivitat bis zur
Gleichgewichtseinstellung anwéachst. Ist das Gleichgewicht erreicht, zerfallen beide
Radionuklide scheinbar mit der Halbwertszeit des Mutternuklids. [1]

Die Generatoren bestehen aus einer kleinen, mit Aluminiumoxid als lonenaustauscher
gefillten Glasséule, die sich in einer Bleiabschirmung befindet. An der Séule wird das
Mutternuklid absorbiert und durch Aufsetzen eines evakuierten Injektionsflaschchens
wird das Tochternuklid eluiert. [1]

Nach dem Beladen des Generators mit radioaktivem Molybdan zerfallt **Mo durch Beta-
Ubergéange zunachst in den metastabilen Zwischenkern *™Tc mit einer
Zerfallswahrscheinlichkeit von 87 %. 13 % des * Mo zerfallen direkt in das langlebige
Radionuklid **Tc. Das zuvor mit einer Halbwertszeit von 6 Stunden entstandene *™Tc

geht unter Gamma-Emission ebenfalls in **Tc (iber, so lange, bis sich zwischen Bildung



und Zerfall ein sogenanntes transientes Equilibrium einstellt. Damit ist das Maximum des
“MTc mit einer Aktivitat von 96.25 % der Molybdanaktivitat erreicht. Im [**Mo]/[**"Tc]-

Generator wird dieser Zustand nach 23 Stunden erreicht. [12]

PUSEESSREEEE Eluatabschirmung
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Laborabschirmung

Abb. 6 #°™Tc-Generator [11]

9MT¢ wird in Form von Pertechnetat TcO, mit physiologischer Kochsalzlésung mittels
eines evakuierten Flaschchens vom Generator eluiert. Ist das Eluat durch relevante
Mengen des Mutternuklids verunreinigt, spricht man von einem Generatordurchbruch.
Die groRen Vorteile dieses Generatorsystems sind die rasche und kostengiinstige
Verfugbarkeit und die Moglichkeit der taglichen Elution. [2]

Die Ausbeute an *™Tc ist von der Zeit, die seit der Elution vergangen ist, und der Menge
an **Mo, mit der der Generator beladen wurde, abhangig. [12]

1.3. Radiopharmaka

Radiopharmaka sind radioaktive Arzneimittel, die in der Nuklearmedizin zu 95 % fir die
Diagnostik und zu 5 % fur die Therapie von menschlichen Erkrankungen genutzt
werden. [13] Auf Grund ihres geringen Anteils an biologisch aktiver Substanzmenge
haben sie praktisch keine pharmakologischen Effekte. Da sie parenteral dem Patienten
verabreicht werden, mussen sie steril und pyrogenfrei sein und eine Qualitatskontrolle
durchlaufen. [14]



Laut dem Europaischen Arzneibuch zahlen zu Radiopharmaka radioaktive Arzneimittel,
Radionuklid-Generatoren, Kits far ein radioaktives Arzneimittel und
radiopharmazeutische Vorlaufersubstanzen. [3]

Eine wichtige Abgrenzung ist auch zwischen den Begriffen Radiochemikalien und
Radiopharmaka zu treffen. Radiochemikalien sind auf Grund eines moglichen Mangels
an Sterilitit und Pyrogenfreiheit nicht fir die Anwendung am Patienten geeignet.
Radiopharmaka hingegen weisen diese Eigenschaften auf und konnen dadurch dem
Patienten sicher verabreicht werden. [13]

Ein Radiopharmakon besteht aus zwei Komponenten: einem Radionuklid und einem
Molekul (Ligand). Radionuklide werden auch direkt als lonen eines radioaktiven
Elements in Form einer sterilen Radionuklid-Losung oder als Gas verwendet. Ein
Beispiel dafir ware das in dieser Arbeit besprochene *™Technetium als Na-
Pertechnetat. Charakterisiert werden Radiopharmaka durch ihre chemischen und
physikalischen Eigenschaften sowie durch die Strahlungseigenschaften des
Radionuklids. Um eine Anwendung in der Nuklearmedizin zu ermdglichen, missen sie
bestimmten Anforderungen entsprechen. Es sollte keine oder nur eine geringe
Absorption stattfinden, um die Zerfallsstrahlen aufl3erhalb des Korpers messen zu
kénnen und dadurch eine Visualisierung realer Stoffwechselprozesse zu ermdéglichen.
Die Strahlenbelastung fir den Patienten und das Personal muss gering sein. Dies
erreicht man mit einer relativ kurzen Halbwertszeit. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die

kostengiinstige und ausreichende Herstellungsmdglichkeit. [15]

1.3.1. Anwendungen in der Nuklearmedizin

In der Nuklearmedizin werden Radiopharmaka zur Messung zahlreicher physiologischer
Parameter verwendet. Das Radionuklid sendet Strahlung aus und ermdglicht dadurch,
den Radioaktivitatsverlauf im biologischen System zu verfolgen. Auferdem kann man
Ruckschlisse auf die Organfunktion, die regionale Durchblutung oder auf metabolische
Umsétze ziehen, da sich das Radiopharmakon in einem Organ anreichert oder daraus
ausgeschieden wird. Pathologische Abweichungen kdnnen auch dargestellt werden, was

in der Tumordiagnostik zur Anwendung kommt. [6]

1.3.2. Nuklearmedizinische Untersuchungen

Im Gegensatz zu den ,klassischen“ bildgebenden Verfahren wie zum Beispiel die

Roéntgen- oder die Ultraschalluntersuchung, die vorwiegend strukturelle Informationen



Uber Organe, Gewebe und Knochen liefert, steht bei der nuklearmedizinischen
Untersuchung die Funktionsbeurteilung im Vordergrund. Dadurch ergédnzen sich die
unterschiedlichen Verfahren, wodurch bestimmte Erkrankungen effektiver behandelt
bzw. deren Ursache besser definiert werden kénnen. [1]

Die wichtigsten nuklearmedizinischen Untersuchungen mit radioaktivem **"Technetium
sind die Szintigraphie und die SPECT.

Szintigraphie

Szintigraphie bedeutet, aus dem Lateinischen und Griechischen Ubersetzt, so viel wie
.Funken zeichnen®. Es ist ein bildgebendes Verfahren in der Nuklearmedizin, das fir die
Diagnostik eingesetzt wird.

Bei der Untersuchung werden dem Patienten radioaktive Stoffe verabreicht, die sich in
dem zu untersuchenden Gewebe besonders gut anreichern. Das Radiopharmakon
sendet Gammastrahlen aus, die mit Hilfe einer Gammakamera detektiert und in ein
farbvisualisiertes Bild transformiert werden. Es entsteht ein Szintigramm. Diese Methode
kann sowohl zur Lokalisationsdiagnostik, zum Beispiel um Entziindungsherde im Skelett
(Skelettszintigraphie) festzustellen, als auch zur Funktionsdiagnostik von Organen,
beispielsweise in der Nierenszintigraphie, angewendet werden. [16]

Die Bilder der Szintigraphie sind vorwiegend flachenhafte Darstellungen raumlicher
Strukturen. [6]

SPECT

Die Single Photon Emission Computed Tomography, auch Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie genannt, basiert auf dem gleichen Prinzip wie die
Szintigraphie. Der Vorteil der SPECT liegt in der dreidimensionalen Bildgebung. Diese
kommt durch eine oder mehrere um den Kérper rotierende Gammakameras zustande.
Dadurch wird die emittierende Strahlung aus unterschiedlichen Raumrichtungen
detektiert. [17]

1.3.3. Applikationsformen von Radiopharmaka

Die unterschiedlichen Applikationsformen von Radiopharmaka werden nach der
gewinschten diagnostischen bzw. therapeutischen Verwendung und den Eigenschaften
des verwendeten Arzneistoffes gewahlt. Die angewendete Untersuchungsmethode hat

ebenfalls eine grofRe Bedeutung. Radiopharmaka werden intravends als isotonische
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Injektionslésungen appliziert oder peroral in Form von Kapseln oder als radioaktiver
Trunk verabreicht. Radioaktive Aerosole bzw. Gase werden inhalativ eingesetzt.

Am haufigsten werden Radiopharmaka parenteral (Uberwiegend intravends) appliziert.
Radioaktive Injectabilia werden auf Grund ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften
in vier Gruppen geteilt: radioaktive Gase (aufgeldst in wassrigen Losungen), echte

Losungen, kolloiddisperse Losungen und grobdisperse Systeme. [14]

1.4. Qualitatssicherung

Die Qualitatssicherung, im Englischen quality assurance genannt, befasst sich mit allen
Malnahmen, die zur Verbesserung, Beibehaltung und dadurch Sicherung der Qualitat
eines Arzneimittels gesetzt werden. Dazu ist die Schaffung geeigneter Arbeitsplatze,
eine Schulung des Personals, die Qualitdtskontrolle, die Kennzeichnung des
Arzneimittels (um eine moégliche Verwechslung auszuschlieRen und die Identifikation zu
ermdglichen) und eine genaue Dokumentation der Arbeitsschritte erforderlich. [18]

Die Qualitatssicherung hat vor allem bei der Herstellung von Radiopharmaka eine
besondere Bedeutung auf Grund ihrer besonderen Merkmale, wie zum Beispiel die
Verwendung kleiner Volumina und die oftmals auftretende Notwendigkeit, das Produkt

dem Patienten zu injizieren, bevor die Qualitatskontrolle abgeschlossen ist. [19]

1.4.1. Qualitatskontrolle

Die Qualitatskontrolle, im Englischen quality control genannt, ist ein Teil der
Qualitatssicherung. Sie dient der Sicherstellung der Qualitat des Radiopharmakons. Die
Aufgaben der Qualitatskontrolle liegen in der Uberwachung, Bewertung und
Dokumentation.

Im Mai 2000 wurde der Erlass ,Qualitatssicherung und Qualitatskontrolle auf dem Gebiet
des Strahlenschutzes im Bereich der Humanmedizin“ eingeflhrt. Ab diesem Zeitpunkt
sollte die Qualitatskontrolle ein fixer Bestandteil der klinischen Routine sein. Unklarheiten
bestehen noch immer in der Umsetzung der Qualitétskontrolle in die Kklinische Praxis.
[20]
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1.4.1.1. Rechtliche Hintergrinde

Da es sich bei Radiopharmaka, die am Menschen angewendet werden, nach dem
Arzneimittelgesetz um Arzneimittel handelt, gelten fir sie die gleichen Qualitatsrichtlinien
wie fUr andere Arzneimittel. Ein signifikanter Unterschied, der die Qualitatskontrolle
erschwert, liegt in der beschrankten Haltbarkeit von radioaktiven Arzneimitteln, die durch
den physikalischen Zerfall mit zum Teil sehr kurzen Halbwertszeiten bedingt ist. Die
Dauer der Qualitatsprifung erhalt groRe Bedeutung, da eine zeitaufwendige Kontrolle,
wie bei nicht radioaktiven Arzneimitteln, nicht durchfuhrbar ist. [21]

Radiopharmaka werden in der nuklearmedizinischen Anwendung unterteilt in
Radiopharmaka, die fertig zur Anwendung sind, Radiopharmaka, die mit Hilfe von Kits
hergestellt werden und sonstige Radiopharmaka, die vom Anwender selbst hergestellt
werden.

