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Kurzzusammenfassung

In dieser vergleichenden Studie wurde die Dissoziationskinetik der drei kommerziellen makro-
zyklischen Gd(I11)-haltigen MRT-Kontrastmittel Prohance® (Gd(hp-do3a)), Gadovist® (Gd(bt-
do3a)) und Dotarem® (Gd(dota)) untersucht. Die Reaktionskinetik wurde einerseits durch pH-
metrische Verfolgung und Ausgleich des Protonenverbrauchs im Zuge der sdurekatalysierten
Ligandfreisetzung mit einem pH-stat untersucht. Andererseits konnte die Gadoliniumfreiset-
zung durch Messung von Protonenrelaxationszeiten mit Hilfe der *H-NMR-Spektroskopie ver-
folgt werden. Der Komplexzerfall wurde jeweils anhand verschiedener kinetischer Modelle
ausgewertet, um genauere Informationen tber den Zerfallsmechanismus und eventuell auftre-
tende Intermediate zu erhalten (1.0 < pH < 2.5). Letztlich war es so méglich die Geschwindig-
keitskonstante kobs unter vergleichbaren Bedingungen zu bestimmen und eine kinetische Stabi-
litatsreihenfolge fiir die Kontrastmittel bei 37 °C festzulegen: Dotarem® > Gadovist® > Pro-
hance® >> Kontrastmittel offenkettiger Liganden. Weiterhin wurde die Protonierbar-
keit/Deprotonierbarkeit der oben genannten Komplexe mittels potentiometrischer Titrationen
untersucht. Daruiber hinaus konnten aus verschiedenen Festkdrperstrukturen interessante Infor-
mationen Uber in der Literatur postulierte Komplexspezies abgeleitet werden. So konnte unter
anderem die Existenz zweifach protonierter Gd(H2dota)"-Spezies, die sich wéhrend der saure-

katalysierten Dissoziation bilden, belegt werden.
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Abstract

In this comparative study the dissociation kinetics of the three commercially available macro-
cyclic Gd(lII1)-containing MRI contrast agents Prohance® (Gd(hp-do3a)), Gadovist® (Gd(bt-
do3a)) and Dotarem® (Gd(dota)) was researched. On the one hand, the examination of the
reaction Kkinetics was done with a pH-stat through pH-metric tracking and compensation of the
proton consumption caused by acid catalyzed ligand release. On the other hand, it was possible
to determine the gadolinium release by measurements of proton relaxation times by means of
'H-NMR spectroscopy. In both cases, the complex decomposition was analyzed with different
kinetic models to gain more exact information about the decay mechanism and eventually oc-
curring intermediate species (1.0 < pH < 2.5). Lately it was possible to determine the rate con-
stant kobs under comparable conditions and to define a stability order at 37 °C: Dotarem® >
Gadovist® > Prohance® >> contrast agents with open-chain ligands. Furthermore, the ability
of the above-mentioned complexes to become protonated or deprotonated was investigated with
potentiometric titrations. Additional information about postulated complex species was derived
from interesting solid-state structures. Thus the existence of the double protonated Gd(Hzdota)*

species, which is formed during acid catalyzed dissociation, was proven.
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Zusammenfassung

Mit Blick auf die aktuelle Diskussion einer mdglichen toxischen Wirkung Gd(l11)-haltiger
MRT-Kontrastmittel wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Bayer Pharma AG (MR & CT
Contrast Media Research, Berlin) die kinetische Stabilitat der kommerziell erhéltlichen Formu-
lierungen (Prohance® (Gd(hp-do3a)), Gadovist® (Gd(bt-do3a)) und Dotarem® (Gd(dota)’) un-
ter vergleichbaren Bedingungen untersucht. Bisherige Studien liefern kaum vergleichbare Da-
tensatze, da die Messungen teils unter sehr unterschiedlichen Bedingungen und dariber hinaus
mit den verschiedensten Methoden durchgefiihrt wurden. Da die Makrozyklen aufgrund ihrer
hohen kinetischen Inertie sehr langsam zerfallen, wurden die Experimente bei einer Temperatur
von 37 °C durchgefihrt. Die unginstige Lage des thermodynamischen Gleichgewichts sorgt
zudem dafr, dass nur in sauren Medien eine signifikante Dissoziation zu beobachten ist. Daher
wurden die Messungen im Bereich 1.0 < pH < 2.5 durchgefiihrt. Die Komplexdissoziation
konnte einerseits durch pH-metrische Verfolgung und Ausgleich des Protonenverbrauchs
([H'] = konstant) im Zuge der saurekatalysierten Ligandfreisetzung mit einem pH-stat in
70 mm Losungen der Kontrastmittel untersucht werden. Die sehr hohe Komplexkonzentration
ist dabei der hohen Protonenkonzentration in Losung geschuldet. Auf diese Weise werden aus-
reichend hohe Protonenumsétze fir eine pH-metrische Verfolgung gewahrleistet. Andererseits
konnte die Gadoliniumfreisetzung durch Messung von Protonenrelaxationszeiten mit Hilfe der
'H-NMR-Spektroskopie in 1 mm Kontrastmittellésungen beobachtet werden. Die Datenaus-
wertung zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante des Komplexzerfalls kops erfolgte bei
beiden Messmethoden anhand verschiedener kinetischer Modelle, um genauere Informationen
uber den Zerfallsmechanismus und eventuell auftretende Intermediate zu erhalten. Das Auftre-
ten von Zwischenprodukten konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Alle Messungen wur-
den in einem wassrigen, 1 M TMACI-Medium durchgefiihrt. Lediglich bei der pH-stat Methode
war fiir Dotarem® ein Wechsel des Inertsalzes notwendig, da dieser Komplex in derart hoch-
konzentrierten Probenlésungen mit dem Chloridion aus TMACI einen wasserunléslichen Kom-
plex der Zusammensetzung [Gd(H2dota)(H20)]CI-H20 bildet. In diesem Fall fand 1 Mm TMAMS
Verwendung. Die hohe Komplexkonzentration bei dieser Methode erschwerte das Konstant-
halten der lonenstarke im Vergleich zur Methode zur Verfolgung von Relaxationszeiten. Letzt-
lich war es moglich die Geschwindigkeitskonstante kobs unter vergleichbaren Bedingungen zu
bestimmen und eine kinetische Stabilitatsreinenfolge fiir die Kontrastmittel festzulegen: Dota-

rem®> Gadovist® > Prohance® >> Kontrastmittel offenkettiger Liganden.
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Die Geschwindigkeitskonstanten kops (-10° h'1), ermittelt durch die Verfolgung des Protonen-
verbrauchs nach einer Reaktion pseudo 1. Ordnung, liegen zwischen pH 2.5 und 1.0 in einem
Bereich von: 14.3 < kops < 549 fiir Prohance®, 2.29 < kops < 51.8 fiir Gadovist® und 0.30 < Kops
< 20.7 fir Dotarem®. Bei Messung von Relaxationszeiten ergeben sich die folgenden Werte:
11.9 < kops < 391 fiir Prohance®, 1.26 < kobs < 45.0 fir Gadovist® und 0.092 < kops < 8.16 fiir
Dotarem®. Die Reaktionsgeschwindigkeit fallt dabei mit steigendem pH. Der verbleibende Ge-
schwindigkeitsunterschied zwischen beiden Methoden lasst sich nicht ganzlich kléaren. Es ist
jedoch anzunehmen, dass dieser entweder einen Medieneffekt darstellt oder auf den unter-
schiedlichen Messgrofien an sich beruht. Weiterhin wurde die Protonierbarkeit/Deprotonierbar-
keit der Gd(I11)-Komplexe mit den Liganden hp-do3a®, bt-do3a® und dota* mittels potentio-
metrischer Titrationen in 10 mm Komplexlésungen (1 M TMACI oder 1 M TMAMS) bei einer
Temperatur von 25 °C untersucht. Aufgrund der relativ hohen Zerfallsgeschwindigkeit des
Komplexes Gd(hp-do3a) in sauren Losungen konnte durch acidimetrische Titration keine Kom-
plexprotonierungskonstante log Kp®4Hxb) bestimmt werden. Fir die langsamer zerfallenden
Komplexe war dies allerdings moglich (Gd(bt-do3a): log Kp®4HY = 1.15(1), Gd(dota): log
KpCdHL) = 1.22(3), log Kp®4H2Y) = 1.0(1)). Zudem war es méglich alle drei Komplexe in alkali-
metrischen Titrationen zu deprotonieren (Gd(hp-do3a): pKs®®- = 11.20(1), Gd(bt-do3a): pKs®d-
= 9.39(2), Gd(dota): pKs®- = 11.4(3)). Die vergleichsweise hohe Aciditit von Gd(bt-do3a)
lasst dabei auf die Deprotonierung einer OH-Gruppe des aliphatischen Polyalkohols schlielRen.
Lediglich bei Gd(dota)” kann mit Sicherheit von einer Deprotonierung des komplexgebundenen
Wassermolekuls ausgegangen werden. Dariiber hinaus konnten sowohl von dem Liganden
dota* als auch von seinem Komplex Gd(dota)” Festkorperstrukturen der Zusammensetzung
[Gd(H2dota)(H20)]CI-H20, [CsKz(Hsdota)4]Cls und [K2(Hsdota)2]Cl2 erhalten werden. Die
Verbindungen bilden ausgedehnte dreidimensionale Strukturen, die tber komplexe Wasser-
stoffbriickennetzwerke aufgebaut werden. Belegen die beiden letztgenannten Strukturen an-
schaulich die Bildung eines Begegnungskomplexes, in dem das Kaliumion lediglich von Car-
boxylatresten koordiniert wird und damit nicht in der Ns-Kavitat des Komplexes sitzt, so ist vor
allem die erstgenannte Struktur von groRem Interesse. Sie belegt schlieRlich die Existenz einer
zweifach protonierten Spezies der Form Gd(Hzdota)*. AuBerdem wird dadurch deren Relevanz
fur das der sdurekatalysierten Komplexdissoziation vorgelagerte schnelle Gleichgewicht zwi-

schen Komplex und seinen protonierten Spezies Gd(HxL) verdeutlicht.
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1. Einleitung

1.1. Medizinische Diagnostik

Weichgewebe und Strukturen im Kdérperinneren mit nicht-invasiven bildgebenden Diagnose-
techniken untersuchen zu kénnen und damit den Patienten nicht mehr als notwendig zu belas-

ten, stellt fur die medizinische Diagnostik eine zentrale Herausforderung dar.

Ein sehr weit verbreitetes und hilfreiches bildgebendes Diagnoseverfahren stellt die kontrast-
verstarkte Magnetresonanz-Tomographie (MRT) dar. Sie erlaubt die nicht-invasive Aufklarung
von zwei- beziehungsweise dreidimensionalen Strukturen von Organen und Weichgewebe.™!
Jahrlich werden anndhernd 30 Millionen Untersuchungen basierend auf dieser Technologie
durchgefuhrt und auch in Zukunft wird dem Verfahren mit der Integration von neuen Bildge-
bungsverfahren in die klinische Praxis eine wichtige Rolle zukommen.??1 Andere moderne Di-
agnosemethoden wie die Rontgentomographie (RT) und die Computertomographie (CT) oder
nuklearmedizinische Methoden, wie die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und die
Single-Photon-Emissions-CT (SPECT) wurden aufgrund des Einsatzes von ionisierender
Strahlung als potentiell kanzerogen eingestuft.*®! Gegeniiber diesen Methoden zeichnet sich
die MRT, wegen des Verzichts auf ionisierende Strahlung, als besonders sicher aus. Diese Tat-
sache ist mit ein Grund dafir, dass der Technik seit der urspriinglichen Beschreibung der Kern-
spinresonanz in den 1940er Jahren von Bloch, Bloembergen und Purcell®’] besondere Auf-
merksamkeit der wissenschaftlichen Welt zuteilwurde, weshalb sie bis heute eine stetige Wei-

terentwicklung erfuhr und erfahren wird.
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1.2. Magnetresonanz-Tomographie

Die Mdglichkeit der Darstellung hochaufldsender dreidimensionaler Bilder des Gewebes ist ein
weiterer Grund, welcher diese Technik zu einer der wichtigsten Methoden der medizinischen
Diagnostik zur Untersuchung innerer Organe macht.[* Die Methode liefert anatomische Bilder,
die der Abbildung von Protonen, hauptsachlich denen von Wasser, in verschiedenen Geweben
entsprechen.® Dabei dient die Relaxationsgeschwindigkeit der Protonen als GroRe zur Erstel-

lung der Gewebebilder.

Wie oben bereits erwéhnt, bildet die Kernspinresonanz die physikalische Grundlage dieses Ver-
fahrens.[*1% Die Technik beruht dabei auf der Tatsache, dass der Atomkern des Wasserstoff-
atoms (Proton) einen Eigendrehimpuls besitzt (allgemein gultig fir alle Atome mit einem Kern-
spin | ungleich 0). Die Protonen rotieren also um ihre eigene Achse (Spin) und induzieren
dadurch ein magnetisches Dipolmoment. Wirkt nun ein extrinsisches Magnetfeld (z-Richtung)
auf die Protonen, so richten sich diese mit ihrem Spinvektor sowohl parallel als auch antiparallel
zu diesem Magnetfeld aus, wobei ein geringer Uberschuss an parallel ausgerichteten Protonen
vorherrscht. Dieser Zustand ist energetisch schlief3lich etwas gunstiger. Durch das externe Mag-
netfeld wirkt auf die Atomkerne ein Drehmoment, welches die magnetischen Momente in Feld-
richtung auslenkt, wodurch es zu einer torkelnden Bewegung um die z-Achse kommt. Diese
wird als Prézession bezeichnet. Die Larmor-Frequenz wo der Bewegung steht dabei tber die
Larmor-Gleichung (wo = y * By) in direktem Zusammenhang mit dem gyromagnetischen Ver-
haltnis y und der aulleren Magnetfeldstarke Bo. Je starker das Magnetfeld, desto schneller pré-
zedieren die Spins der Protonen. Da sich die Magnetisierung der statistisch in z-, x- und y-
Richtung verteilten, entgegengesetzt ausgerichteten Protonen negiert, resultiert durch den Pro-
tonentberschuss in z-Richtung eine Nettomagnetisierung in eben dieser Richtung. Dieser Mag-
netisierungsvektor wird als Longitudinalmagnetisierung bezeichnet (Abbildung 1 a)). Wegen
ihrer Ausrichtung parallel zum externen Magnetfeld l&sst sich diese aber nicht direkt messen.
Durch Anlegen eines hochfrequenten Wechselfeldes, welches sich mit der Larmor-Frequenz
der Protonen in Resonanz befindet, werden diese in einen energetisch ungtinstigeren Zustand
angeregt. Dabei werden einige Spins von +z- in —z-Richtung umgeklappt, und es kommt erneut
zur Ausléschung entgegengesetzt ausgerichteter Komponenten. Die Longitudinalmagnetisie-

rung nimmt ab.
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Gleichzeitig erzeugt der Radiofrequenzimpuls eine Phasenkohérenz der Spins, d. h. die Proto-
nenprézession wird synchronisiert, wodurch eine Nettomagnetisierung in der x-y-Ebene ent-
steht. Dieser Vektor wird als Transversalmagnetisierung bezeichnet. Er bewegt sich zunéchst
in der x-y-Ebene in Phase mit den prézedierenden Protonen. Je nach Dauer und Intensitét des
eingestrahlten Impulses kann es so zur vollstandigen Ausldschung der Longitudinalmagnetisie-

Z
<
y w— y
X
<
)
-l
o

— X

d) e) f)

rung kommen (Abbildung 1 b)).

Z
) <]
RF-Impuls
—
y
X
) <]
b)
Z
X

—) yq

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Kernspinresonanz nach Anregung von Protonen mit einem RF-Im-
puls in Bezug auf typische MRT-Experimente. Rote Pfeile: Orientierung der Spins, griine Pfeile: Orientierung der

longitudinalen (z-Richtung) und der transversalen Magnetisierung (x-y-Ebene). In Anlehnung an [11].

Nach Abschalten des hochfrequenten Wechselfeldes relaxieren die Protonen nach zwei vonei-
nander unabhangigen, aber gleichzeitig ablaufenden Mechanismen in ihren Grundzustand zu-

rick.
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Zum einen kommt es zu einer Energielibertragung von den angeregten Protonen auf ihre Um-
gebung, wodurch wieder mehr Spins parallel als antiparallel in z-Richtung orientiert sind. Des-
halb wird dieser Prozess auch als Spin-Gitter-Relaxation bezeichnet (Longitudinalrelaxation).
Hierdurch wird die Longitudinalmagnetisierung wiederhergestellt und die Gesamtdauer dieses
Prozesses wird mit der longitudinalen Relaxationszeit T1 beschrieben. Zum anderen baut sich
gleichzeitig die Phasenkoharenz der synchronisierten Spins durch Magnetfeldinhomogenitaten
und die winzigen, sich gegenseitig beeinflussenden Magnetfelder der umgebenden Protonen
ab, weshalb auch die Transversalmagnetisierung wieder abnimmt (Transversalrelaxation). Die-
ser Prozess wird deshalb auch als Spin-Spin-Relaxation bezeichnet und die Gesamtdauer wird
durch die transversale Relaxationszeit T, beschrieben (Abbildung 1 c) bis e)). Der Summenvek-
tor aus Transversal- und Longitudinalmagnetisierung relaxiert wéhrend dieser beiden Prozesse
in einer spiralférmigen Bewegung von der Transversalebene (x-y-Ebene) in seine Ausgangs-
lage, der z-Richtung. Er induziert dabei nicht nur den fir Magnet-Resonanz-Experimente typi-
schen FID (free induction decay) in einer Empféangerspule, sondern représentiert auch das ge-
samte magnetische Moment eines Gewebes (Abbildung 1 f)). Die Darstellung der Strukturen
des Kdrperinneren wird aber erst durch den unterschiedlichen Wassergehalt (Protonendichte)
und die unterschiedlichen Relaxationszeiten in verschiedenen Gewebearten méglich. Die lon-
gitudinale Relaxationszeit T1 hdngt von der Starke des Magnetfeldes und dem Wassergehalt
beziehungsweise der Umgebung im untersuchten Gewebe ab. Je hoher der Wassergehalt, desto
l&nger ist T:. Die transversale Relaxationszeit Tz ist in der Regel kirzer als T1 und hangt vor
allem von den extrinsischen und intrinsischen Magnetfeldinhomogenitéaten ab. Auf Basis dieser
Tatsachen lassen sich nun Ti- respektive T»-gewichtete Abbildungen des Gewebes durch unter-
schiedliche Pulssequenzen erzeugen. Im Zusammenhang mit paramagnetischen Kontrastmit-
teln auf Gd(111)-Basis sind aber vor allem Ti-gewichtete Messungen von Bedeutung, da die
prozentuale Anderung von 1/T1 in organischem Gewebe deutlich starker ausfallt als die Ande-

rung von 1/T.[11.121
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1.3. MRT-Kontrastmittel: Eigenschaften und Anforderungen

Die Qualitat des Bildkontrastes steht im Fokus der Anwendung von MRT-Kontrastmitteln.
Diese kontrastverstarkenden chemischen Metallkomplexe spielen eine entscheidende Rolle fir
die kontrastverstarkte Magnetresonanztomographie. Die Funktionsweise dieser Substanzen ba-
siert auf der Verkiirzung der Relaxationszeiten T1 und T2, respektive einer Erhdhung der Re-
laxationsraten 1/T1 und 1/T- durch den Einfluss paramagnetischer Metalle, allen voran Gd**.
Die Kontrastmittel reichern sich in bestimmten Geweben an und verkirzen dort die Relaxati-
onsgeschwindigkeit der Wasserprotonen in der unmittelbaren Umgebung. 123314 Dije Bewer-
tung solcher Verbindungen ist Uber die Relaxivitat ri (i =1, 2) moglich (1). Sie gibt an, wie
stark die Relaxationsraten von Wasserprotonen in Gegenwart des paramagnetischen Kontrast-
mittels, abhangig von dessen Konzentration, zunehmen. (1/T;)q bezeichnet dabei die (diamag-

netische) Relaxationsrate des umgebenden Lésemittels ohne Kontrastmittel.[$1325]
(T~ = (T " -7+ [Gd] 1)

Daruber hinaus ist es moglich die aktuellen Verbindungen nach ihrem Effekt auf das aufge-
nommene Bild (Kontrast) und ihren magnetischen Eigenschaften einzuordnen.*! Paramagne-
tische Substanzen verstarken den Kontrast in Ti-gewichteten Aufnahmen, wodurch das Ge-
webe, in dem sich die Substanz anreichert, heller beziehungsweise signalreicher erscheint. Sie
werden deshalb auch als positive Kontrastmittel bezeichnet.'*1316] Superparamagnetische Ei-
senoxid-Nanopartikel (SP10) wirken sich jedoch besonders auf die T2-Zeit aus und bewirken
nach Anreicherung in Geweben eine Verdunkelung dieser Regionen. Aus diesem Grund wer-

den sie auch als negative Kontrastmittel bezeichnet.['6-°]

Paramagnetische Metallionen, also lonen mit einem oder mehreren ungepaarten Elektronen
verfiigen Uber ein permanentes magnetisches Moment. In wassrigen Losungen kommt es zu
dipolaren Wechselwirkungen zwischen dem ausgepréagten fluktuierenden Magnetfeld in der
Umgebung des Metallions, welches rapide mit der Distanz zum Metall abnimmt, und dem deut-
lich kleineren magnetischen Moment der umgebenden Wasserprotonen. Dabei fuhren zufallige
Schwankungen dieser dipolaren Wechselwirkung in der Folge molekularer Bewegungen zu ei-

ner Verkiirzung der transversalen und longitudinalen Relaxationszeiten. [+:3.14.20]