Fur gebrauchsfertige Radiopharmaka tragt, wie bei anderen Arzneimitteln, der Hersteller
die Verantwortung fir die Qualitdt des Praparates. Vom Anwender werden nur die
Identitat und die Menge geprift.

Bei Radiopharmaka, die mit Hilfe von Kits hergestellt werden, muss der Anwender aus
dem gelieferten, dem Arzneimittelgesetz unterliegenden, Ausgangsprodukt erst ein
fertiges Radiopharmakon herstellen. Deshalb teilt sich der Hersteller von Kits und
Generator (oder Radionuklid) die Verantwortung fur die Qualitdat mit dem Anwender.
Wichtig ist dabei zu beachten, dass sich der Anwender strikt an die Vorschriften des
Herstellers hélt, da sonst dieser aus seiner Mitverantwortung entbunden ist.

Bei Radiopharmaka, die vom Anwender selbst hergestellt werden, ist dieser selbst
verantwortlich und haftet fur alle Folgen, die aus der Verabreichung dieser Praparate
entstehen.

Genauere Informationen uber die Qualitatskontrolle findet man im Osterreichischen
Arzneimittelgesetz, im Europaischen Arzneibuch und in zahlreichen Richtlinien wie u.a.

in den ,Guidelines for good manufacturing practice®. [18]

1.4.1.2. Art der Qualitatskontrolle und Frequenz

Bei gebrauchsfertigen Radiopharmaka muss vor dem Gebrauch die Identitat (durch
Kontrolle der Angabe auf dem Etikett) und die Aktivitat gepruft werden.

Bei der erstmaligen Elution des Generators muss sichergestellt werden, dass es keinen
“Mo-Durchbruch gibt. Danach wird bei jeder anschlieRenden Elution die
Elutionsausbeute geprift. Diese darf nicht mehr als 10 % von der theoretisch

berechneten Aktivitdt abweichen. Weiters werden die Klarheit und das Volumen der
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Lésung kontrolliert. Die Prufung der radiochemischen Reinheit des Eluats erfolgt durch
monatliche Stichproben.

Bei Kit-Markierungen wird bei jeder Markierung die Klarheit der Losung kontrolliert. Die
radiochemische Reinheit wird bei jeder neuen Charge eines Kits vor der Applikation
geprift. Zusatzlich werden monatlich alle Markierungen eines Tages stichprobenartig
getestet. Ist eine Markierung nicht in Ordnung, sollten flinf darauffolgende Markierungen
getestet werden. Nur wenn diese entsprechen, kann wieder auf Chargentestung
Ubergegangen werden.

Die Prufung auf Sterilitat dient zur Dokumentation einer aseptischen Arbeitsweise, da die
Radiopharmaka-Zubereitungen nur von Personal mit entsprechender Schulung
durchgefuhrt werden. Deshalb reicht es aus, die Markierungen eines Tages halbjéhrlich
abklingen zu lassen und die Sterilitdt zu testen. Wird eine Markierung von einem neuen

Mitarbeiter durchgefiihrt, muss diese einen Sterilitdtstest durchlaufen. [20]

1.5. Qualitatskriterien

Quialitatskriterien fur Radiopharmaka definieren sich einerseits durch die Radioaktivitat
des Arzneimittels, andererseits durch ihre haufigste Art der Anwendung, als Parenteralia.
[12]

Im Europaischen Arzneibuch 2011 sind in der Monographie ,Radioaktive Arzneimittel
die wesentlichen Qualitatskriterien angefuhrt:  Prifung auf Identitat (z.B.
Radionuklididentitdt und Messung der Radioaktivitat), Prufung auf Reinheit (z.B.
Radionuklidreinheit, radiochemische Reinheit und chemische Reinheit) sowie sonstige

Prifungen wie Sterilitat und Pyrogenfreiheit. [21]

1.5.1. Radioaktivitatsmenge

Je nach Art der Untersuchung muss die Menge an Radioaktivitit genauestens
angepasst werden. Der Anwender muss gewdhrleisten, dass der Patient die richtige
Aktivitditsmenge verabreicht bekommt. Eine zu hohe Aktivitdt kann zu einer erhfhten
Strahlenbelastung und gegebenenfalls zu direkten Nebenwirkungen beim Patienten
fuhren. Bei zu geringer Radioaktivitdt kann es zu einem unzureichenden Ergebnis der
Untersuchung kommen oder die Therapie beeinflusst werden.

Zur Messung der Patientendosis werden im Allgemeinen Aktivimeter verwendet. Um die

richtige Aktivitdtsmenge festzustellen, muss der Anwender wesentliche Kontrollen der
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Messgerate vornehmen und ihre Funktionsfahigkeit Uberprifen. Getestet werden dabei

vor allem Genauigkeit, Linearitat und Kontamination. [12]

1.5.2. Radionuklididentitat

Die Radionuklididentitat ist durch die Halbwertszeit sowie durch die Art und die Energie
der Strahlung charakterisiert. [3] Dies ist besonders wichtig um sicherzustellen, dass der
Patient das richtige Radionuklid bekommt.

Die Halbwertszeit gibt auferdem Auskunft lUber die radionukleare Reinheit, da eine
Verunreinigung mit anderen Radionukliden zu einer Verschiebung der gemessenen
Halbwertszeit fuhren wirde. Die Messung wird mit einem geeigneten
Radioaktivitdtsdetektor wie z.B. einer lonisationskammer, einem Szintillationsz&ahler oder
einem Geiger-Muller-Zahlrohr durchgefiihrt.

Die Art und Energie der Strahlung lassen sich durch Aufnahme einer
Schwachungskurve, die bei Elektronenstrahlung verwendet wird, und durch
Spektroskopie (bei Gammastrahlung) bestimmen. [21]

1.5.3. Radionuklidreinheit

Die Radionuklidreinheit ist ein wesentlicher Parameter, der angibt, ob ein Radionuklid in
reiner Form vorliegt, ob das Radiopharmakon noch fremde Nuklide enthalt oder sich
durch den radioaktiven Zerfall andere Radionuklide gebildet haben. [14]

Diese Verunreinigungen kénnen zu einer unerwlnschten Erhdéhung der
Strahlenbelastung fiir den Patienten sowie zu einer Verfalschung der Messergebnisse
fuhren. [11]

Zur Bestimmung der Radionuklidreinheit wird die Gammaspektrometrie verwendet. Die
Schwierigkeit dieser Methode liegt darin, dass Verunreinigungen mit Alpha- oder
Betastrahlern schwer nachzuweisen sind. Als zusétzliche Kontrolle wird die
Halbwertszeit bestimmt. Ein weiteres Problem stellt die Anderung der
Radionuklidreinheit mit der Zeit dar, die sich auf Grund der unterschiedlichen
Halbwertszeiten des Radiopharmakons und der Verunreinigung ergibt. Deshalb miissen
alle Anforderungen an die Radionuklidreinheit wéhrend der gesamten Dauer der
Diagnostik oder Therapie erflillt sein. [3]

Im Produktionsprozess des Radiopharmakons entstehen Verunreinigungen durch
Kontamination des Ausgangsmaterials oder unvollstidndige Reinigungsschritte bei der

Aufarbeitung. Fir alle gangigen Radiopharmaka sind Grenzwerte fir die auftretenden
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Verunreinigungen wahrend des Produktionsprozesses vorgegeben, die im Européischen

Arzneibuch und in den Herstellerangaben festgehalten sind. [18]

1.5.4. Radiochemische Reinheit

Die radiochemische Reinheit bezieht sich nur auf radioaktive Verunreinigungen mit dem
gleichen Isotop in einer anderen chemischen Form. Zu diesen Verunreinigungen kann es
bei der Lagerung kommen oder sie koénnen bei der Markierung durch eine
unzureichende Reaktionsausbeute entstehen. Chemisch unterschiedliche Verbindungen
besitzen eine unterschiedliche Pharmakokinetik. Es kann zu einer Veranderung des
Verteilungsmusters der Radioaktivitdt im Korper und dadurch bei der diagnostischen
Untersuchung zu einer Fehlbeurteilung kommen. Die Beurteilung ist daher nicht oder nur
eingeschrankt moglich. [12]

Die Bestimmung der radiochemischen Reinheit kann mit analytischen Trennverfahren
durchgefuhrt werden. In nuklearmedizinischen Abteilungen wird am hé&ufigsten die
Dunnschicht- oder die Papierchromatographie angewendet. [3]

1.5.5. Chemische Reinheit

Die chemische Reinheit gibt Verunreinigungen an, die von nicht radioaktiven, fremden
Stoffen stammen und weder Hilfsstoffe noch Ldsungsmittel sind. Sie kdnnen zu
Problemen bei der Herstellung und zu toxischen Auswirkungen fir den Patienten flhren.
[18]

Die Bestimmung der chemischen wie auch der radiochemischen Reinheit erfolgt tUber

chromatographische Methoden.

1.5.6. Sterilitat

Die Sterilitét muss bei radioaktiven Arzneimitteln, die parenteral verabreicht werden,
ebenso wie bei nicht-radioaktiven Parenteralia gewahrleistet sein, um schwer
kontrollierbare Infektionen zu verhindern. Die Radioaktivitat kann bakterizid wirksam
sein, allerdings reichen die in den nuklearmedizinischen Praparaten verwendeten
Aktivitatsmengen nicht aus, um die Sterilitat zu garantieren. [18]

Bei radioaktiven Arzneimitteln kénnen auf Grund der Strahlenbelastung des Personals,
der zum Teil sehr kurzen Halbwertszeiten einiger Radionuklide und eines geringen

Umfangs der Chargen Schwierigkeiten bei der Sterilitatsprifung auftreten. Deshalb
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existiert fir Radiopharmaka eine Regelung, die eine Abweichung von den allgemeinen
Prufvorschriften fur die Sterilitéat erlaubt. In einigen Fallen ist es sogar mdglich, auf die
Durchfiihrung eines Sterilitatstests zu verzichten, wenn das Herstellungsverfahren auf

eine aseptische Zubereitung der Wirkstofflosung validiert ist. [21]

1.5.7. Pyrogenfreiheit

Die Pyrogenfreiheit garantiert, dass in dem parenteral verabreichten Radiopharmakon
keine Pyrogene enthalten sind, die beim Patienten Fieber auslésen wirden.