EINLEITUNG SEITE 10

Wenig uiberraschend hat sich Gd** mit seinen 7 ungepaarten Elektronen und dem daraus resul-
tierenden, besonders stark ausgepragten paramagnetischen Moment sowie seiner langen Elekt-
ronenspin-Relaxationszeit als besonders geeignetes Metallion zur Verwendung in Kontrastmit-
teln erwiesen.[!21321 Neben dem Metallion spielen noch weitere entscheidende Faktoren bei
der Beeinflussung der Relaxivitat der Komplexe eine Rolle. Diese Faktoren und Mechanismen
werden mit den Solomon-Bloembergen-Morgan-Gleichungen (SBM) Uber die Theorie der pa-
ramagnetischen Relaxation genauer beschrieben und sollen an dieser Stelle nur kurz und rein

qualitativ erlautert werden. 121322261

Taumelbewegung des Molekiils (tg)

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Faktoren und
Mechanismen, welche die Relaxivitét r; eines typischen
MRT-Kontrastmittels (hier: [Gd(dtpa)(H.0)]*, Magne-

vist®) entscheidend beeinflussen. Dargestellt sind die Tau-

melbewegung des Komplexes zr, der Wasseraustausch
zwischen Innen- und AuflRensphéare v sowie die Anzahl

\ der direkt in der ersten Koordinationssphare an das Gd3*
)

WWasserau gebundenen Wassermolekule g. In Anlehnung an [13].

tausch (’EM

,b T o’H

H H

Die Relaxationsrate der Losemittelprotonen setzt sich dabei aus einem diamagnetischen Anteil
(Relaxationsrate des Losemittels ohne paramagnetische Substanz) und einem paramagneti-
schen Anteil zusammen. Der paramagnetische Anteil hangt wiederum linear von der Konzent-
ration der paramagnetischen Substanz ab. Der durch das starke fluktuierende Magnetfeld um
Gd** herum er6ffnete paramagnetische Relaxationsweg enthlt jeweils die Anteile der Innen-
und AuBensphérenrelaxation der Losemittelmolekdle. In der inneren Koordinationssphére be-
finden sich nur die direkt an das Metallzentrum gebundenen Wassermolekile. Die néchste
Sphére enthélt Gber Wasserstoffbriicken an den Komplex oder Gegenionen gebundene Wasser-
molekile. In der &ul3eren Sphére befindet sich das freie Losemittel. Der Innenspharenanteil der
Relaxationsrate beruht auf den Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen fluktuierendem Mag-
netfeld des Metallzentrums und dem der Protonen des koordinierten Wassermolekiils, und

nimmt mit steigendem Gd—H Abstand rapide ab.
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Aus diesem Grund sind die Bindung des Wassermolekiils der inneren Sphére und der Austausch
mit der Umgebung fiir die Ubertragung der Wechselwirkung so wichtig.l! Aus den SBM-Glei-
chungen geht in diesem Zusammenhang klar hervor, dass die Relaxivitat vor allem durch eine
Erh6hung der Hydratationszahl q (q = 1 bei allen kommerziell erhéltlichen MRT-Kontrastmit-
teln) sowie eine Optimierung der Wasseraustauschgeschwindigkeit =v zwischen erster und
zweiter Koordinationssphére beziehungsweise dem umgebenden Lésemittel und der Rotations-
korrelationszeit zr der Taumelbewegung des Komplexes verbessert werden kann (Abbildung
2).

Die Verwendung von Gd** bringt neben der Verkiirzung der Relaxationszeiten allerdings nicht
nur Vorteile mit sich. Gadolinium(l11)-lonen (107.8 pm) verfligen tiber einen &hnlichen lonen-
radius wie Ca?* (114 pm) und sind deshalb duBerst toxisch, da sie physiologische Prozesse in-
hibieren kdnnen, die von der Aufnahme von Calcium(ll)-lonen abhéngig sind (z. B. Bildung
der Skelettmuskulatur).?”?®l Diese Probleme lassen sich allerdings umgehen, indem die
Gd(l)-lonen durch Chelatliganden L* in thermodynamisch und kinetisch stabilen Komplexen
gebunden werden und so die Freisetzung der schédlichen lonen vor der nattrlichen Ausschei-

dung weitgehend verhindert wird.[®27]

Tabelle 1: Kommerziell erhaltliche Kontrastmittel, Markennamen und Vertrieb. Angegeben sind die Akronyme

der Liganden in ihrer vollstandig deprotonierten Form.

Ligand Markenname Firma
dtpa®> Magnevist® ["] Bayer HealthCare
dtpa-bma* Omniscan® @ GE Healthcare
dtpa-bmea* Optimark® [ Mallinckrodt Inc.
eob-dtpa®™ Eovist®, Primovist® Bayer HealthCare
fosveset® Ablavar®, Vasovist® (‘] Lantheus Medical Imaging
bopta® Multihance® Bracco Imaging
dota* Artirem®, Dotarem® Guerbet
bt-do3a® Gadovist® Bayer HealthCare
hp-do3a® Prohance® Bracco Imaging

[a]: Sollen seit 2017 wegen Bedenken hinsichtlich der Stabilitat laut der European Medicines Agency (EMA) in
Europa nicht mehr verwendet werden. [b]: Seit 2017 laut EMA nur noch in geringen Dosen. [c]: Entzug der Ver-
marktungsberechtigung durch die EMA in Europa im Oktober 2011.[29,30]
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Alle in den aktuell kommerziell erhdltlichen Kontrastmitteln (Tabelle 1) verwendeten Liganden
zahlen zur Substanzklasse der Polyaminopolycarboxylate. Sie verfligen jeweils tiber acht Don-
orgruppen (gemischter Satz aus N- und O-Donoratomen) und koordinieren dementsprechend
achtzdhnig an Gd**, wobei dieses in der Koordinationszahl Neun vorliegt und somit die ver-
bleibende, freie Koordinationsstelle mit einem Wassermolekdl besetzt ist. Dieses fungiert als
Vermittler der dipolaren Wechselwirkung zwischen paramagnetischem Gadolinium(l11) und
der Umgebung.*2*%1 Die in den heutigen Kontrastmitteln verwendeten Liganden lassen sich
strukturell ganz grundlegend in zwei verschiedene Unterklassen aufteilen. Ausgehend vom
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan (makrozyklisch) oder dem offenkettigen Diethylentriamin-
Grundgerust werden alle diagnostisch eingesetzten Liganden (Abbildung 3) durch Anfigen
weiterer metallbindender Substituenten (Carboxylate, Amide, ...) an die Stickstoffatome des
Rickgrats erhalten. Eine weitere Unterteilung ergibt sich aus der Ladung der aus den vollstan-
dig deprotonierten Liganden L* und Gd** gebildeten Komplexe. Je nach Ladung der koordi-
nierenden Donoratome ergeben sich neutrale (L) oder anionische (L* bis L®) Komplexe. Ins-
gesamt lassen sich die Substanzen so in vier Untergruppen unterteilen, die sich direkt in ihrer
thermodynamischen Stabilitdt unterscheiden (log Kear(l) < log Kear(ll) < log Keac (1) <
log KeaL(1V)):

(1) nicht-ionische, also ungeladene Komplexe aus den beiden Diamid-Derivaten in Omniscan®

und Optimark®.

(1) ungeladene Komplexe der makrozyklischen Derivate, bei denen ein Acetat durch einen

neutralen Substituenten ersetzt wurde, in Gadovist® und Prohance®.

(111) anionische Komplexe (zweifach oder dreifach negativ geladen) der offenkettigen Derivate,

ohne neutrale Donatoratome, in Magnevist®, Primovist®, Vasovist® und Multihance®.
(1V) der anionische Komplex [Gd(dota)]” mit dem makrozyklischen Liganden dota*.

Ob ein Komplex ionischen oder nicht-ionischen Charakter aufweist, hat direkten Einfluss auf
den pGd, bzw. die effektive Wirksamkeit bei physiologischem pH (pGd = -log[Gd**] bei pH
7.4, Totalkonzentration [Gd®*]i=1um und [L]: =10 pum). Die ionischen Komplexe haben
durchweg hohere pGd-Werte, weshalb unter physiologischen Bedingungen deutlich weniger

freies Gd®* vorliegt als bei den neutralen Verbindungen.



EINLEITUNG SEITE 13

/
J

(offenkettig, nicht-ionisch
O 0 0

o VNS

(offenkettig, ionisch

dtpa>
N N
Magnevist® L NN
~ O
(6) o 0)

dtpa-bma*

o Omniscan®

eob -dtpa™> dtpa-bmea® (O OMe
O Eovist®, Primovist® \ Optimark® )

S
¢
5#} SN LNwNK?ONﬁ .

makrozyklisch, nicht-ionisch
OH

O O

o0~
o OJ\ vgo \I\:Nf \ bt-do3a™

N N
e} ~ N N Gadovist®

S
0~ bopta® —<:/

Multihance®
O

hp-do3a* T f
HJ\ )\ Prohance® \
N\/\ /\/N 0 NJ :\k
N _
: >_/ (@) O
~ o
(|) . O J
OZII’—O' 0 (makrozyklisch, ionisch [9) h
O fosveset® / /<
Ablavar®, Vasovist® T f \
dota _O 0
O Artirem®, Dotarem®
(. VAN J

Abbildung 3: Strukturformeln der in kommerziell erhaltlichen Gd(l11)-haltigen Kontrastmitteln verwendeten Li-
ganden in ihrer vollstandig deprotonierten Form L*. Der Ubersicht halber sind Donoratome, die direkt an das

Metallzentrum koordinieren farbig dargestellt.
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So entsprechen die pGd-Werte der vier nicht-ionischen Komplexe (15.3 <pGd < 16.1) in etwa
dem von [Gd(edta)]” (pGd = 15.6)13133 welches trotz seiner vergleichsweise hohen thermody-
namischen Stabilitt (log Kea = 17.4) dhnlich toxisch ist wie GdCls (LDso ~ 0.5 mmol/kg).[**!
Die pGd-Werte der anionischen Komplexe liegen, ungeachtet der Struktur ihres Grundgerdistes,
alle in einem sehr engen Bereich (18.6 < pGd < 19.6)B%32] aber deutlich tiber den neutralen
Komplexen und sind damit im Vergleich in etwa drei bis vier Zehnerpotenzen stabiler. Das
heif3t, dass konstitutionelle Unterschiede (offenkettig vs. makrozyklisch) offenbar kaum bis gar

keine Rolle spielen.

Es muss aber unbedingt betont werden, dass die hier angegebene Stabilitatsreinenfolge nicht
die Inertie der Komplexe mit einbezieht und deshalb nicht fur die Beurteilung der Sicherheit
eines Kontrastmittels innerhalb des menschlichen Korpers herangezogen werden darf. Hier
spielen andere Faktoren eine entscheidende Rolle, die im weiteren Verlauf der Arbeit diskutiert

werden.

Neben der Beeinflussung der thermodynamischen Stabilitat konnten, durch Derivatisierung der
beiden Grundgeriste, verschiedene Eigenschaften, wie z. B. die WasserlGslichkeit oder das
Verteilungsverhalten der Komplexe im Korper gesteuert werden. Die relativ hydrophilen Kom-
plexe der Liganden dtpa®, dtpa-bma®/-bmea®, hp-/bt-do3a®> und dota* reichern sich deshalb
im extrazellularen Raum an und werden hauptséchlich ber die Nieren ausgeschieden. Bei eob-
dtpa®> und bopta> wurde die Lipophilie allerdings gesteigert, und es kommt dadurch zur hepato-
zellularen Aufnahme und der Verteilung im Leber-Gallen-Trakt***# Gadofosveset hingegen
bindet reversibel an humanes Serumalbumin (HSA) im Blut und ermdglicht so die Abbildung
der BlutgefaRet®],
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1.4. Stabilitat von Gd(l11)-haltigen Kontrastmitteln

Die offensichtliche Toxizitat von freiem Gadolinium(l1l) fir den menschlichen Organismus
stellt eine grundlegende Anforderung an die in MRT-Kontrastmitteln verwendeten Komplexe
dar. Sie missen in vivo auflerst stabil sein, um eine Dissoziation vor der Ausscheidung aus dem
Korper zu vermeiden. Der Begriff der Stabilitdat muss in diesem Zusammenhang allerdings von
verschiedenen Standpunkten aus betrachtet werden. Im Mittelpunkt vieler Untersuchungen ste-
hen deshalb zum einen die thermodynamische Stabilitdt (Komplexbildungskonstanten) und
zum anderen die kinetische Stabilitét (Inertie) der Komplexe.[6#% Mit erstmaligem Auftreten
der nephrogenen systemischen Fibrose (NSF) bei Patienten mit geschwachter Nierenfunktion
im Jahr 19974 die 2006 von zwei unabhangigen Arbeitsgruppen(*>#®l in Zusammenhang mit
der Gabe von Gd(ll1)-haltigen MRT-Kontrastmitteln, insbesondere mit der nicht-ionischen
Verbindung [Gd(dtpa-bma)] (Omniscan®), gebracht wurde, nahm das Interesse an der Stabilitét
und der Sicherheit dieser Substanzen stark zu.[**#71 Die Entstehung der NSF wird dabei auf die
verlangsamte Ausscheidung der Komplexe bei Patienten mit einer ernsten Nierenfunktionssto-
rung und damit einhergehend der Komplexdissoziation und der anschlieBenden Akkumulation
von freiem Gd®* zuriickgefiihrt. Die mittlere Verweilzeit betragt im Korper von gesunden Pati-
enten nur wenige Stunden, wohingegen sich die Dauer der Ausscheidung bei nierengeschwéch-
ten Patienten auf mehrere Tage belaufen kann.!® Die Erkrankung fiihrt zur Bildung von Haut-
lasionen, die sich in der Verhartung der Haut und des subkutanen Gewebes auRern. In schlim-
men Fallen kann dies zur vollstandigen Bewegungsunfahigkeit und schlielich dem Befall von
Organen, wie Lunge, Leber und sogar dem Herzen fiihren. Die Krankheit verlauft potentiell
todlich, und es existiert bis heute keine spezifische Therapie, die sich bewahrt hatte.[*8-501 |n
der Folge erhalten heute nierengeschéadigte Patienten keine Kontrastmittel mit unglnstigem
Langzeitverhalten mehr, weshalb die Anzahl der NSF Erkrankungen in den letzten Jahren deut-
lich zuriickgegangen ist.[*l Die besorgniserregende Beobachtung, dass es gerade nach Mehr-
fachgabe von MRT-Kontrastmitteln auch bei gesunden Patienten zu einer Freisetzung von Ga-
dolinium(I11)-lonen kommen kann, welche sich offensichtlich in kleineren Mengen im Gehirn
ablagern, hat in letzter Zeit jedoch erneut fiir groBes Aufsehen gesorgt. Die Frage nach dem
Mechanismus der Gadoliniumaufnahme und der Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke ist al-

lerdings noch ungeklart.[51521
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In diesem Zusammenhang haben in vitro Studien gezeigt, dass makrozyklische Komplexe, auf-
grund ihrer viel langsameren Kinetik in Bezug auf Dissoziations- beziehungsweise Transme-
tallierungsreaktionen, eine deutlich geringere Neigung zur Freisetzung von Gd** zeigen, als
ihre linearen Gegenstuicke. Aus diesem Grund gelten die makrozyklischen Verbindungen auch
heute noch als besonders sicher. Die viel weniger inerten linearen Vertreter sind im Gegensatz
dazu wesentlich anfélliger fir Komplexdissoziation oder Transmetallierung mit zweiwertigen

Metallen, die im Korper relativ haufig vorkommen (Zn?*, Cu?*, Ca?*).[47:53-55]

Das Risiko fur den Patienten an NSF zu erkranken, 1&sst sich basierend auf diesen Beobachtun-
gen ebenfalls, ganz analog zu den in Kapitel 1.3 S. 9 erlduterten thermodynamischen Stabili-
tatsklassen, qualitativ einordnen. Fir das Risiko einer Erkrankung ergibt sich die Reihenfolge:
offenkettig und nicht-ionisch (Klasse 1) > offenkettig und anionisch (Klasse I11) >> makrozyk-
lisch und nicht-ionisch (Klasse 11) > makrozyklisch und anionisch (Klasse 1V).I*] Die Katego-
risierung nach der Inertie der Verbindungen unterstreicht noch einmal, dass diese nicht im Ein-
klang mit der zuvor getétigten Kategorisierung nach der thermodynamischen Stabilitét steht.
SchlieRlich sind die Positionen der makrozyklisch nicht-ionischen und der offenkettig anioni-

schen Verbindungen vertauscht.

Die Ausfiihrungen der letzten Seiten lassen sich anhand einiger grundlegender Konzepte zur
Thematik der thermodynamischen und Kinetischen Stabilitat in Bezug auf Gd(lll)-haltige
MRT-Kontrastmittel leicht verstehen und sollen deshalb im Folgenden genauer beleuchtet wer-
den. Mit Hilfe dieser Konzepte ist eine grundlegende Beurteilung der Sicherheit einer solchen

Verbindung mdglich.
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1.4.1. Thermodynamische Stabilitat

In der Literatur wurden zwei Konzepte zur Erklarung der thermodynamischen Stabilitat von
Gadoliniumchelaten vorgeschlagen.8 Zum einen ist eine Betrachtung der thermodynamischen
Stabilitatskonstanten log KegL und log Kkong. moglich. Diese spiegeln die Affinitat des Liganden
zu Gadolinium wieder und eignen sich im Grunde nur zur Bestimmung der frei in wassriger
Losung vorliegenden Gleichgewichtskonzentration an Gd®* beziehungsweise Ligand. Zum an-
deren kann die Selektivitat, also die relative in vitro Stabilitatskonstante Ksel, in Anwesenheit

endogen verfiigbarer lonen (Ca?*, Cu?*, Zn?*, Fe**, H*, OH", CO3%, PO4%, ...), betrachtet wer-

den. [47,56]

Wahrend der Komplexbildung zwischen Gd** (M) und Ligand (L) stellt sich ein Gleichgewicht

zwischen Produkten und Edukten ein (2).

[M] + [L] = [ML] (2)

Anwendung des Massenwirkungsgesetzes auf (2) fihrt zur thermodynamischen Gleichge-

wichtskonstante (3).
Ktnerm = [ML] - (IM] - [LD™* @)

Diese wird tiblicherweise logarithmisch ausgedriickt (Iog Kinerm = l0g Kt ). Der Ubersicht hal-
ber werden innerhalb von Gleichungen in der Regel keine Ladungen angegeben. Die Bestim-
mung solcher Gleichgewichtskonstanten ist mithilfe potentiometrischer Titrationen von Metall-
Ligand-L6sungen moglich, sofern die Protonierungskonstanten des jeweiligen Liganden be-
kannt sind.*”521 Die Kernaussage der Gleichungen (2) und (3) lautet im Grunde, dass die ther-
modynamische Stabilittskonstante log Kea. umso groRer ist, je weiter das Gleichgewicht auf

die Seite des Komplexes verschoben ist, also je stabiler der gebildete Komplex ist.

Aus dieser Betrachtungsweise (nur gultig bei hohem pH, also vollstandiger Deprotonierung des
Liganden) lassen sich die Komplexe beziiglich ihrer tatsdchlichen Stabilitat bei physiologi-
schem pH allerdings nicht direkt vergleichen, da hierfiir die pKs-Werte des jeweiligen Liganden
im relevanten pH-Bereich berlicksichtigt werden mussen. Zur besseren Vergleichbarkeit kann
in diesem Zusammenhang die konditionelle Stabilitat betrachtet werden, welche die Protonie-

rungsstufen des Liganden beriicksichtigt (4).738
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[M(komplex)]
[Mrren] - [HnL(rren)

(4)

kkona. =

[Mkomplex)] bezieht sich auf das gesamte komplexgebundene Metall, also die Summe aller Teil-
chen, die sowohl M als auch L gleichzeitig enthalten ([Mkomplex] = [ML] + [ML2] + ... +
[M(HL)] + ... + [M(OH)L] + ...). [M¢ri)] steht fur die Konzentration freier Metallionen in
Losung und [HnLreiy] bezieht sich auf die Summe aller Protonierungsprodukte des Liganden
([HnLfrei] = [L] + [HL] + ... + [HnL]). Die Notwendigkeit dieser Grof3e I&sst sich an einem
einfachen Gedankenexperiment verdeutlichen. Fur den Vergleich der Komplexbildung von
Gd* mit dem Liganden dtpa®> (log Kegr =22.15(1)) und dem Liganden dota*
(log KaaL = 26.26(5)) zeigt sich, dass die Affinitat von dtpa> zu Gd** aufgrund der saureren
pKs-Werte im Vergleich zu dota* bis pH 4 deutlich groRer ist, obwohl die thermodynamische
Stabilitit ca. um den Faktor 10* kleiner ist. Dieses Beispiel zeigt sehr deutlich die Wichtigkeit
der Berucksichtigung von pKs-Werten beim Vergleich der Komplexstabilitat bei physiologi-
schem pH (log Kkond.). Dementsprechend zeigt eine hohere konditionelle Stabilitat bei pH 7.4

auch eine erhohte Stabilitat eines Komplexes gegeniiber eines anderen Komplexes an.

100 a3t
80 \

Gd(dota)’ Abbildung 4: Vergleich des Gleichgewichtsan-
teils der beiden Komplexe Gd(dota)” (rot,

log Kions. = 18.65,) und Gd(dtpa)?> (blau,

9

E 60 log Kiond. = 18.14) in Abhéngigkeit des pH.
§_ 40 Grundlage dieser Simulation bilden die pKs-
wn -

Werte (1 M TMACI) aus den Arbeiten von T.
Scharding®2 und A. Kleinf34,

204 }
0

Eine weitere hilfreiche GroRe, die einen direkten Vergleich der Komplexstabilitat erlaubt, ist
der pM-Wertl8l (M = Gd**, pGd = -log [Gd®*]). Dieser gibt an, wie viel Gd** bei physiologi-
schem pH und definierten Ligand- bzw. Metallkonzentrationen (pH = 7.4, [M]iotal = 1 UM,

[L]total = 10 pum) frei in Losung vorliegt.
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Insbesondere neueste Studienl*’1, welche versuchen eine Vielzahl endogener, im menschlichen
Plasma vorliegenden Komponenten miteinzubeziehen, um das Reaktionsgeschehen im Kdérper
mdglichst genau abzubilden, stellen fest, dass beim Kontrastmittelzerfall primér die Inertie (ki-
netische Stabilitat) der Komplexe eine Rolle spielt und weniger ihre thermodynamische Stabi-
litat.