In der Nuklearmedizin spielt dieser Parameter eine geringe Rolle, da laut dem
Européischen Arzneibuch nur Einzeldosen, die grof3er als 15 ml sind, getestet werden

mussen und im Normalfall nur ca. 1 ml des Radiopharmakons injiziert werden. [12]
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1.6. ®"Tc-Radiopharmaka

¥MTechnetium Radiopharmaka sind in der Diagnostik und der Therapie von
Erkrankungen von grof3er Bedeutung. Durch die gute Verfugbarkeit dieses Radionuklids,
das an Ort und Stelle aus einem Radionuklidgenerator gewonnen werden kann, wird es
nahezu in jeder nuklearmedizinischen Abteilung routinemaRig eingesetzt. Es verflugt
Uber ausgezeichnete chemische und physikalische Eigenschaften (z.B. gunstige
Zerfallseigenschaften und eine Halbwertszeit von 6 Stunden). Durch seine ideale
Gammaenergie von 140 keV ist *"Technetium heute das wichtigste Radionuklid firr das

bildgebende SPECT- Verfahren in der nuklearmedizinischen Diagnostik. [22]

6.1. Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten *™Tc-Radiopharmaka

Radiopharmaka Praparatlonsklt Klinische Anwendung

oM. Monoklonaler Antikdrper — Scintimun® Szintigraphie des
Antigranulozyte (Maus IgG1) Granulocyte Knochenmarks und von
Entzindungen
9MTc-Nanocoll Denaturiertes Nanocoll® Szintigraphie des
menschliches Albumin Knochenmarks und von
Entziindungen;
Lymphszintigraphie
Diphosphonopropan- Teceos® Knochenszintigraphie

dicarbonséaure

¥MTc-DMSA Dimercaptobernstein- Renocis® Nierenszintigraphie

saure

Mercaptoacetyltriglycin TechneScan® Nierenszintigraphie

¥MTe-MIBI Methoxyisobutylisonitril Cadiolite® Herzszintigraphie;

Tumordiagnose

M Tc-Tetrofosmin PRSI Myoview® Myokardialer
Perfusionstracer;

Tumorlokalisation

9" Tc-Phytacis Phytinsaure Phytacis® Leberszintigraphie
¥MTc-HMPAO Exametazim Ceretec® Hirnszintigraphie

Tabelle 1Ubersicht tiber die verwendeten 99mTc-Radiopharmaka
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1.6.2. Anwendungen

9MTc-Antigranulozyte

¥MTc-Antigranulozyte wird zur Knochenszintigraphie angewendet. Es dient der
Erkennung und Lokalisierung von Entzindungen und Infektionen des peripheren
Knochens.

9MTc-Antigranulozyte bindet spezifisch an Granulozyten und Granulozytenvorstufen.

Nach 24 Stunden sind 14 % der verabreichten Dosis Uber die Niere ausgeschieden. [23]

9MTc-Nanocoll®

9MTc-Nanocoll® wird zur Szintigraphie des Knochenmarks, von Entziindungen und des
Lymphsystems eingesetzt. Dadurch kénnen der Lymphfluss und die Lymphknoten im
Kdrper sichtbar gemacht werden. Bei der Knochenmarkszintigraphie, die auf der hohen
Aufnahme der Substanz im Knochenmark durch Phagozytose beruht, kénnen
Knochenmarkdefekte, ungleiche Knochenmarkverteilungen und Ausdehnungen von

aktivem Knochenmark in die langen Réhrenknochen diagnostiziert werden. [10]

¥™Tc-DPD

¥MTc-DPD findet in der Knochenszintigraphie Anwendung. Es dient der Diagnose von
Knochentumoren, Knochenmetastasen, Stoffwechselerkrankungen des Knochens wie
zum Beispiel Osteomyelitis und der Lokalisation von Knochenfrakturen.

Es wird Uber glomerulare Filtration eliminiert und nach 6 Stunden sind 60 % der

verabreichten Dosis ausgeschieden.

¥"Tc-DMSA

9MTc-DMSA wird fiir die Nierenszintigraphie verwendet und erméglicht Aussagen uber
die Funktion der Nierenrinde, Grol3e und Form der Niere sowie Funktionsstérungen.
AulRerdem konnen raumfordernde Verdnderungen wie zum Beispiel Tumore
diagnostiziert werden.

Nach der intravendsen Injektion wird der ®™Tc-DMSA Komplex im Nierenparenchym
aufgenommen und zeigt eine hohe Affinitat zur Nierenrinde. Er wird ausschliefilich als
unverandertes Molekil tGber den Harn ausgeschieden und in 24 Stunden werden etwa
30% eliminiert. [10]
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PMTc-MAG;

“MTc-MAG; wird ebenfalls fiir die Nierenszintigraphie angewendet. Im Gegensatz zu
9MTc-DMSA kann mit dieser Substanz sowohl iiber die Anatomie und die Funktion der
Niere als auch Uber die Nierenausscheidung, das Harnabflusssystem und die
Nierenperfusion eine Diagnose erstellt werden.

Nach intravendser Injektion wird die Substanz rasch tber die Niere, tberwiegend durch
Sekretion in den proximalen Tubulus, aus dem Blut eliminiert. Nach etwa 30 Minuten
sind 70 %, nach 3 Stunden ca. 99 % der verabreichten Dosis renal ausgeschieden. [24]

¥mTe-MIBI

¥MTc-MIBI wird zur Myokardperfusionsszintigraphie verwendet. Dies ermdglicht den
Nachweis und die Lokalisation von koronaren Herzkrankheiten und Myokardinfarkt.
AulRerdem kann eine Beurteilung der globalen ventrikularen Funktion (mittels First-Pass-
Technik zur Bestimmung der linksventrikularen Ejektionsfraktion), des Volumens und der
regionalen Wandbewegung erfolgen.

Eine weitere Anwendung von *™Tc-MIBI ist bei Verdacht auf Brustkrebs durch die
Mammaszintigraphie sowie bei der Dignitatsbeurteilung von Schilddriisenknoten
maglich.

Der positiv geladene lipophile Komplex reichert sich in den Mitochondrien an, da diese
zu den am starksten negativ geladenen Zellkompartimenten zahlen.

Nach 24 Stunden werden etwa 27 % der verabreichten Dosis renal eliminiert und etwa

33 % werden innerhalb von 48 Stunden Uber die Fazes ausgeschieden. [25]

¥mTc-Tetrofosmin

9MTc-Tetrofosmin ist ein myokardialer Perfusionstracer, der zur Diagnose bei Patienten
mit koronaren Herzerkrankungen angewendet wird. Er erméglicht die Diagnose von
ischamischen Herzkrankheiten, von reduzierter regionaler Durchblutung, von
Durchblutungsstérungen im Myokard und die Lokalisierung eines Herzinfarkts. Das
linksventrikuldre Volumen und die Ejektionsfraktion kdnnen ebenfalls getestet werden.
Der lipophile *™Tc-Tetrofosmin  Komplex wird rasch vom Herzmuskelgewebe
aufgenommen und proportional zum Blutfluss akkumuliert. Die Elimination aus dem Blut
erfolgt ebenfalls sehr rasch, da 10 Minuten nach der Injektion nur mehr weniger als 5 %

der Radioaktivitat im Blut gemessen werden kdonnen. [10]
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99MTc-Phytacis
9MTc-Phytacis wird fir die Leberszintigraphie verwendet und dient der Diagnose von

anatomischen oder funktionellen Erkrankungen der Leber.

¥MTc-HMPAO

¥MTc-HMPAO findet in der Hirnszintigraphie Anwendung. Es dient der Diagnose von
Durchblutungsstorungen, zerebrovaskularen Erkrankungen, Schlaganfallen und der
Klassifizierung von Schaden, die durch einen Schlaganfall im Gehirn entstanden sind.
Der lipophile **"Tc-HMPAO Komplex kann die Bluthirnschranke tberwinden. Da die
Elimination aus dem Gehirn sehr langsam verlauft, sind nach 48 Stunden noch tber

70 % der verabreichten Dosis im Gehirn. [10]

Hirn
SrTc-HMPAO
Lymphknoten
mTc-Nanocoll® —.__
Herz
smTc-MIBI

SmTc-Tetrofosmin

Leber

“nTc-Phytacis® —
Nieren

"‘/
e #uTcDMSA
Skelklt // -\\‘\_ SmTc-MAGs
“mTc- DPD
Entziindungen
»mTc.Antigranulozyte Tumordiagnostik
SrTc-Nanocoll® SrTc-MIBI

SmTc-Tetrofosmin

Abb. 7 Anwendung der 9Q"'Tc-Radiopharmaka [14]
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1.7. Grundlagen der Dinnschichtchromatographie

1.7.1. Historisch

Der russische Botaniker Michael Tswett verwendete erstmals 1903 in der Literatur den
Begriff ,chromatographische Adsorptionsanalyse®. Es gelang ihm, Pflanzenfarbstoffe an
unterschiedlichen Adsorbentien in Saulen zu trennen. [26] Dadurch, dass die getrennten
Substanzen als farbige Banden auf der Sé&ule erschienen, pragte Tswett den Begriff
Chromatographie. Aus dem Griechischen Ubersetzt bedeutet es ,Farbe schreiben®. [27]
Die Geschichtsschreibung der Dunnschichtchromatographie beginnt mit den Arbeiten
von N. A. Izmailov und M. S. Shraiber 1938, die galenische Zubereitungen an losen
Aluminiumoxidschichten auf Glasplatten trennten. Dies geschah, indem sie bestimmte
Losungsmittel im Auftragepunkt der Probe stéandig nachtropfen lieRen. Mainhard und
Hall verwendeten erstmals Schichten, die mit Starke als Bindemittel stabilisiert wurden.
Kirchner et al. fihrten Gips als Bindemittel ein und fanden heraus, dass sich Kieselgel
hervorragend als Sorbens eignet. Egon Stahl fihrte 1956 den Begriff
,Dunnschichtchromatographie“ ein. Er arbeitete mit den Firmen Merck und Desaga
zusammen und brachte ein wesentlich feinkdrnigeres und standardisiertes Kieselgel auf
den Markt. Sie entwickelten auch eine leistungsfahige Ausristung zur
Schichtpraparation und Trennung. [28] Diese Arbeit flihrte zu einer Standardisierung der
Sorbentien und der Geratschaften und dadurch wurde die Dinnschichtchromatographie

als Verfahren der analytischen Chemie voll anerkannt und hat sich etabliert. [29]

1.7.2. Grundlagen

Unter Chromatographie versteht man ein physikalisch-chemisches Trennverfahren fir
analytische und préaparative Zwecke. Die zu trennenden Substanzen werden zwischen
zwei nur begrenzt bzw. nicht miteinander mischbaren Phasen verteilt, von denen die
eine, die stationare Phase, unbeweglich ist, wahrend sich die andere, die mobile Phase,
Uber die stationdre Phase beweqgt.

Die verschiedenen chromatographischen Verfahren werden eingeteilt nach dem
Phasenaufbau z.B. nach der verwendeten mobilen Phase (FlieBmittel) oder der
stationaren Phase (Sorbens) und nach der Ausfihrungstechnik.

Eine weitere Klassifikation kann nach den Trennprinzipien erfolgen. Die wichtigsten sind

Adsorption, Verteilung, lonenaustausch und Molekulausschluss.
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CHROMATOGRAPHIE

[ | |
MOBILE PHASE GAS UBERKRITISCHES FLUID FLUSSIGKEIT

l | l |
STATIONARE flissig fest flussia fest flassig fest
PHASE 40
Adsorpens gebundene Harz Gel
‘ Phase
|
[ | [ | [ 1
KONFIGURATION  Saule Séule Saule Sdule planar planar Saule planar Saule Sédule Saule
BEZEICHNUNG gas-liquid supercnitical fluid thin iayer bonded phase size exclusion
chromatography chromatography chromatography chromatography chromatography
(GLC) (SFC) (TLC) (BPC) (SEC)
gas-solid liquid-liquid liquid-solid ion excnange
chromatography chromatography chromatography chromatography
(GSC) (LLC) (LSC) (IEC)

Abb. 8 Klassifizierung der verschiedenen chromatographischen Verfahren [27]

Fir die Qualitatskontrolle in der Nuklearmedizin wird die Dinnschichtchromatographie
am haufigsten eingesetzt. Durch ihre kurze Entwicklungszeit, der ,einfachen“ mobilen
Phase und den klaren Migrationseffekten ist sie fur die Bestimmung der
radiochemischen Reinheit im Krankenhaus besonders geeignet. Eine detaillierte
Beschreibung dieser Methode ist in Kapitel 3.2. zu finden.

1.8. Grundlagen der Sep-Pak-Methode

Zur Analyse und Reinigung von Radiopharmaka hat man miniaturisierte
Saulenchromatographie-Systeme entwickelt. Die Sep-Pak-Methode ist eine besonders
schnell durchfihrbare Analyse, die auch von Personen ohne chemisch-analytische
Ausbildung und ohne spezielle Messgeréte durchgefuhrt werden kann. [12]

Durch die effiziente Trennung der Komponenten gibt es keine bis wenige Artefakte
(darunter versteht man, dass das ungebundene **"Tc nicht zur Génze von der Séaule
gewaschen wird oder das Radiopharmakon zu einem unterschiedlichen Prozentsatz auf
der Saule verbleibt). Bei der Sep-Pak-Methode wird generell der Anteil der
Verunreinigungen Uberschatzt, der Anteil des Radiopharmakons unterschatzt.

Eine detaillierte Beschreibung dieser Methode ist in Kapitel 3.4. zu finden.
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2. Methoden und Materialien

2.1. Herstellung von ®™Tc-Radiopharmaka

Auf Grund seiner exzellenten chemischen und physikalischen Eigenschaften (6 Stunden
Halbwertszeit, reiner Gamma-Strahler mit einer gunstigen Energie von 140 keV) wird
Technetium-99m in der Nuklearmedizin sehr haufig verwendet. Uber 80 % aller
Radiopharmaka, die in der diagnostischen Nuklearmedizin verwendet werden, basieren
auf diesem kurzlebigen Nuklid, das durch Elution eines Generators erhalten wird, der in
jeder nuklearmedizinischen Abteilung vorhanden ist. [10]

Um eine Reaktion mit einem Liganden zu ermoglichen, muss Technetium reduziert
werden, da es nach der Elution aus dem Generator als negativ geladenes Pertechnetat
Anion vorliegt und in dieser Form relativ stabil ist. Das reduzierte Technetium kann dann
an einen Liganden binden. Dadurch entsteht ein Technetium Komplex und damit das

gewiinschte Radiopharmakon. [10]

2.1.1. Markierung mit vorgefertigten Kits

Die Herstellung von *™Technetium-Radiopharmaka direkt am Ort der Anwendung wird
durch Markierungsbestecke, sogenannte Kits, die samtliche fir die Markierung
erforderlichen Bestandteile in lyophilisierter Form enthalten, ermdéglicht. [1] Diese
industriell vorgefertigten Reagenziensatze sind pyrogenfrei, steril und gefriergetrocknet.
Durch Zugabe von *™Tc-Natriumpertechnetat, welches aus dem Generator eluiert
wurde, wird das gewiinschte, mit %*"Tc-markierte Radiopharmakon in steriler,
injizierbarer Form erhalten. Die Dauer der Markierung betragt zwischen 10 und 15
Minuten und muss eine Markierungsausbeute von mehr als 95 % erreichen. Damit eine
einwandfreie Markierung stattfindet, muss die Markierungsvorschrift des Herstellers
eingehalten werden. [14]

Ein solcher Kit enthdlt im Allgemeinen den Ligand, ein Reduktionsmittel,
Puffersubstanzen, Stabilisatoren und eventuell andere Hilfsstoffe.

Das Reduktionsmittel ist bei den derzeitig verwendeten Kits fast ausschlie3lich
Zinn(Il)chlorid, welches *™TcO, auch im schwach sauren pH-Bereich reduziert. Um die
leichte Oxidierbarkeit der Zinn(ll)-Verbindungen durch Luftsauerstoff zu verhindern,
werden Kits unter Stickstoffzufuhr abgefulit.

Die Puffersubstanzen dienen dazu, den gewiinschten pH-Wert fir die Reaktion

einzustellen, da eine Anderung des Wertes die Art und das Ausmafld der Reaktion
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wesentlich beeinflussen kann. AuRerdem wird dadurch die physiologische Vertraglichkeit
gewabhrleistet.

Zu den Stabilisatoren gehdren schwache Komplexbildner und Antioxidantien, die eine
Oxidation des Zinns verhindern sollen.

Hilfsstoffe, wie zum Beispiel Kochsalz, werden verwendet, um die Vertraglichkeit des

Radiopharmakons zu gewahrleisten und eine Blutisotonie einzustellen. [12]

2.1.2. Durchfiihrung der Markierung

Nach Elution des Generators wird die gewiinschte Aktivitat von ™ Tc-Pertechnetat in
dem vom Hersteller des Kits angegebenen Volumen aufgezogen und unter
Luftabschluss in die Reaktionsflasche injiziert. Diese wird danach mit Hilfe der
verwendeten Spritze entliftet, um eine Kontamination bei der Entnahme der einzelnen
Proben zu verhindern, da bei groBen Volumina die Reaktionsflasche unter Uberdruck
stiinde. Danach wird das Lyophilisat durch Schitteln gelést und in der vom Hersteller
angegebenen Zeit inkubiert. Die benétigten Einzeldosen kénnen nun enthommen
werden. [11]

Eluat
99mTc-
' l Pertechnetat
T Zu markierende
/ Substanz
Generator Entnahme  |njektion Auflosung des Lyophilisats,

des Eluats ges Eluatsin  stehenlassen, fertig zur
den Kit Applikation

Abb. 9 Markierung mit Hilfe eines Kits [14]

Die wichtigsten Faktoren, die die Qualitdt bei der Markierung beeinflussen, sind ein
niedriger Anteil an *Tc im Generatoreluat und die vollstandige Reduktion des
Pertechnetats. Bei Einhaltung der Markierungsvorschrift betréagt der Gehalt an freiem
Pertechnetat in den meisten Kits unter 1 % der Gesamtaktivitdt. AulRerdem sollte
beachtet werden, dass der Zeitraum zwischen den Elutionen des *"Tc-Generators nicht

zu lange ist. [11]
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2.2. Dinnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie (im Englischen thin layer chromatography, TLC
genannt) gehort zur planaren Flussigchromatographie. Diese Trennmethode bietet viele
Vorteile gegeniber klassischen Methoden, die vor allem fir die Pharmazie von grof3er
Bedeutung sind. Bei einem geringen apparativen Aufwand erhalt man Ergebnisse mit
einer hohen Aussagekraft. Dadurch ist sie eine relativ kostenglinstige Methode. Weitere
wichtige Vorteile sind die hohe Selektivitat des Nachweises, die niedrigen
Nachweisgrenzen, die hohe Trennleistung und der geringe Zeitaufwand.

Mit der Dunnschichtchromatographie ist es mdglich, eine Trennung von verschiedenen
gelosten Stoffen durch physikalisch-chemische Wechselwirkungen zwischen dem zu
trennenden Stoffgemisch und der stationaren sowie der mobilen Phase zu erreichen.
Der Trennungsmechanismus beruht vorwiegend auf der Adsorption der Substanz durch
hydrophile Wechselwirkungen an der Oberflache einer festen stationdren Phase und der
Verteilung zwischen zwei miteinander nicht mischbaren fliissigen Phasen. Weitere in der
Chromatographie wichtige Mechanismen der Trennung sind Molekularsiebwirkung
(Ausschluss), lonenaustausch und Bioaffinitat. Selten treten diese Effekte alleine auf,
daher ist manchmal keine hundertprozentige Abgrenzung mdglich. Vielmehr kénnen sie
bei jedem chromatographischen Verfahren in unterschiedlichem Ausmafld gemeinsam

wirksam sein.

2.2.1. Stationare Phasen

Als Sorbentien sind Materialien geeignet, die bestimmte Grundvoraussetzungen erfillen.
Dazu zahlt, dass sie in dem verwendeten FlieBmittel unléslich sind und keine
Bestandteile enthalten oder abgeben, welche die Trennung oder die Detektion stéren
oder beeinflussen. Darliber hinaus mussen sie eine gentigende Abriebfestigkeit besitzen
und sollten keine Eigenfarbe aufweisen. [28]

In der Adsorptionschromatographie wird eine stationdre Phase aus einer aktiven
Sorbensschicht verwendet, wahrend in der Verteilungschromatographie eine modifizierte
Sorbensschicht bzw. ein Flussigkeitsfilm, der auf ein inertes Tragermaterial, wie
Kieselgur oder Cellulose aufgebracht ist, benutzt wird. [30] In der
Dunnschichtchromatographie wird das Sorbens in Form einer gleichmé&Rigen dinnen
Schicht (mit einer Schichtdicke von 200 — 250 ym) auf eine Tragerplatte aufgebracht.
Diese besteht aus Glas, Kunststoff oder einer Aluminiumfolie. Zur besseren Haftung der

stationdren Phase auf der Tragerplatte werden oftmals Calciumsulfat, Starke oder
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Polymere als Bindemittel verwendet. [27] Die Adsorptionskraft des Sorbensmaterials ist
abhangig von seiner Partikelgro3e, seiner spezifischen Oberflache, vom Porenvolumen

und vom mittleren Porendurchmesser. [29]

Beschichtungsmaterial

Uberwiegender Trennmecha-
nismus

spezielle Anwendungsgebiete

Aluminiumoxid

Cellulose (unmodifziert)

Cellulose (acetyliert)

Cellulose-Tonenaustauscher
Mischschicht CEL 300
DEAE/HR 2/15

IONEX Ionenaustauscher

Kieselgur

Kieselgel

Polyamid

modifizierte Kieselgele:

RP

Adsorptionschromatographie

Verteilungschromatographie
polarer Substanzen

je nach Acetylierugnsgrad
Ubergang Normal Phase —
Reversed-phase-
Chromatographie

Anionenaustausch

Ionenaustausch

Kationen- bzw. Anionenaus-
tausch

Verteilungschromatographie,
meist imprégniert fiir
Reversed-phase-Trennungen

Adsorptions- und Vertei-
lungschromatographie

Wasserstoffbriickenbindung

Reversed-phase-
Chromatographie

Alkaloide, Steroide, Terpene, ali-
phatische und aromatische Ver-
bindungen

Aminosduren, Carbonsduren,
Kohlehydrate
Anthracenderivate, Antioxidan-
tien, mehrkernige Aromaten,
Carbonséduren, Nitrophenole,
Siidstoffe

Aminoséduren, Peptide, Enzyme,

Nucleotide, Nucleoside,

Mono- u. Oligonucleotide in
Nucleinsdurehydrolysaten

Aminosduren, Nucleinsdurehy-
drolysate, Aminozucker, Anti-
biotica, anorg. Phosphate, Katio-
nen

Zucker

Phenolische u. polyphenolische
Naturstoffe

Abb. 10 Fertigschichten fir die Duinnschichtchromatographie [29]

Kieselgel

Kieselgel ist das

am haufigsten

verwendete

Sorbens in

der

Dunnschichtchromatographie. Es wird aus Wasserglas durch Féallung mit Schwefelsaure

hergestellt und ist ein amorphes, hochpordses und oberflachenreiches Siliziumdioxid.