Inerte Komplexe konnen in aller Regel unverandert ausgeschieden werden, auch wenn das ther-
modynamische Gleichgewicht auf die Seite der Zerfallsprodukte verschoben ist, weshalb die
Bedeutung der einfachen Komplexbildungskonstanten (3) und (4) nicht lberschatzt werden
sollte. Die verfugbaren Stabilitdtskonstanten zeigen zwar deutlich, dass das Gleichgewicht fir
alle Liganden bei pH 7.4 auf Seiten des Produktes GdL liegt, die Gefahr biologisch relevanter
Gadoliniumfreisetzung besteht aber vielmehr in Transmetallierungsreaktionen mit den oben
genannten endogenen lonen. Die Reaktionen (5) bis (7) beschreiben diesen Freisetzungsprozess
und werden zusatzlich durch diese lonen katalysiert. Die Lage des Gleichgewichts lasst sich
also nicht mit der intrinsischen Komplexstabilitat (3) beurteilen, sondern es muss die Selekti-

vitat¥ des Liganden beziiglich der beteiligten Kationen betrachtet werden.

GdL3™% + M?* = Gd3t + ML?>~? (5)
3- y— _ 3-y -
GdL{zy + P0,°” + Ca** = GdPO, + Cal?} )

fir M** = Ca®* und L, = P0O,*

®)
Es ist allerdings so, dass sich die Selektivitit von Polyaminopolycarboxylaten beziiglich Gd®*,
Ca?*, Cu?* und Zn?* kaum unterscheidet, weshalb eine Erhéhung der Stabilitat bezuiglich eines
bestimmten Kations (Ligandsynthese) die Selektivitat gegenuber allen anderen Kationen
gleichermalien steigert. Dieses Verhalten ist nicht unerwartet, sondern es ist bekannt, dass sich
die Affinitat engverwandter Liganden fur verschiedene Metallkationen durch eine lineare freie
Energiebeziehung beschreiben lsst.[%% Da der Grund fiir die Gd** Freisetzung in der Transme-

tallierung liegt, verbessert eine erhohte Komplexstabilitat die Biostabilitdt kaum bis gar nicht.
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Ist der Gadoliniumaustausch jedoch gentigend langsam (hohe Inertie), wird immer noch eine
intakte Ausscheidung des Kontrastmittels gewahrleistet, weshalb dem Aspekt der kinetischen
Stabilitat eine wesentlich grofiere Aufmerksamkeit geschenkt werden muss. Diese Interpreta-
tion deckt sich mit der in Kapitel 1.4 aufgestellten Reihenfolge flr die Gefahr an einer NSF zu

erkranken, je nach verabreichtem Kontrastmittel.

Die hier beschriebenen thermodynamischen und konditionellen Stabilitatskonstanten sowie die
Selektivitat spiegeln zwar die Affinitat der Liganden zu Gd®* und die Lage des Gleichgewichts
wieder, sind allerdings nur gultig, solange dem System eine ausreichende Zeit gegeben wird,
um das thermodynamische Gleichgewicht zu erreichen.®":%! Zusammenfassend lésst sich je-
doch sagen, dass alle kommerziell erhaltlichen MRT-Kontrastmittel bei physiologischem pH
thermodynamisch auBerordentlich stabil sind (pGd > 15)B122 sowie, dass bei Eintrag in neut-

rale wissrige Losungen keine spontane Freisetzung von Gd** zu erwarten ist.

Die hohe thermodynamische Stabilitat ist dabei hauptsachlich auf elektrostatische Wechselwir-
kungen zwischen Gd** (oxophile, harte Lewis-Saure) und den Donorgruppen des Chelatligan-
den zurtickzufuhren. Da die Bindungen in Gadoliniumchelaten tiberwiegend ionischen Charak-
ter aufweisen, bilden sich mit mehrzahnigen Polyaminopolycarboxylaten stabile Komplexe,
und die quantitative GrolRRe ihrer Stabilitat wird maRgeblich von drei entscheidenden strukturel-
len Faktoren beeinflusst. !337:3861 (3) Die Gesamtbasizitat (3pKs) des Liganden, welche sich
durch Summation der pKs-Werte jedes einzelnen Donoratoms ergibt, korreliert direkt und li-
near mit der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen Metall und Ligand beziehungsweise
der thermodynamischen Komplexstabilitat (log KeaL vs. Y pKs).¥? (b) Im Zusammenhang mit
dem Chelateffekt stellt die Anzahl der gebildeten Chelatfiinfringe (N-Gd-O und N-Gd-N),
welche wegen der optimalen Ringgrélie eine geringe sterische Spannung aufweisen, einen wei-
teren, die Stabilitat beeinflussenden, strukturellen Faktor dar.[®® (c) Zuletzt spielt der makro-
zyklische Effekt, welcher mit der Grofl3e der gebildeten Kavitat und der Prdorganisation, dem
starren Ringgerist und der Konformation makrozyklischer Liganden zusammenhéngt, eine
wichtige Rolle. Diese strukturellen Aspekte haben grundlegende Auswirkungen auf die Sta-
bilitat der Komplexe. Der ionische Charakter eines Komplexes beeinflusst seine Stabilitat dras-
tisch. Nichtionische Donoratome (Amid-N) sind, aufgrund der geringeren elektrostatischen
Wechselwirkung, weniger stark an das Metall gebunden als ionische Donoratome (Carboxylat-
0). Deshalb ist der zweifach negativ geladene Gd(dtpa)>” Komplex (fiinf Carboxylat-O) we-

sentlich stabiler als seine neutralen Derivate Gd(dtpa-bma) und Gd(dtpa-bmea).
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Gleiches gilt flr die Stabilitat von Gd(dota)™ und seinen neutralen Derivaten Gd(hp-do3a) und
Gd(bt-do3a). Offenkettige Liganden mit der gleichen Zahl und Art an Donoratomen wie dtpa®
bilden &hnlich stabile Komplexe (eob-dtap™, bopta®, ...). Sie profitieren nicht vom makrozyk-
lischen Effekt und bilden entsprechend weniger funfgliedrige Chelatringe, weshalb sie alle

deutlich weniger stabil als der ionische Gd(dota)” Komplex sind.[?7:3%:32:37.38]
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1.4.2. Kinetische Stabilitat

Lineare, offenkettige Liganden bilden zwar thermodynamisch stabile Metallkomplexe, zeigen
jedoch aufgrund der hohen Flexibilitat beziehungsweise Mobilitat des Ligandgeristes eine ver-
gleichsweise hohe kinetische Labilitat (ti2 <5, pH =1, 25 °C, séurekatalysiert). Die wesent-
lich rigideren, stark préorganisierten makrozyklischen Liganden dissoziieren hingegen viel
langsamer (3.9 h <t12<338h, pH =1, 25 °C), sind also kinetisch wesentlich inerter als die
linearen Verbindungen, was in Einklang mit den vorherigen Ausfiihrungen steht. Auch fir die
Geschwindigkeit der Gadoliniumfreisetzung ergibt sich die bekannte Komplexreihenfolge:
v(Gd(dota)") < v(Gd(bt-do3a)) < v(Gd(hp-do3a)) << v(linear, offenkettige Gd(I11)-KM).[®l Es
ist offensichtlich, dass die thermodynamische Stabilitat allein nicht ausreichend ist, um die in
vivo Stabilitat zu charakterisieren, sondern dass kinetische Parameter die entscheidende Rolle

Uibernehmen.

In der Literatur sind zahlreiche Studien bekannt, die wesentliche Aspekte der kinetischen Sta-
bilitdt von Gd(l11)-haltigen MRT-Kontrastmitteln diskutieren.[27:36-394765-671 Es \werden ver-
schiedene Modelle diskutiert, die versuchen die Freisetzung von Gd**-lonen quantitativ zu er-
fassen. Es ist unbestritten, dass in biologischen Medien hauptsachlich katalysierte Reaktionen

zwischen den Komplexen und endogenen lonen (Metallkationen und Liganden) eine Rolle spie-

len (GdL + M"= Gd®* + M™L).[*"]

G +L
A
Gd3* +LM” M Ga ;*» GdL*+L Abbildung 5: Schematische Darstellung der

(a) bzw. (a") (b) bzw. (b") . .
relevanten Prozesse beim katalysierten (a, b)

(@) GdL + M* Gd-L-M" G + LM und unkatalysierten Zerfall der Gadolinium-

komplexe. (a) Katalyse durch Lewissduren
M”; (@") M* = H*, Saurekatalyse; (b) Kata-

* - » Gd- — 3
(a") GdL + xH" Gd-LH, Gd** + LH, lyse durch Lewishasen L™; (b™) L= OH", Ba-

mit M" = H" folgt:

senkatalyse.
(b)GdL+L" —— L*-Gd-L —» L'Gd+L

mit L* = OH" folgt:

(" H,0-GdL + OH —>HO-Gd-L —Folgeprodukte
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Die Komplexdissoziation erfolgt entweder sdurekatalysiert mit anschlieRender, schneller Re-
aktion zwischen dem freigesetzten Liganden und endogenen Metallkationen oder durch direk-
ten Angriff des endogenen Metalls unter Bildung mehrkerniger Intermediate.[36¢! Unter kine-
tischer Stabilitat wird in diesem Zusammenhang die Inertie solcher Komplexe gegeniber Re-

aktionen verstanden, die eine Freisetzung von Gd** bewirken kénnten.

Biologisch relevante Gadoliniumfreisetzung ist nur moglich, wenn die Zerfallsreaktion selbst
katalysiert wird und eine Stabilisierung der Zerfallsprodukte erfolgt (Abbildung 5). Die Anwe-
senheit einer endogenen Lewisséure oder —base kann eine Umkoordination bewirken. (Bildung
von LM” oder L"Gd). In der Folge kommt es zu einer Labilisierung der Gd-L Bindung und
letztlich zur Freisetzung von Gd**.[%®1 Da in biologischen Medien eine Vielzahl an nieder- und
hochmolekularen Metallkomplexbildnern (z. B. Citrat, Transferrin[l) wie auch konkurrierende
Metallkationen (Mg?*, Ca®*, Cu?*, Zn®*, Fe*")*"] vorliegen, ergibt sich ein uniiberschaubares
Geflecht an moglichen Reaktionswegen. Daruiber hinaus sind die Dissoziationsraten bei physi-
ologischem pH fur alle Chelate &uRerst gering und damit chemisch kaum erfassbar. Aus diesem
Grund beschranken sich die Untersuchungen dieser Arbeit auf die in wassrigen Medien omni-
prasente Lewissaure H" und —base OH", deren Konzentrationen sich sehr exakt durch Zugabe

entsprechender Sdure oder Base und durch pH-Messung kontrollieren lassen.