Durch unterschiedliche Fallungsbedingungen und Nachbehandlungen des noch

bildsamen Hydrogels ist es mdoglich,

Porensystem und Oberflache den speziellen

Anforderungen an die Aktivitat anzupassen. [28] Die interne Oberflache des Kieselgels

wird durch die Teiloberflache kugelférmiger Partikel gebildet. Diese bestehen im Inneren
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aus Siloxanketten (— Si — O — Si =) und an der Oberflache aus Silanol- (—-SiOH) und
Silandiol-Gruppen (—Si(OH),). Die Oberflache des Partikels kann 3 — 12 Oberflachen der
Nachbarpartikel beriihren. Dadurch bildet sich ein Konglomerat von mit Kapillaren
durchsetzten Raumen mit verflochtenen Membranen. Die spezifische Oberflache und
der Porendurchmesser der Schicht werden durch die Grée und Haufigkeit der
Gruppierung der elementaren Partikel bestimmt. [29] Die hauptsachlich von den SiOH-
Gruppen ausgehenden polaren Wechselwirkungen bewirken eine  starke
Wasserstoffbriickenfunktion und machen das Kieselgel hydrophil und polar. Die
Adsorptionsaktivitat des Kieselgels wird physikalisch Uber Wasserstoffbriicken
gebundenes Wasser bestimmt. [28]

Kieselgel 60 wird heute am h&aufigsten eingesetzt. Die Zahl hinter dem Namen des
Sorbens bezeichnet den mittleren Porendurchmesser des Sorptionsmittels in der friher
gebrauchlichen Langeneinheit A (10 A = 1 nm). [31]

Modifizierte Kieselgele

Modifizierte Kieselgele werden auch RP-Phasen (reversed phase) oder Umkehrphasen
genannt.

Sie entstehen durch Umsetzung von standardisiertem Kieselgel 60 mit Chloralkyl- bzw.
Dichlordialkylsilanen unterschiedlicher Kettenldnge (z.B. C,, C4, Cg und Cig), wobei mit
zunehmender Kettenldange die Polaritat sinkt und die Hydrophobie ansteigt. Die
Alkylsilane werden durch Silylierung kovalent an die Silanolgruppen des Kieselgels

gebunden.

S R
|

—Si—OH + Cl=5i— (CHg)47 CH3 — —S5i—0 —Si—(CH2)y7 CH3+ HCL

R R

Abb. 11 Silylierung der Alkylsilane [29]

Durch die Umkehrphasen wird die Durchfihrung einer Verteilungschromatographie
ermdglicht. Dieser Prozess Uberwiegt umso mehr, je vollstandiger die Umsetzung erfolgt
und je besser die Abschirmung der verbleibenden Silanol-Gruppen des Kieselgels ist.

Die Trennung der Substanz erfolgt durch Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen
mit der stationaren Phase, wobei das Verteilungsgleichgewicht von der Retention der

Einzelsubstanzen an der mobilen bzw. stationaren Phase abhangt. [29]
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Ein Problem der Umkehrphase ergibt sich dadurch, dass bei der Alkylierung des
Kieselgels nur ca. 50 % der Si-OH-Gruppen umgepolt werden kénnen. Dadurch sind die
Ubrigen sterisch abgeschirmt ("umbrella effect”) und fihren dazu, dass die stationare
Phase noch wasserbenetzbar ist. Um diesem Effekt entgegenzuwirken, wird beim
sogenannten "endcapping" das modifizierte Kieselgel nochmals mit dem wesentlich
kleineren Trimethylchlorsilan umgesetzt und somit weitere Si-OH-Gruppen alkyliert.
Dadurch werden die hydrophoben Eigenschaften der Umkehrphase verstarkt. [32]

ITLC

Sogenannte Instant Thin Layer Chromatography (ITLC) — Materialien von Gelman
Science Inc. sind die am meisten verwendeten stationdren Phasen in der
Nuklearmedizin.

Diese Methode bietet eine rasche und genaue Analyse der radiochemischen Reinheit
von Radiopharmaka und ist dadurch auch als Priifmethode im Européaischen Arzneibuch
angefuhrt.

Die ITLC Platte besteht aus einer Glasfaserplatte, die mit Kieselgel impragniert ist.
Dadurch kommt es zu einer wesentlich starkeren Kapillarwirkung und durch die
Feinporigkeit des Materials zu deutlich verkirzten Entwicklungszeiten von meist unter 5
Minuten. [10]

Cellulose

Cellulose zahlt zu den Papiermaterialien und wird als pulverférmiges
Dunnschichtchromatographie-Sorbens aus hochreiner Baumwollcellulose gewonnen. Es
wird zwischen einer nativen Cellulose mit weitgehend erhaltener Faserstruktur und einer
chemisch stark abgebauten mikrokristallinen Cellulose mit groBem Quellvermdgen
unterschieden. [28] Cellulose besteht vorwiegend aus B-1,4-glykosidisch verknipften
Cellobiose-Einheiten und ist in der Lage, Wasserstoffbriicken sowohl innerhalb des
Cellulosegerusts als auch mit Flissigkeiten wie Wasser und Alkohol zu bilden.

Die Trennung erfolgt tberwiegend durch verteilungschromatographische Methoden,

jedoch kdénnen Adsorptionseffekte nicht ausgeschlossen werden. [29]

Aluminiumoxid
Das zur Dinnschichtchromatographie verwendete Aluminiumoxid wird aus Hydrargillit

durch Entwésserung bei ca. 500° Celsius hergestellt. Der Trennmechanismus beruht wie
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beim Kieselgel auf Adsorptionseffekten, allerdings weist es eine geringere Aktivitat auf.
Durch unterschiedliche Entwéasserungstemperaturen lassen sich Porensystem und
Oberflache beeinflussen. Auf Grund seines polaren Kristallgitters ist die Modellierbarkeit
jedoch eingeschrankt. Aluminiumoxid ist katalytisch aktiv und reagiert in wassriger
Lésung schwach alkalisch. Durch den Hersteller kann Aluminiumoxid aber auch neutral,

durch Verwendung von Gips als Bindemittel, oder sauer eingestellt werden. [28]

Tec-Control-Chromatography Strips

Tec-Control ist ein verkleinertes Chromatographiesystem, welches speziell fur die
Priafung der radiochemischen Reinheit von bestimmten Radiopharmaka entwickelt
wurde. Je nachdem welche Verunreinigung nachgewiesen werden soll, stehen
unterschiedlich gefarbte Teststreifen zur Verfugung. Die roten und schwarzen
Teststreifen sind durch 3 Trennlinien geteilt: einer Auftragelinie, einer Schnittlinie und der

Lésungsmittelfrontlinie. [33]
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Abb. 12 Tec-Control-Chromatography Strips Rot und Schwarz [33]
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2.2.2. Mobile Phasen

Die richtige Wahl des FlieBmittels, welches auch als Lauf-, Elutions- oder
Entwicklungsmittel bezeichnet wird, ist ein entscheidender Faktor fir den Trennerfolg der
Dunnschichtchromatographie. Das FlieB3mittel stellt die mobile Phase dar und dient zum
Transport der zu trennenden Substanzen Uber die chromatographische Schicht. Diese
Trennung beruht in der Adsorptionschromatographie auf Verdrdngungsprozessen. [29]

FlieBmittel fir die Dunnschichtchromatographie sollten gewisse Forderungen erflllen.
Die Bestandteile sollten nicht toxisch und leicht zu entsorgen sein. Es sollte eine
genugende Reinheit aufweisen, um die Ausbildung von Schmutzfronten oder einer

desaktivierenden Schicht zu vermeiden. Das FlieRmittel braucht eine ausreichende
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Stabilitat und darf nicht mit Bestandteilen der stationdren Phase reagieren. Der
Dampfdruck darf weder sehr nieder noch sehr hoch sein; die Viskositat sollte gering
sein. Bei FlielBmittelgemischen ist darauf zu achten, dass es nicht zu einer Entmischung
wegen zu groRRer Polaritatsunterschiede der Einzelkomponenten kommt. Die
Hauptanforderungen, die fiur die chromatographische Trennung und damit fur die
Auswahl des FlieBmittels am Bedeutendsten sind, sind die Selektivitat und die
FlieRmittelstarke.

Eine Hilfestellung zur Auswahl des geeigneten Flielmittels bilden die sogenannten
.Elutropen Reihen®, die in grolRer Anzahl empirisch aufgestellt worden sind. Hierbei
handelt es sich um eine Anordnung der FlieBmittel nach steigender Elutionskraft. Diese
entspricht der Adsorptionsenergie eines Losungsmittelmolekiils pro Oberflacheneinheit
des verwendeten Sorbens. [30]

Eine weitere Orientierung fur die Wahl des FlieRmittels bildet das Dreieck nach Stahl. Mit
einer Spitze des in der Mitte drehbaren Dreiecks wird die ungefahre Polaritat des zu
trennenden Substanzgemisches eingestellt. Dadurch kann man, mit Hilfe der zwei
anderen Spitzen, die glnstigen Eigenschaften der mobilen und stationdaren Phase
ablesen. [26]

aktiv polar

stationare Phase r \mobe Phase

inaktiv unpolar

hpophll hydrophll

Analysengemlsch i

Abb. 13 Dreieck nach Stahl [30]

2.2.3. Durchfiihrung der Dinnschichtchromatographie

2.2.3.1 Vorbereitung der DC-Platten

Die Dunnschichtchromatographieplatten werden in kleine Streifen mit einer Gré3e von
8 x 1 cm geschnitten. Diese Dimension hat sich als besonders gunstig fir die
Qualitatskontrolle von Technetium Radiopharmaka erwiesen. Etwa 1 cm vom unteren

Rand der DC-Platte wird mit einem Bleistift die Startlinie eingezeichnet. Auf dieser Linie
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wird spater die Probe aufgetragen. Sie soll verhindern, dass die Probe bei der
anschlielenden Entwicklung in der DC-Kammer in die mobile Phase eintaucht.
Ca. 0.5 cm vom oberen Rand der DC-Platte wird ebenfalls mit einem Bleistift die
Laufmittelfront eingezeichnet. Um bei der Entwicklung die Laufmittelfront besser sichtbar
zu machen, kann, je nach verwendetem Laufmittel, ein kleiner Punkt mit einem
wasserloslichen oder wasserfesten Marker gemacht werden. Wenn das Laufmittel den
markierten Punkt erreicht hat, wandert die Farbe mit dem L6sungsmittel mit und zeigt
dadurch das Ende der Entwicklung an.