Katalytische Ligandabspaltung durch H* (Saurekatalyse)®® oder OH- (Basenkatalyse)l" ist fiir
Metallkomplexe ein seit langem wohlbekanntes Phdnomen. Bei der Sdurekatalyse erfolgt die
Protonierung an einer basischen funktionellen Gruppe des koordinierten Liganden, wodurch
die Metall-Ligand-Bindung geschwacht und damit die Ligandabspaltung erleichtert wird (Ab-
bildung 6 a). Basenkatalytisch kann eine schwach saure Funktionalitdt des Liganden deproto-
niert werden. Im Falle der Gadoliniumkomplexe kommt hierfur nur das in der ersten Sphéare
koordinierte Wassermolekul in Frage. In der Folge wird die entsprechende Metall-Ligand-Bin-
dung zwar vorerst gestarkt (hohere Elektronendichte), es kommt jedoch nach einem “Push-
Pull“-Mechanismus® zu einer Labilisierung von Bindungen zu anderen Liganden oder funkti-
onellen Gruppen, insbesondere in trans-Position, wodurch diese nun leichter vom Metall geldst
werden. Da auf diesem Wege die Bildung von Gadoliniumhydroxo-Spezies zugénglich wird,
stellt sich die Frage, ob die Deprotonierung von GdL(H20) (abhangig vom pKs des koordinier-
ten Wassers) zu GdL(OH) und darauf folgend die Freisetzung von Gd** respektive die Fallung
von Gd(OH)s beobachtbar ist.
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(a) Siurekatalyse H

[Gd(dota)]” [Gd(H,dota)]* [Gd(H,dota*)[* \

Gd*
+
(b) Basenkatalyse L
M-t 0 |OH OH "
O O\ : //,Of O O\\ : - Of O O\\ : /OHZ COO
o | S 0 | 20 551\: < _0
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+
4
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Abbildung 6: Schematische Darstellung moglicher erster Schritte wéhrend der Sdure- (a) bzw. Basenkatalyse (b),

die jeweils iiber mehrere weitere Schritte zur Bildung von freiem Gd®*, respektive festem Gd(OH)s fiihren.

Die Ligandablésung muss dabei, nach den in Abbildung 6 gezeigten ersten Schritten der Séure-
beziehungsweise Basenkatalyse, in mehreren weiteren Schritten erfolgen. In diesem Zusam-
menhang erhebt sich naturlich die Frage nach der Bildung von Zwischenprodukten, und ob
deren Identifikation und die Verfolgung ihrer Bildung sowie ihres Zerfalls als Funktion der Zeit
beobachtet werden kann. Die Erfassung solcher Zwischenprodukte setzt zum einen voraus, dass
ihre Bildungsgeschwindigkeit die ihres Zerfalls deutlich Giberschreitet. Anderenfalls wirde das
transiente Intermediat nur zu einem sehr geringen, Gber einen langen Zeitraum nahezu konstan-
ten Anteil, vorliegen ( “steady-state *). Gleichzeitig muss die Lebensdauer der Intermediate aber
lange genug sein, um die Erfassbarkeit zu ermdglichen. Andererseits spielt die Unterscheidbar-
keit der Spezies eine wichtige Rolle. So ist es mit gadoliniumselektiven Elektroden ausschlief3-

lich moglich freies Gd®* zu bestimmen, nicht aber komplexgebundes Gadolinium.



EINLEITUNG SEITE 25

Geeignete spektroskopische Methoden, wie z. B. die Messung der Protonenrelaxation, ermdg-
lichen hingegen die Bestimmung beider Formen. Der zugrundeliegende Mechanismus von
Komplexbildung, respektive —dissoziation wurde in der Literatur ausfuhrlich, jedoch nicht im-
mer zutreffend, diskutiert.#”%™1 Zum korrekten Verstindnis der relevanten Sachverhalte, ist

es notwendig, die folgenden grundlegenden Voraussetzungen zu (berblicken (Abbildung 7).

Z — E H,L :
> | 1
g — ' : |
2 P GAH L == Hl i
S e ~ s L :
£ 24 1 Gd(H,L)? 5 GdH,L)) === ~ == GdH,L)» == H)L +Gd*,
Q 1 1 : :
: | } | ) :
& 14 & GdHL)? . GdHL)) === - =—= GdHL)» =——= HL :
0 E Gd(L)© E GdL)) =—= .. =—= GdL)» =— E L E
| | \ |
0 1 \ n
Nummerierungsindex i der Intermediate Gd(L)®
Geschwindigkeitsgesetze der Bildung und des Zerfalls der Intermediate [Gd(HxL)®]
d|Gd(H,L)® . - d[Gd(H,L)¢ D > .
dledL)0] T I kiy [Gd (H, L)V @ doddD] pn I ki [Gd(H,L)®] ©)

Geschwindigkeitsgesetze der Protonierung bzw. Deprotonierung dieser Intermediate

d|Gd(H,L)® . d|Gd(H,_,L)® _ .

% = kP [Gd(Hy—, L)O][H*]  (10) % = kPG (H,HD] (A1)
Geschwindigkeitsgesetze der Komplexbildung bzw. der Dissoziation

d|Gd(H,L)™ c d[Gd3*] -

dled™)] s I ki [Gd3+][H, L] (12) o = ki [Gd(H L)) (13)
Geschwindigkeitsgesetze der Protonierung bzw. Deprotonierung des Liganden

d[H,L] d[H,_,L] _

o =k [Hy s L][H] W) = = ko L] (15)

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Elementarschritte der sdurekatalysierten Komplexdissoziation. Die
Geschwindigkeitsgesetze der einzelnen Reaktionen sind jeweils angegeben ((8) bis (15)) und farblich nach ihrer
Reaktionsordnung kodiert. Schwarz: Reaktion erster Ordnung, farbig: Reaktion zweiter Ordnung, (+) und (-):

Reaktionsrichtung, c: Komplexbildung, cp: Komplexprotonierung, Ip: Ligandprotonierung.
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Die gesamte, sdurekatalysierte Komplexdissoziation verlauft in einzelnen Schritten, die prinzi-
piell alle fir sich reversibel sind. Interne Umlagerungen folgen einer Reaktion erster Ordnung
(monomolekularer Prozess). Gleiches gilt fur Deprotonierungen sowie die Abldsung des Lig-
anden vom Komplex. Protonierungsreaktionen sowie die Bildung des Komplexes sind bimole-

kulare Reaktionen und verlaufen demnach nach einer Reaktion zweiter Ordnung (Abbildung 7).

Der Protonierungsgrad nimmt wéhrend der sdurekatalysierten Ligandabldsung zu. Die in MRT-
Kontrastmitteln verwendeten Gadoliniumkomplexe, insbesondere die makrozyklischen Vertre-
ter, konnen in saurer Losung maximal zweifach protoniert werden.% Es resultiert ein pH ab-
hangiges Gleichgewicht zwischen GdL, Gd(HL) und Gd(H.L). Die freien Liganden hingegen
kdnnen in saurer Losung funf- bis sechsfach protoniert vorliegen. Fir die Dissoziation ergibt
sich in Abbildung 7 also ein genereller Reaktionspfad von unten links nach oben rechts. Es ist
klar, dass sich der genaue Weg allerdings in Abhangigkeit des pH &ndern muss, da in stark
sauren Losungen sowohl fir Edukte als auch Produkte héhere Protonierungsgrade erzielt wer-
den. Des Weiteren kdnnen sich unterschiedlich protonierte Intermediate strukturell unterschei-
den und es kann davon ausgegangen werden, dass sich der Mechanismus der Ligandablésung
je nach pH andert. Nach dem Prinzip der mikroskopischen Reversibilitat missen Komplexbil-
dung und —zerfall bei definiertem pH allerdings nach dem gleichen Mechanismus tber diesel-
ben Intermediate erfolgen. Dies gilt auch fiir Systeme, die weit vom thermodynamischen

Gleichgewicht entfernt sind.[

Die Zuordnung eines Mechanismus wird weiterhin dadurch verkompliziert, dass davon ausge-
gangen werden muss, dass die Gesamtreaktion gleichzeitig Uber mehrere Pfade ablaufen kann.
Aus dem pH abhangigen Gleichgewicht zwischen den drei Komplexspezies Gd(HxL) ergeben
sich mehrere Reaktionspfade, die parallel durchlaufen werden. Dabei wére es allerdings unzu-
treffend den bevorzugten Pfad der dominierenden Spezies zuzurechnen. Gemald Gleichung (8)
ist die Umsetzungsrate im ersten Schritt sowohl von der Geschwindigkeitskonstante kx® als
auch von der Konzentration der relevanten Spezies [Gd(HxL)] abhéngig. Das Haupteingangstor

des Komplexzerfalls kann z. B. Gd(HL) sein, selbst wenn die Spezies nur zu einem sehr ge-

ringen Anteil vorliegt (z. B. < 1 %o), solange in diesem Fall das Verhaltnis ke)¢V/ka ™Y und

k) D7k ™Y geniigend groR ist (z. B. >10%).
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Die bereits erwahnte Reversibilitat resultiert bei fortschreitender Reaktionsdauer in einer deut-
lichen Abweichung von einem einseitigen Reaktionsverlauf. Dieser Tatsache wurde in der Li-
teratur bisher kaum Aufmerksamkeit geschenkt. Erlauterungen hierzu folgen in Kapitel 2.2 e)
(Abbildung 13).

Es wurden zahlreiche Methoden beschrieben, die eine Verfolgung der Komplexdissoziation in
Anwesenheit oder Abwesenheit endogener Metalle in saurer Losung erlauben. Zu ihnen zahlen
unter anderem die Spektrophotometrie, die Fluoreszenzspektroskopie, die *H-NMR-Spektro-
skopie (Relaxivitat), die lonenaustauschchromatographie oder pH-metrische Messungen.[*473-
™ |In diesen Studien wurde die Geschwindigkeitskonstante kops der séurekatalysierten Kom-
plexdissoziation mit Hilfe einer Reaktionskinetik pseudo erster Ordnung aufgeklart. Die Dis-

soziationsrate folgt dann (16) und (17):

d[Gd3*]

= kops[GdL] (16)

kops = ko+k1[H+] + kz[H+]2 (17)

Mit der Annahme, dass Gd(HL) im untersuchten pH-Bereich die dominierende Spezies ist und
die spontane Dissoziation, charakterisiert durch ko, keine Rolle spielt, hdngt kobs also nur noch
von der Protonenkonzentration ab. Die aus den Geradensteigungen von In[GdL]: = f(t) ermit-
telten Halbwertszeiten t1» beziehungsweise kows sind allerdings abhdngig von den experimen-
tellen Bedingungen (lonenstarke, Komplexkonzentration, pH, Temperatur), weshalb in der Li-
teratur teilweise unterschiedliche Werte flir die gleichen Experimente dokumentiert
sind.[28778081 Deshalb wurde die Dissoziationskinetik aller makrozyklischen Komplexe und
ausgewahlten offenkettigen Derivaten in dieser Arbeit mit zwei verschiedenen Methoden (pH-
metrisch und Protonenrelaxation) unter den gleichen Bedingungen auf der Basis eines Satzes
von akribisch bestimmten Gleichgewichtskonstanten und pKs-Werten ausgiebig untersucht und

mit den Literaturdaten verglichen.
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1.5. Zielsetzung