1cm
—
J Laufmittelfront
F'y
8 cm Laufstrecke der
mobilen Phase
V ©—1 Sstartlinie

Abb. 14 Grol3e und Markierung einer DC-Platte

2.2.3.2. Arten von Trennkammern

Das Dunnschichtchromatogramm wird in der sogenannten Trennkammer oder
Elutionskammer entwickelt.

Es gibt eine Vielzahl von unterschiedlichen Trennkammern, die dem jeweiligen
Entwicklungstyp angepasst werden missen, da sie einen entscheidenden Einfluss auf
die Austauschreaktionen haben. Die am haufigsten verwendete Kammer ist die
Normalkammer, die auch Flachbodenkammer oder Standardkammer genannt wird. Sie
ist rechteckig geformt und besteht aus Glas. Die Normalkammer besitzt einen
plangeschliffenen Deckel aus Glas oder einen Deckel aus Edelstahl. Dieser ist
besonders wichtig, um einen dichten Verschluss der Kammer zu gewahrleisten. [29]

Um FlieBmittel einzusparen, kdnnen sogenannte Doppeltrogkammern verwendet
werden. Sie sind charakterisiert durch eine Schwelle am Boden, die den Trog teilt.
Dadurch  ermdglichen sie eine Vorkonditionierung der DC-Platte. Das Flielmittel
befindet sich zuerst in einer Trogkammer und sattigt den Gasraum. Nach etwa 10
Minuten Vorbeladung gelangt das FlieBmittel durch Kippen der Kammer in die

Trogkammer mit der Platte, wodurch die Entwicklung gestartet wird. [29]
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2.2.3.3. Auftragen der Probe und Entwicklung in der Trennkammer

Das Auftragen der Probe ist einer der wichtigsten Schritte in der
Dunnschichtchromatographie, da es durch unsachgemafes Arbeiten zu mangelhaften
Chromatogrammen und somit zu einer erschwerten Auswertung kommen kann. Die
haufigsten Fehler sind das Aufbringen von zu groRen Probenmengen und das Uberladen
der Platte. [27]

Die Probe kann punktformig oder strichformig aufgetragen werden, wobei bei
Radiopharmaka die erste Variante bevorzugt wird.

Mittels steriler Einmalspritze und unter Verwendung einer diinnen Nadel wird die Probe
aus dem Kit entnommen. Auf der Dunnschichtplatte wird ein kleiner Tropfen in der Mitte
der Startlinie aufgebracht, der sich durch vorsichtiges Rickfiihren des Stempels auf der
Spitze der Nadel vorher gebildet hat. Bei der Qualitatskontrolle von Radiopharmaka wird
der Tropfen nicht getrocknet, um eine Handhabung der Probe unter denselben
Bedingungen, die bei der Applikation am Patienten verwendet wird, zu garantieren. Die
Dunnschichtplatte wird sofort nach dem Auftragen der Probe in der Trennkammer
entwickelt. [12]

In der Trennkammer muss der Boden mit ausreichend FlieBmittel bedeckt sein, jedoch
nicht hoher als ca. 0.5 cm, um ein Eintauchen der Probe in der mobilen Phase zu
verhindern.

Die haufigste und einfachste Form, die Probe aufzutrennen, ist die aufsteigende
Entwicklung. Dabei wird die DC-Platte senkrecht oder schrag in die Trennkammer
gestellt und der Deckel sofort geschlossen. Durch das Eintauchen der Platte in das
FlieBmittel wird die Entwicklung gestartet. Die mobile Phase wird durch die
Kapillarwirkung an der Platte nach oben bewegt. Wenn die Laufmittelfront erreicht ist,
wird die DC-Platte aus der Trennkammer herausgenommen und die Entwicklung ist
abgeschlossen. [28]

Bevor die DC-Platte ausgewertet werden kann, muss zuerst das Laufmittel abgedampft

werden. Dies geschieht, in dem man die Platte kurze Zeit auf eine Heizplatte legt.

2.2.4. Auswertung

Bei der quantitativen Auswertung von Dunnschichtchromatogrammen in der
Radiopharmazie ist die hohe analytische Prazision weniger von Bedeutung. Fir die
klinische Anwendung zahlt die Schnelligkeit, mit der ein Ergebnis erhalten wird. Dadurch

wird beurteilt, ob ein Praparat dem Patienten verabreicht werden kann oder nicht. [12]
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In dieser Arbeit wurden die Dunnschichtplatten beziglich ihrer Laufzeit und die
Chromatogramme  entsprechend ihrer Rf-Werte mit Hilfe eines Gamma
Dunnschichtscanners ausgewertet. Fur die radiochemische Auswertung wurde ein

Bohrlochzahler verwendet.

2.2.4.1. Dauer der Laufzeit

Die Laufzeit der DC-Platte wurde mit Hilfe einer Stoppuhr bestimmt. Gestartet wurde die
Zeit beim Eintauchen der Platte in das FlieBmittel, gestoppt wurde beim Erreichen der
FlieBmittelfront. Fur die Qualitatskontrolle von Radiopharmaka sind Platten mit einer

Laufzeit von unter 5 Minuten erwiinscht.

2.2.4.2. R-Wert

In der Diinnschichtchromatographie werden Chromatogramme durch das Ausmal3 der
Retention der Probe auf der Platte ausgewertet. Die verschiedenen Bestandteile der
Probe werden je nach ihren unterschiedlichen chemischen Eigenschaften auf der Platte
zurlickgehalten und dadurch getrennt. Die Strecke, welche jede Komponente der Probe

wandert, wird durch den Ri-Wert, auch Retentionsfaktor genannt, ausgedrtickt.

Wanderstrecke der Probe

Ry = Wanderstrecke der mobilen Phase

Der Ri-Wert ist definiert als Quotient aus der Wanderstrecke der Probe und der mobilen
Phase von der Startlinie aus. Der errechnete R-Wert liegt immer zwischen 0 und 1.
Wandert eine Komponente mit der mobilen Phase mit und wird nicht auf der Platte
zurickgehalten, ist der R-Wert 1. Bleibt eine Komponente auf der Startlinie, ist der Ry
Wert 0. Fur ein System, das durch die mobile und stationare Phase definiert ist, ist der

R~Wert fur eine reine Substanz spezifisch und reproduzierbar. [10]

2.2.4.3. Messung mit dem Gamma Diinnschichtscanner

Fur diese Arbeit wurde der Gita Star Dinnschichtscanner der Firma Raytest verwendet.
Gita Star (Gamma Isotope Thin layer Analyzer) ist ein Gerdt zum Messen und
Analysieren von Dunnschichtplatten, auf denen radioaktive Proben entwickelt wurden.
Die Messflache des Gerétes betrdgt 200 x 400 mm Lange. Es kdnnen unterschiedliche

stationdre Phasen wie z.B. Glasplatten, Aluminium- oder Papierstreifen gemessen
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werden, da der Detektor manuell der Starke der DC-Platte angepasst werden kann. Er
sollte so nahe wie moglich an die Plattenoberflache gebracht werden, ohne diese zu
berthren. Der Radioaktivitdtsdetektor ist mit einem schmalen Schlitz in einem Kollimator
versehen, um damit die Position des Strahlenemitters zu definieren. Der Detektorkopf
enthalt den BGO-Szintillationskristall. In dem Kristall werden kurze Lichtblitze von der
ionisierenden Strahlung erzeugt, welche von dem ebenfalls im Detektorkopf befindlichen
Photomultiplier detektiert und in elektrische Pulse umgewandelt werden. Diese Pulse
werden dann an die Z&ahlelektronik weitergeleitet. Mit diesem Gerat ist eine Messung des
Energiebereiches von 25 keV bis 1600 keV mdglich. [34] Mit Hilfe der angeschlossenen
Software werden die Chromatogramme automatisch gezeichnet und die Ergebnisse
berechnet.

Chromatogramme sind graphische Darstellungen, bei denen das Detektorsignal gegen
die Zeit aufgetragen wird. Je nach Art des Detektors erhalt man entweder eine
differentielle Form, bei der man fur die Analyten Signale in Form einer Gaul3kurve erhalt,
die man als Peaks bezeichnet, oder die integrale Form, bei der man stufenférmige
Signale bekommt. Zur Quantifizierung der Chromatogramme koénnen sowohl die
Peakflache als auch die Peakhthe herangezogen werden, wobei beide Parameter

proportional zur Konzentration der Analyten in der Probe sind. [27]

2.2.4.4. Messung mit dem Bohrlochzahler

Mit dem Bohrlochzahler, der auch Gamma counter genannt wird, kodnnen
gammastrahlen-emittierende Proben quantifiziert werden. Der Bohrlochdetektor besteht
aus einem Nal(TI)-Szintillationskristall mit einer Bohrung, in welche die Probe eingeflhrt
und somit in der Mitte des Kristalles positioniert wird. Die von der Probe abgegebenen
Gammastrahlen interagieren mit dem Kristall und dieser sendet Lichtblitze aus, die mit
Hilfe eines Photomultipliers von Lichtenergie in elektrische Energie umgewandelt
werden. Das Prinzip gleicht dem Szintillationsz&hler. Der Gammazé&hler ist an einen
Computer angeschlossen, der die Steuerung und die Auswertung der Messergebnisse
tbernimmt. Um eine gleichbleibende Zuverlassigkeit der Messergebnisse sicherzustellen
und eine Kontamination rechtzeitig zu erkennen, ist eine tégliche Leerwertkontrolle
notwendig. Daflr wird ein Probenréhrchen ohne Inhalt im Gamma counter gemessen.
Eine gute Abschirmung des Detektors ist auf Grund der geringen Probenaktivitat

ebenfalls sehr wichtig. [2]
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2.3. Sep-Pak-Methode

Sep-Pak Kartuschen sind miniaturisierte S&ulenchromatographie-Systeme, die eine
rasche und reproduzierbare Festphasenextraktion erméglichen. Sie dienen zum
einmaligen Gebrauch und verhelfen zu einer besonders einfachen Art der Reinigung

und Analyse von Radiopharmaka.

2.3.1. Durchfuhrung der Sep-Pak-Methode

Die Durchfihrung einer Qualitatskontrolle mit Hilfe einer Sep-Pak Kartusche kann in
verschiedene Punkte unterteilt werden: das Vorbereiten der Probe, die Konditionierung,
das Laden der Probe, das Waschen und die Eluierung. Da nicht jede Probe gleich ist,
kann es sein, dass nicht alle Punkte durchlaufen werden.

Die Probe kann in flussiger oder gasférmiger Form auf die Kartusche aufgebracht
werden. Handelt es sich um eine feste Probe, muss sie vorher geldst werden. Ein
Konditionierungsschritt ist erforderlich, wenn sich in der Kartusche Umkehrphasen-
Sorbentien befinden wie z.B. C18. Dafur wird ein starkes organisches Losungsmittel wie
z.B. Methanol, Acetonitril oder Isopropanol verwendet, um die stationare Phase zu
befeuchten. Anschlielend folgt ein Ausgleichsschritt mit einem schwachen
Losungsmittel wie Wasser oder Puffer. Nach der Aktivierung der S&ule wird die zu
analysierende Probe aufgebracht.

Der anschlieBende Waschschritt ermdglicht die Entfernung der unerwiinschten Matrix-
Komponenten. Bei der Auswahl des Waschlésungsmittels ist darauf zu achten, dass nur
die Matrix entfernt wird und die Probe an das Sorbens gebunden bleibt. Fir komplexe
Proben ist es mdglich, die Waschschritte durch Starke und Polaritét des Losungsmittels
zu optimieren.

Der letzte Schritt ist die Eluierung, die mit 2 unterschiedlichen Lésungsmitteln (meist
NaCl 0,9 % und Ethanol) stattfindet. [35] Auf der Saule bleiben nicht eluierte
Verunreinigungen (bei Tc**™-Radiopharmaka handelt es sich dabei vor allem um Tc-
Kolloide) zurtick. [12]

2.3.2. Auswertung

Um die radiochemische Reinheit zu bestimmen, wird die Radioaktivitat in den Eluaten
und in der Saule mit einem Aktivimeter gemessen, um anschlielend die Reinheit in

Prozenten zu berechnen.
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2.3.2.1. Messung im Aktivimeter

Aktivimeter sind unverzichtbare Bestandteile in der Nuklearmedizin und besonders in der
Qualitatskontrolle von Radiopharmaka sind sie von gro3er Bedeutung. Sie messen die
Aktivitat, die in Proben oder in Volumina vorliegen, indem die durch Wechselwirkung mit
der ionisierenden Strahlung im Detektorvolumen deponierte Energie nachgewiesen wird.
Aktivimeter besitzen als Detektoren lonisationskammern und eine zylinderférmige
Messkammer mit einem bohrlochférmigen Hohlraum zur Aufnahme der Probe. Diese
Bauweise der Kammer wird auch als ,Schachtmesskammer® bezeichnet. Um das
Personal wahrend der Messung vor der Strahlung zu schiitzen, ist die Messkammer oft
unterhalb der Arbeitsflache eingebaut oder mit einer Bleiabschirmung versehen. [2]

2.3.2.2. Berechnung der Markierungsausbeute

Nach der Messung der Aktivitdt mit dem Aktivimeter wird die radiochemische Reinheit
nach folgender Formel berechnet:

Radiochemische Reinheit = gemessene Aktivitit von Eluat 2 % 100
gemessene Aktivititen von Eluat 1 + Eluat 2 + Sep Pak Saule
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3. Experimenteller Teil

3.1. Allgemein

Die ITLC Materialien von Gelman Sciences Inc. sind die in der Nuklearmedizin am
haufigsten angegebenen Standardadsorbenten zur Bestimmung der radiochemischen
Reinheit. Sie werden sowohl in der Packungsbeilage von den Herstellerfirmen der Kits
als auch im Europaischen Arzneibuch auf Grund ihrer kurzen Chromatographiezeiten
von 3 bis 5 Minuten empfohlen. Die Firma Gelman Sciences hat die Herstellung dieser
Platten seit Ende 2008 eingestellt. [36]

Ziel dieser Arbeit war es, fur die in Kapitel 2.6.1. angeflhrten Technetium
Radiopharmaka geeignete Ersatzsorbenten fir die Qualitéatskontrolle zu finden, da zu
Beginn dieser Arbeit noch keine anderen Anbieter von ITLC Platten am Markt waren. Ist
bei der Prufvorschrift eine andere DC-Platte als ITLC angegeben gewesen, wurde
ebenfalls versucht, einen Ersatz zu finden. Die verschiedenen DC-Platten sollten
bezlglich Geschwindigkeit und Genauigkeit der Aussage Uber die radiochemische

Reinheit vergleichbar mit den ITLC Platten sein.

3.1.1. Radiochemische Reinheit

Wie schon in Kapitel 2.5.4. erwahnt, bezieht sich die radiochemische Reinheit auf
radioaktive Verunreinigungen mit dem gleichen Isotop in einer anderen chemischen
Form.

Eine Ursache dafir kann zum Beispiel die Radiolyse sein. Darunter versteht man die
durch radioaktive Strahlung verursachte Zersetzung von Molekilen. Es kommt zur
Bildung von Radikalen (chemisch reaktive Substanzen), die dann z.B. unter Bildung von
freiem Pertechnetat mit dem Radiopharmakon reagieren kénnen.

Ein weiterer Grund kann die spezifische Aktivitat sein, da sich das Verhaltnis **"Tc zu
Tc mit der Zeit andert. Unmittelbar nach der Elution betragt es theoretisch 1:0, nach 24
Stunden etwa 1:4 und nach 72 Stunden 1:13.

Aulerdem kann es zu Problemen mit dem Kit kommen. Diese konnen z.B.
herstellungsbedingt durch schlechte Lésung des Lyophilisats oder durch eine falsche
Lagerung auftreten.

Weitere Ursachen fir Verunreinigungen koénnen chemische Unreinheiten oder

Wechselwirkungen mit den verwendeten Materialien sein. [18]
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Bei **"Tc-Radiopharmaka sind die wesentlichen Verunreinigungen freies Pertechnetat,
das entweder durch nicht umgesetztes Generatoreluat oder durch Reoxidation des Tc-
Komplexes entstanden ist, und Tc-Kolloid, das ein nicht an den Liganden gebundenes
Technetium in einer niederen Oxidationsstufe ist (hydrolisiertes reduziertes Technetium).
[18]

Auf Grund der kurzen Zeit, die fur die Analyse der radiochemischen Reinheit in der
Nuklearmedizin zur Verfigung steht, konnen meist nur einfache Trennungen
durchgefuhrt werden, bei denen die Verunreinigung und das Radiopharmakon mit der
mobilen Phase mitwandern (R;= 1) oder am Auftragepunkt bleiben (R = 0). Gibt es mehr
als eine Verunreinigung zu detektieren, verwendet man die sogenannte 2-
Streifenmethode, bei der durch Anderung der mobilen Phase die Wanderung des

Radiopharmakons beeinflusst und 2 Analysen durchgefiihrt werden. [18]

Methylethylketon als mobile Phase NaCl 0,9% als mobile Phase
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Abb. 15 Verhalten von Radiopharmakon und Verunreinigung
in verschiedenen mobilen Phasen [18]

Verwendet man z.B. ein polares FlieBmittel, zeigt freies Pertechnetat ein starkes
Migrationsverhalten. Da Technetium Kolloid nur eine geringe Ldslichkeit in den

Ublicherweise verwendeten Losungsmitteln aufweist, verbleibt es am Auftragspunkt und

zeigt keine Migrationstendenz. [12]
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3.1.2. Grenzwerte

Fur jedes in der Nuklearmedizin eingesetzte Radiopharmakon gibt es Grenzwerte fur die
Qualitatskontrolle der radiochemischen Reinheit, die nicht unterschritten werden durfen.
Informationen zu den genauen Werten findet man entweder im Beipackzettel des Kits
oder, falls vorhanden, in der entsprechenden Monographie im Europaischen Arzneibuch.
Die radiochemische Reinheit in Prozenten wird mit Hilfe folgender Formel berechnet:

Aktivitat pro Abschnitt

% 99mTc — Radiopharmaka = —
Gesamtaktivitat

In dieser Arbeit wurde die radiochemische Reinheit in Prozenten nur bei den Tec-Control
Chromatography Strips mit Hilfe des in Kapitel 3.3.1.4. beschriebenen Bohrlochzéahlers

berechnet, da das Hauptaugenmerk auf die R+-Werte gelegt wurde.

Radiopharmaka Grenzwert [%] Referenz
®MTc-Antigranulozyte | min. 95 % Beipackzettel
#MTc-Nanocoll min. 95 % Beipackzettel
*"Tc-DPD min. 95 % Beipackzettel
#MTc-MAG3 min. 94 % Ph. Eur.
*MTc-DMSA min. 95 % Ph. Eur.
*MTe-MIBI min. 94 % Ph. Eur.
*MTc-Tetrofosmin min. 90 % Beipackzettel
*MTc-Phytacis min. 95 % Beipackzettel
*MTc-HMPAO min. 80 % Ph. Eur.

Tabelle 2 Grenzwerte der radiochemischen Reinheit
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3.2. Materialien

Die

nachstehenden Tabellen aufgelistet.

3.2

in dieser Arbeit verwendeten mobilen und stationdren Phasen sind in den

.1. Stationare Phasen

Bezeichnung Abklrzung Herstellerfirma GroRRe
Chromatography paper Grade 3MM w3 Whatman 150 x 200 mm
CHR

Chromatography paper Grade 1 CHR w1 Whatman 200 x 200 mm
Instant Thin Layer Chromatography ITLC Gelman Sciences | 200 x 200 mm
Silica Gel Impregnated Glass Fiber

Sheets

MN 866 MN 866 Macherey-Nagel 380 x 380 mm
Kieselgel 60: TLC Silica Gel KG 60 Merck 200 x 200 mm
Reversed Phase 18: TLC Aluminium RP 18 Merck 200 x 200 mm
sheets

Baker Flex Aluminium Oxid Alox J.T. Baker 200 x 200 mm
Baker Flex Silica Gel Silica J.T. Baker 200 x 200 mm
Tec-Control Chromatography Strips TCCS schwarz | Biodex 57 x 7 mm
Model# 150-005 (schwarz)

Tec-Control Chromatography Strips TCCS rot Biodex 57 X 7 mm
Model# 150-001 (rot)

Tec-Control Chromatography Strips TCCS gelb Biodex 57 x 7 mm
Model# 150-025 (gelb)

Tec-Control Chromatography Strips TCCS griin Biodex 57 X 7 mm
Model# 150-771 (grin)

Tabelle 3 Verwendete stationare Phasen
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3.2.2. Mobile Phasen

Methylethylketon Merck

Natriumchlorid 0,9 % Braun

Aceton 100 % Fa. SAV LP GmbH
Methanol : for HPLC > 99,9 % Fa. SIGMA - ALDRICH
Essigséure 100 % Merck

Ethanol absolut Merck

Isopropylether p.a. > 99,0 % (GC) Fa. FLUKA

Tabelle 4 Verwendete mobile Phasen

3.3. Ergebnisse der Dunnschichtchromatographie

Es wurde bei jeder Substanz die radiochemische Reinheit von mindestens 3, bei den
meisten sogar von 5 Chargen getestet. Dabei wurde immer dieselbe mobile Phase und
alle in Kapitel 4.2.2. angefuhrten stationaren Phasen verwendet. Ziel war es, die in der
Packungsbeilage des Kits angegebene stationare Phase zu ersetzen. Die
unterschiedlichen DC-Platten wurden hinsichtlich ihrer Entwicklungsgeschwindigkeit und
ihrer Chromatogramme verglichen, wobei das groRere Augenmerk auf die Zeit gerichtet
war, da diese in der Nuklearmedizin eine grof3e Rolle spielt.