Neben dem Auftreten der nephrogenen systemischen Fibrose hat vor allem die Entdeckung,
dass es selbst bei gesunden Patienten nach mehrmaliger Gabe von Gd(l11)-haltigen MRT-Kon-
trastmitteln zu Gadoliniumablagerungen im Gehirn kommen kann, erneut die Frage nach der
Sicherheit (in vivo Stabilitat) solcher Verbindungen aufgeworfen. Es existieren zahlreiche Un-
tersuchungen zur kinetischen und thermodynamischen Stabilitat Gd(I11)-haltiger MRT-Kon-
trastmittel. Es ist allerdings unbestritten, dass die kinetische Inertie der Substanzen fir ihre in
vivo Stabilitat die mit Abstand wichtigste Rolle einnimmt. Aus der Abhéngigkeit der bis heute
generierten Daten von den experimentellen Bedingungen (pH, Temperatur, lonenstérke, Kom-
plexkonzentration) resultiert allerdings die Notwendigkeit einer vereinheitlichten Untersu-
chung der Dissoziationskinetik aller Komplexe (1 M Inertelektrolyt, 70 mm Komplex, 37 °C).
In diesem Zusammenhang wurden im Zuge dieser Arbeit die makrozyklischen Kontrastmittel
Prohance® (Gd(hp-do3a)), Gadovist® (Gd(bt-do3a)) und Dotarem® (Gd(dota)’) mit zwei ver-
schiedenen Methoden (pH-metrisch und Protonenrelaxation) bei einer Temperatur von 37 °C
séurekatalysiert untersucht und untereinander sowie mit der Literatur verglichen. Zusétzlich
sollten auch die offenkettigen, kinetisch sehr labilen Kontrastmittel, soweit mdglich bei einer
Temperatur von 0 °C, untersucht werden. Basis der Messungen stellt hierbei ein Satz von unter
exakt den gleichen Bedingungen gemessenen Stabilitatskonstanten und pKs-Werten dar. Bei
der Auswertung der Daten wurden in der Literatur bisher vernachlassigte Uberlegungen zur
Reversibilitat der untersuchten Prozesse beriicksichtigt und diskutiert. Des Weiteren sollten
Least-Squares-Fits entwickelt werden, mit denen die Erstellung eines moéglichst vollstdndigen
Datensatzes kinetischer Parameter (ko, k1, ko Ki(Gd(HL) und K2(Gd(H2L)) ermdglicht wird. Zur
Vervollstandigung der Datenlage wurden in diesem Zusammenhang weitere potentiometrische
Titrationen zur Bestimmung der Protonierungs-/Deprotonierungskonstanten der Komplexspe-
zies Gd(HL), Gd(H2L) und GdL(H20) durchgefiihrt und mit den theoretisch berechneten Wer-
ten verglichen. Abgerundet wurden die Untersuchungen durch die Ziichtung von Kristallen, die
unter anderem den strukturellen Beweis fur die Existenz eines zweifach protonierten Komple-
xes der Form [Gd(H2dota)(H20)]CI-H20 erbringen.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1. Uberblick

Bis heute finden sich in der Literatur zahlreiche Untersuchungen der kinetischen Stabilitat der
kommerziell erhéltlichen MRT-Kontrastmittel. Die dort festgehaltenen Ergebnisse unterschei-
den sich allerdings in Abhéngigkeit der experimentellen Bedingungen (Temperatur, lonen-
stirke, Komplexkonzentration, ...) sowie der angewendeten Messmethode (Spektrophotomet-
rie, *H-NMR-Spektroskopie, ...).[5877808l Es fehlt also nach wie vor an einer umfassenden
Studie, die versucht die kinetischen Charakteristika der Kontrastmittel unter moglichst einheit-

lichen Bedingungen aus einer Hand zu bestimmen und zu vergleichen.

Also wurde die Kinetik der séurekatalysierten Dissoziationsreaktion der drei makrozyklischen
Gd(lI1)-haltigen MRT-Kontrastmittel Prohance® ([Gd(hp-do3a)]), Gadovist® ([Gd(bt-do3a)])

und Dotarem® ([Gd(dota)] ) unter sauren Bedingungen (pH ~ 1.0 — 2.5) mit zwei unterschied-
lichen Methoden untersucht und verglichen. Die Verfolgung der Protonenrelaxationsraten res-
pektive —zeiten mittels *H-NMR-Spektroskopie zum einen und die Verfolgung und der stetige
Ausgleich der pH-Anderung mit einer 1.0 M Saure (HCI oder CH3SO3H) mit Hilfe eines pH-
stat zum anderen. Ziel beider Methoden war die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante
kons des Komplexzerfalls. Relaxationsmessungen konnten bei einer Komplexkonzentration von
1 mMm durchgefuhrt werden, wohingegen pH-stat Messungen eine deutlich hohere Konzentra-
tion (70 mm) benétigten, um die Anderung der Protonenkonzentration auf ein gut erfasshares

Niveau anzuheben.

Neben den kinetischen Charakteristika der Komplexdissoziation wurden an ausgewahlten Lig-
anden beziehungsweise Komplexen zusatzliche potentiometrische Titrationen zur Bestimmung
der Protonierungskonstanten Ky und K> der Komplexe (GdL — Gd(HL) — Gd(HzL)) durchge-
fuhrt. Des Weiteren wurden auf diese Art moglicherweise auftretende Deprotonierungsreakti-
onen am komplexgebundenen Wasser GdL(H20) untersucht. Bei den untersuchten Kontrast-

mitteln handelte es sich in diesem Zusammenhang um die makrozyklischen Vertreter Pro-
hance® ([Gd(hp-do3a)]), Gadovist® ([Gd(bt-do3a)]) und Dotarem® ([Gd(dota)]) sowie die
Gd(lI1)-Komplexe der offenkettigen Liganden dtpa®> (Magnevist®), eob-dtpa® (Primovist®),

dtpa-bma® (Omniscan®) und dtpa-bmea® (Optimark®).
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Grund fir diese Untersuchungen ist die Tatsache, dass zum einen die Deprotonierung von kom-
plexgebundenem Wasser als Einstieg in eine basenkatalysierte Dissoziationsreaktion der Kom-
plexe betrachtet werden kann und zum anderen die protonierten Spezies eben dieser Komplexe
in der Literatur ausfuhrlich und h&ufig als Startpunkt der sdurekatalysierten Komplexdissozia-
tion beschrieben werden (Abbildung 6, S. 24).

Im gleichen Zuge wurden wegen der Umstellung des Inertsalzes von TMACI auf TMAMS fir
die Kinetikmessungen die thermodynamischen Stabilitatskonstanten und pKs-Werte des Lig-
anden dota* bzw. seines Komplexes [Gd(dota)] neubestimmt und mit den Ergebnissen der bis-
herigen Untersuchungen im TMACI-Medium vergleichend gegentbergestellt. Die Komplex-
bzw. Ligand- und Metallkonzentration betrug fiir potentiometrische Titrationen, sofern nicht
anders angegeben, 10 mm. Alle Messungen, egal ob potentiometrische Titration, pH-stat Mes-
sung oder Protonenrelaxation, wurden zudem bei einer 1 M lonenstérke durchgefiihrt, um kon-
stante Aktivitatskoeffizienten zu gewahrleisten. Aus diesem Grund wurde fir alle Messungen

ein 1 M Titrationsmittel verwendet.

Da der Wechsel des Inertsalzes lediglich die Konsequenz aus der Tatsache war, dass der Kom-
plex [Gd(dota)] wasserunldsliche, amorphe Feststoffe mit den Chloridionen, aber auch mit Ka-
liumionen, des Hintergrundmediums bildet, erhob sich in diesem Zusammenhang natirlich die
Frage nach der Struktur dieser Verbindungen im Festkorper. Aus diesem Grund wurden Kris-
tallisationsexperimente angestellt, mit denen die Kiristallstrukturen der Verbindungen
[Gd(Hzdota)(H20)]CI-H20, [K2(Hadota)2]Cl2 und [CsK2(Hadota)4]Cls aufgeklart werden konn-

ten.

In den folgenden Kapiteln wird immer wieder auf einen Satz von Komplexbildungskonstanten
und pKs-Werte verwiesen. Diese wurden im Arbeitskreis Hegetschweiler im Rahmen einer um-
fassenden Studie!®-:32821 {iper die vereinheitlichte Bestimmung von thermodynamischen Gleich-
gewichtskonstanten und pKs-Werten Gd(l11)-haltiger MRT-Kontrastmittel gemessen. Der
Ubersicht halber sind alle Konstanten in (Tabelle 2) zusammengefasst. Im Text wird dann ent-

weder direkt auf die Tabelle oder auf die angegebenen Referenzen verwiesen.
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Tabelle 2: Protonierungs-/Deprotonierungskonstanten und Stabilitatskonstanten aller kommerziell erhéltlichen Gd(l11)-haltigen MRT-Kontrastmittel.

dota*® | bt-do3a*® | hp-do3a®l! | fosveset®L dtpa®[ eob-dtpa® bopta® ! dtpa-bma*® | dtpa-bmea®™
Artirem® | Gadovist® | Prohance® | Ablavar® | Magnevist® Eovist® Multihance® | Omniscan® Optimark®
Dotarem® Vasovist® Primovist®
log Kiw 1274(1) | 1215(1) | 12.03(D) 10.88(2) 10.37(1) 11.46(1) 10.47(2) 9.30(1) 9.31(1)
log Kyt 9.66(1) 9.35(1) 9.63(1) 8.42(2) 8.40(1) 8.53(1) 8.09(2) 4.42(1) 4.52(1)
log Kigt 4.60(1) 4.26(1) 4.30(1) 4.30(2) 4.18(1) 4.16(1) 4.22(2) 3.48(1) 3.50(1)
log K, 4.15(1) 3.13(1) 3.34(1) 2.83(3) 2.74(1) 2.70(1) 2.82(2) 1.85(1) 1.83(2)
log Kigt 2.36(1) 1.79(1) 1.86(1) 2.56(4) 2.13(3) 2.18(2) 2.10(3) 1.43(3) 1.49(3)
log Kgt 1.78(2) - - - 1.80(5) 1.74(3) 1.87(4) - -
log Keat 26.26(5) | 21.08(4) | 21.99(4) 22.21(3) 22.15(1) 23.67(2) 21.88(2) 16.43(3) 16.56(5)
log KpedHL) 1.22(3) 1.15(2)¢ -- -- 2.03(2) 1.97(2) 2.13(2) 1.21(2 1.40(4)
log KeSH2D) | 1.0(1) - - - - - - - -
log Ke89L(20) | 11.4(3)F | 9.39(2) | 11.20(1)© - - - - - -
log Kkond. 18.66 14.38 15.13 17.67 18.14 18.45 18.06 14.53 14.64
pGd 19.61 15.33 16.08 18.62 19.09 19.41 19.02 15.48 15.59
pKw 14 14 14 14 14 14 14 14 14
T=25°C, I=1MTMACI,  [L]=[Gdk=10mmM,  Ki=[LH][LHua] [HTY  Keaw = [GALI[GA™H[LIL,  KeSH = [Gd(HyL)][Gd(Heal)] - [HTY,

KpCdt20) = [GAL(H20)]-[GAL(OH)] ™ [H*T™, Kiond. = [ML]-[M**]™[HaL"]* (bei pH 7.4) pGd = -log[Gd*'] (bei pH 7.4, [Gd]c = 1 pm, [L]: = 10 um). [ Master-Arbeit Tim
Scharding®®?, ©I: Dissertation Angela Klein®!, [I: Diese Arbeit.
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2.2. Verfolgung des Komplexzerfalls durch pH-stat Messungen

Die fir diesen Teil der Arbeit durchgefiihrten pH-stat-Experimente wurden in Anlehnung an
die von M. Brehm (Schering AG, Berlin, interner Bericht, APC 71/95"°1, APC 34/95["8]) abge-
haltene Studie aufgesetzt. In diesem Zusammenhang sollen zunachst die dort besprochenen Er-
gebnisse und die angewendete Methodik diskutiert und gleichzeitig wichtige Beziige zu dieser

Arbeit hergestellt werden.