Zur Auswertung wurde ein Ampelsystem verwendet. In den nachfolgenden Tabellen sind

die griinen Platten am besten, die gelben noch akzeptabel und die roten nicht geeignet.
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3.3.1. Radiochemische Reinheit von 99mTc-Antigranulocyte

Scintimun® ITLC Methylethylketon Ri=0 Ri=1
Granulocyte
Ergebnisse:
Chromatogramme Radiochemische Reinheit in %

Stationare Phase | Rf Peak 1 | Zeit TCCS Schwarz
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Abb. 16 Antigranulocyten Chromatogramm der ITLC Platte
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Abb. 17 Antigranulocyten Chromatogramm der MN 866 Platte
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3.3.2. Radiochemische Reinheit von 99mTc-Nanocoll

Nanocoll® ITLC NaCl 0,9 % Ri=0 Ri=1
Ergebnisse:
Chromatogramme Radiochemische Reinheit in %

Stationare Phase | Rf Peak 1 | Zeit
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Abb. 18 Nanocoll Chromatogramm der ITLC Platte
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3.3.3. Radiochemische Reinheit von 99mTc-DPD

Teceos® ITLC Aceton Ri=0 Ri=1
Ergebnisse:
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3.3.4. Radiochemische Reinheit von 99mTc-MAG3;
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3.3.5. Radiochemische Reinheit von 99mTc-DMSA

Renocis® Whatman 1 | Methylethylketon Ri=0 Ri=1
Ergebnisse:
Chromatogramme Radiochemische Reinheit in %
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3.3.6. Radiochemische Reinheit von 99mTc-MIBI

Cadiolite® Baker Flex Ethanol Ri=1 Ri=0
Aluminium Oxid absolut
Ergebnisse:
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3.3.7. Radiochemische Reinheit von 99mTc-Tetrofosmin

Myoview® ITLC Methylethylketon Ri=0 Ri=1
Ergebnisse:
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3.3.8. Radiochemische Reinheit von 99mTc-Phytacis

Phytacis® Whatman 1 | Methanol + Wasser | R;=0 R¢=0,6
(i.V.: 80 + 20)
Ergebnisse:
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3.3.9. Radiochemische Reinheit von 99mTc-HMPAO

Ceretec® MN 866 Isopropylether Ri=1 Ri=0
Ergebnisse:
Chromatogramme Radiochemische Reinheit in %
Stationare Phase |Rf Peak 1 |Rf Peak 2 | Zeit TCCS Schwarz
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3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die folgende Tabelle zeigt die am besten geeigneten stationdren Phasen, die Rf-Werte
der Produkte und den fur die getesteten Technetium Radiopharmaka bendtigten
Zeitaufwand der Qualitatskontrolle.

Die angefuhrten Sorbentien kénnen als gleichwertige Ersatzsorbenten fur die ITLC

Materialien oder fur die in der Packungsbeilage der Kits und im Europdischen

Arzneibuch angegebenen Standardsorbenten verwendet werden.

99m

MN 866 Methylethylketon 0,02 <5 min
TCCS Schwarz NaCl 0,9 % 0,02 <5 min
MN 866 Aceton 0,07 <5 min
OMTC MAG3 W3 SIS NS 0,64 < 30 min
+ Essigsaure
M Tc-DMSA MN 866 Methylethylketon 0,03 <5 min
M Te-MIBI MN 866 Ethanol absolut 0,90 <5 min
9MTc-Tetrofosmin KG 60 Methylethylketon 0,13 <5min
®MTc-Phytacis MN 866 SETel) e 0,05 <5 min
Wasser
M Tc-HMPAO MN 866 Isopropylether 0,94 <5 min

Tabelle 5 Zusammenfassung der Ergebnisse
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3.5. Ergebnisse der Sep-Pak-Methode

Wie in Kapitel 2.3. beschrieben, sind Sep-Pak Kartuschen miniaturisierte
Saulenchromatographiesysteme zum einmaligen Gebrauch. Sie ermoglichen eine
besonders einfache und rasche Qualitatskontrolle. Bei bestimmten Radiopharmaka wird
die Sep-Pak-Methode oft statt der Dunnschichtchromatographie zur Bestimmung der
radiochemischen Reinheit verwendet.

Die Radioaktivitat wird in den Eluaten und in der Saule mit Hilfe eines Aktivimeters
gemessen und die Ergebnisse werden in MBg angegeben. AnschlieBend wird die

radiochemische Reinheit in Prozent nach folgender Formel berechnet:

. . . . gemessene Aktivitat von Eluat 2
Radioch he Reinheit in P t= x 100
adrochemische fetmett t Frozen gemessene Aktivitaten von Eluat 1 + Eluat 2 + Sep Pak Saule

In dieser Arbeit wurde die SepPak light C18 Kartusche verwendet. Aktiviert wurde mit 2 x
5 ml Ethanol absolut, konditioniert mit einem Puffer oder Aqua bidest (MIBI und
Tetrofosmin) oder bei MAG 3 mit 0,001N HCI.

Da es sich um eine SepPak light Kartusche handelt, betragt das Volumen, mit der die
Kartusche befllt werden kann, 0,1 ml bis max. 0,3 ml.

Gewaschen wurde mit 2 x 5 ml mit einer Konditionierungsfliissigkeit, eluiert mit Ethanol
absolut oder im Falle von MAG 3 mit einem Gemisch aus Ethanol absolut und 0,9 %
NaCl im Verhaltnis 1:1.

Wichtig zu beachten ist, dass Aktivierung, Konditionierung, Probenauftragung und
Elution stets langsam und konstant erfolgen miissen. Um die Matrix nicht zu zerstdren,
sollte man die Schritte trépfchenweise und nicht in einem Strahl durchfihren, da sonst
ein zu hoher manueller Druck entstehen wirde.

Ein weiteres Problem kann durch die Bildung eines Matrixkanals entstehen. Dadurch
verliert man C18 Oberflache, was zur Folge hat, dass weniger Radiopharmakon auf der
Kartusche bleibt (das Ergebnis ist falsch negativ) und dieses findet sich allerdings dann

im Eluat (falsch positiv) und wird falschlich als freies **™ Tc identifiziert.
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3.5.1. Radiochemische Reinheit von *™Tc-DPD

Eluatl Eluat2 Sep-Pak Ergebnis in %
50,7 MBq 0,2 MBq 0,7 MBqg 98,26
178,7 MBqg 0,4 MBqg 2,6 MBg 98,35
85,7 MBqg 0,2 MBqg 1,2 MBg 98,39
60,8 MBg 1,2 MBg 0,9 MBqg 96,66
41,1 MBq 0,1 MBq 0,1 MBq 99,52

3.5.2. Radiochemische Reinheit von *"Tc-MAG;

Eluatl Eluat2 Sep-Pak Ergebnis in %
0,6 MBq 20 MBq 0,1 MBq 96,62
0,1 MBg| 11,6 MBg 0,1 MBq 98,31
0,1 MBg| 25,7 MBq 0,1 MBq 99,23
0,1 MBq| 2,87 MBq 0 96,63
0,3MBq| 45,7 MBq 0,1 MBq 99,13

3.5.3. Radiochemische Reinheit von *™Tc-MIBI

Eluatl Eluat2 Sep-Pak Ergebnis in %
0,6 MBg| 77,6 MBq 0,3 MBq 98,85
0,5MBq| 83,3 MBq 0,4 MBq 98,93
0,1 MBq| 61,3 MBq 0,1 MBq 99,67
0,1 MBq| 58,7 MBq 0,1 MBq 99,66
0,2MBq| 91,1 MBq 0,6 MBq 99,13

3.5.4. Radiochemische Reinheit von ®™Tc-Tetrofosmin

Eluatl Eluat2 Sep-Pak Ergebnis in %
0,5 MBq 137 MBq 3,7 MBqg 97,03
0,1 MBg| 35,3 MBq 1,1 MBg 96,71
0,1 MBg| 99,1 MBq 0,9 MBg 99,00
0,1 MBg| 57,5MBqg 0,5 MBg 98,97
0,1 MBq| 54,7 MBq 0,3 MBq 99,27

3.5.5. Radiochemische Reinheit von *™T¢c-HMPAO

Eluatl Eluat2 Sep-Pak Ergebnis in %
3,8MBg| 172MBq| 11,2 MBq 53,42
0,2 MBqg 19 MBqg 2,7 MBqg 86,76
0,8 MBqg 23 MBqg 7 MBg 74,68
0,3MBg| 30,8MBq| 4,62 MBq 86,23
0,2MBg| 36,8MBq| 7,43 MBq 82,83
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Meine Diplomarbeit beschaftigt sich mit geeigneten Ersatzmethoden fir die
Qualitatskontrolle von Technetium-markierten Radiopharmaka. Dieses Thema wurde
gewahlt, da die ITLC Materialien von Gelman Sciences Inc. seit Ende 2008 nicht mehr
produziert wurden und zu Beginn dieser Arbeit noch keine anderen Anbieter von ITLC

Platten am Markt waren.

Dariber hinaus wurde versucht, auch andere Standardadsorbenten, die in der
Packungsbeilage von den Herstellerfirmen der Kits und im Europaischen Arzneibuch
angegeben waren, zu ersetzen. Die verschiedenen DC-Platten sollten beziglich
Geschwindigkeit und Genauigkeit der Aussage Uber die radiochemische Reinheit
vergleichbar mit den ITLC Platten bzw. den angegebenen Standardplatten sein.

Es wurde bei jeder Substanz die radiochemische Reinheit von mindestens 3, bei den
meisten sogar von 5 Chargen mittels Dunnschichtchromatographie getestet. Dabei
wurde immer die in der jeweiligen Prifungsvorschrift angegebene mobile Phase und
unterschiedliche stationare Phasen verwendet. Bei einigen Substanzen wurde auch die

Sep-Pak-Methode angewandt.

Die Qualitatskontrolle der radiochemischen Reinheit hat in den meisten Fallen Werte
erreicht, die weit Uber den vom Hersteller oder dem Européaischen Arzneibuch
geforderten Grenzwerten liegen. Einige AusreiRer erkldren sich dadurch, dass die

verwendeten stationaren Phasen flir diese Prifung nicht geeignet waren.

AbschlieBend kann gesagt werden, dass die Qualitatskontrolle der radiochemischen
Reinheit in der Nuklearmedizin innerhalb kiirzester Zeit mit verschiedenen DC-Platten
maoglich ist. Es wurde gezeigt, dass es fir jede angegebene stationdre Phase
mindestens eine Ersatzplatte mit vergleichbaren Ergebnissen gibt. Zusétzlich bietet die
Sep-Pak-Methode bei einigen Substanzen eine raschere und besonders einfache Art der

Reinigung und Analyse.
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Besondere Fortbildung:
Fremdsprachen:

Hobbys:

Wien, September 2012

10. Dezember 1984
Wien

Osterreich

ledig

1991-1995 1150 Wien, Friesgasse
1995-2003 1120 Wien, Rosasgasse

Pharmazie seit Oktober 2003, Universitat Wien

Teerag Asdag AG

Anwaltsbiro Spohn, Richter und Partner
Vindobona Apotheke

Germania Apotheke

Juni 2006 — Janner 2010
Februar 2010 — Juli 2012

Maschinschreibkurs, Literaturkurs,
Tanzausbildung im Performing Center Austria
Englisch, Franzosisch

Lesen, Tanzen, Tennis, Yoga