Brehm untersuchte in seiner Arbeit die Dissoziationsreaktion der Komplexe Gd(hp-do3a) (Pro-
hance®) und Gd(bt-do3a) (Gadovist®) bei einer Temperatur von 25 °C und einer lonenstérke
von 0.1 M KCI. Dabei betrug die Kontrastmittelkonzentration jeweils 0.1 M. Das untersuchte
pH-Intervall erstreckte sich tber einen Bereich von etwa zwei pH-Einheiten (1.5 < pH < 3.6).
Brehm stellte einen stetigen Saureverbrauch (0.1 m HCI) fest, welcher durch einen pH-stat kon-
tinuierlich ausgeglichen wurde. Dieser Befund l&sst sich als eine saurekatalysierte Zerfallsre-

aktion der Komplexe interpretieren:
x+ + Kobs 3+ y-3 18
GAd(H L) + (y —x) Ht — Gd** + H,L (18)

Ein in der Literatur®24 mehrfach diskutiertes Modell fiir den Reaktionsablauf geht davon aus,
dass es bereits bei der Einstellung des pH-Wertes zur raschen Bildung von ein- und zweifach
protonierten Komplexen Gd(HL)" und Gd(H2L)?* kommt, welche dann auf verschiedenen Re-
aktionsrouten zum finalen Zerfallsprodukt, namlich freiem Gd** und freiem Liganden HyLY?

reagieren (Abbildung 8)

Gd(H,L)*¥ ———— H,L>*

/ / Abbildung 8: Schematische Darstellung der
= ’ ’ Komplexdissoziation unter Bertcksichtigung des
Gd(HL)+ ky Doy Gd3+aq durch rasche Protonierung des Komplexes GdL

y y entstehenden Vorgleichgewichts aus GdL und
K, Gd(HxL)*.

/ /
Gd(L) R, L*

Dabei kann die initiale Bildung der protonierten Spezies als VVorgleichgewicht betrachtet wer-
den, welches sich dann durch die Protonierungskonstanten Ki = [Gd(HL)]*[GdL]-[H*]* und
Kz = [Gd(H2L)]?*-[Gd(HL)*]™*-[H*]* berechnen lasst.
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Das Geschwindigkeitsgesetz der Komplexdissoziation lautet dann wie folgt:

d[Gd3*]

T = Fobs [GA(HLY], (19)

[Gd(H,L)**], = [GdL] + [GA(HL)*] + [Gd(H,L)?**] (20)

Anschliefendes Umstellen der Protonierungskonstanten K; und Kz nach Gd(HL)* beziehungs-

weise Gd(HzL)?* liefert nun fiir die beobachtbare Geschwindigkeitskonstante kons der Reaktion:

kot kK [H ]+ Ky Ky Ky - [HY)?

— 21
Kops 1+ K, -[H*] + K, - K, - [H*]? (21)

Aus Abbildung 8 lasst sich weiter ableiten, dass der Saureverbrauch direkten Aufschluss Gber
die freigesetzte Menge an Gd®* gibt, sofern die Protonenaufnahme durch die Ablésung des Lig-
anden am Ende der Reaktionskette bedingt ist. Es kann davon ausgegangen werden, dass sich
beim Liganden ebenfalls ein sehr rasches Protolysegleichgewicht einstellt, weshalb dieses fiir
die Gesamtreaktionsgeschwindigkeit vernachléssigbar ist. Da der mittlere Protonierungsgrad
des Liganden allerdings pH-abhéngig ist (sinkt mit steigendem pH), ist auch der Protonenver-
brauch pH-abhéngig. Die hier eingesetzten Polyaminopolycarboxylatliganden sind alle starke
Polybasen und es gilt y > x (18). Damit kann der Protonenverbrauch aus dem mittleren Proto-

nierungsgrad bei gegebenem pH-Wert berechnet werden.

Aus der offensichtlichen pH-Abhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten kops lassen sich ei-
nige Ruckschliisse Uber das Reaktionsgeschehen ziehen. Zunehmende Protonierung der Kom-
plexe unter Bildung von Gd(HxL)** fiihrt zu einer steigenden Labilisierung der Komplexe an
sich, weshalb die Annahme k2 > ky > ko durchaus plausibel ist. Die Destabilisierung der Bin-
dung resultiert dabei aus der Protonierung des nicht koordinierenden Sauerstoffatoms einer ko-
ordinierenden Carboxylatgruppe. Die Gd-O-Bindung kann nun entweder direkt gedffnet wer-
den (Abbildung 6, S. 24) oder es kann zuné&chst zum langsamen Transfer des Protons auf ein

Stickstoffatom kommen.
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In beiden Féllen reagiert das Produkt deutlich schneller zu Gd** weiter als im Falle der sponta-
nen H2O-gestiitzten Komplexdissoziation.[*8¢1 Des Weiteren ist es klar, dass die Unterschrei-
tung eines gewissen pH-Wertes (pH < log K2) dazu fuhrt, dass die Komplexe tiberwiegend in
Form von Gd(HzL)?* vorliegen. Ist dieser Punkt erreicht, wird eine weitere Erhéhung der Pro-
tonenkonzentration zu keiner weiteren Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit mehr fiihren,
weshalb log kobs als Funktion des pH-Wertes (-log [H*]) dann in einen Bereich der Sattigung
hineinlauft (Abbildung 9).

0 1 -3 1
-1 A 4 4
_2.. -5 1
2731 2]
| -7 -
< -4 L
2] il
] 9 4
-6 1 -10 -
-7-. _11-
'8 L] L] L] L] '12 L] L] L] L] L] L] L] 1
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
pH pH

Abbildung 9: pH-Abhéngigkeit von kops. Links: Berechnete Modellbeispiele flir dominante Komplexspezies
Gd(HxL)**. Schwarz: kp-Dominanz: k; : ki : ko =1:10%: 107, rot: k;-Dominanz: k, : ki : ko =1:10?:107; blau:
intermediarer Fall: ko : ky : ko=1:102:107. In allen drei Fallen gilt log K1 = 2 und log K, = 1. Rechts: Berech-
neter und gemessener Verlauf von kops als Funktion des pH (-log [H*]) fur Prohance® auf Basis der von Brehm
gefitteten Konstanten (Tabelle 3). Darstellung der Messwerte (schwarze Dreiecke) und des berechneten Fits (rote

Linie).

Tabelle 3: Die von M. Brehm durch Least-Squares-Fits erhaltenen Konstanten fiir eine Temperatur von 25 °C.

ko [s] ki [s] ka2 [s] log K1 log K2
Prohance® <10 7-10® 6-10* 1.5 0.1
Gadovist® <102 3-10° 7-10° 1.0 0.3
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Zu der hier von M. Brehm angewendeten Methode und den vorgestellten Ergebnissen seien

zundchst einige kritische, aber durchaus allgemeingltige Gedanken erlaubt:

(@) Messungen bei 25 °C haben den Vorteil, dass sich der maximale Protonenverbrauch, wel-
cher sich aus dem mittleren Protonierungsgrad des freiwerdenden Liganden bei gegebenem pH
im thermodynamischen Gleichgewicht ergibt, direkt aus den thermodynamischen Daten ermit-
teln lasst, weil diese in aller Regel bei derselben Temperatur erhoben werden. Der groRte und
entscheidende Nachteil flir die Untersuchungen in dieser Dissertation ist jedoch, dass die Re-
aktionsgeschwindigkeit der kinetisch durchweg sehr inerten makrozyklischen Komplexe (ins-
besondere Dotarem®) bei dieser Temperatur so langsam ist, dass eine Verfolgung des gesamten
Reaktionsgeschehens, oder wenigstens einer oder zwei Halbwertszeiten ti/2, bei dieser Tempe-

ratur kaum maoglich ware.

Dies liegt vor allem darin begriindet, dass das Potential der pH-Glaselektrode kaum langer als
zwei bis drei Tage konstant gehalten werden kann und es danach schlicht zur Verfalschung der
Ergebnisse kommt. Die pH-stat-Routine versucht schlieBlich durch kontinuierliche Saurezu-
gabe ein konstantes Potential aufrecht zu erhalten, was zwangslaufig zu falschen Zugabevolu-
mina fuhrt, wenn das Elektrodenpotential driftet. Allerdings sollte auch erwéhnt werden, dass
Brehm in seiner Arbeit lediglich die initiale Reaktionsgeschwindigkeit, also die Geschwindig-
keit der Reaktion ganz zu Anfang der Dissoziation (kleiner Umsatz) bestimmt hat, weshalb das
Driften der Elektrode noch keine groRe Rolle spielen dirfte. Aus diesem Grund sind die in
dieser Dissertation erhobenen Daten bei einer Temperatur von 37 °C + 0.1 °C entstanden, was
neben der erhohten Reaktionsgeschwindigkeit den Vorteil hat, physiologischen Bedingungen

naher zu kommen.

(b) Dartiber hinaus ist zu erwéhnen, dass die Verwendung von KCI als Hintergrundmedium
Gefahren birgt, die, wie frihere Studien der Arbeitsgruppe Hegetschweiler gezeigt ha-
benl313282 einen nicht zu vernachlassigenden Einfluss auf die zugrundeliegenden pKs-Werte
des Liganden (hier: hp-do3a® und bt-do3a*) haben, da dieser eine deutliche Neigung zur Kom-
plexbildung mit K*-lonen hat. Dies flihrt zu einer Absenkung der pKs-Werte und damit zu einer
Veranderung des mittleren Protonierungsgrades, aus dem sich, wie oben erwahnt, auf das ma-
ximale Zugabevolumen riickrechnen l&sst. Aullerdem ist es streng genommen nur dann erlaubt
Konzentrationskonstanten wie die hier zu Grunde liegenden thermodynamischen Gleichge-

wichtskonstanten zu verwenden, wenn eine konstante lonenstarke eingehalten wird.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION SEITE 36

Im Grunde kdnnen mit Hilfe pH-metrischer Titrationen lediglich Aktivitaten gemessen werden.
Um direkte Riickschlisse auf Konzentrationskonstanten zu ziehen, missen die lonenstarke und
damit auch die Aktivitatskoeffizienten, welche nach Debeye-Hiickel®52¢] eine Funktion der lo-
nenstarkel®” | darstellen, wahrend der Messung moglichst konstant gehalten werden. In diesem

Zusammenhang muss die Ladungsénderung tber die Messdauer beruicksichtigt werden.

1
I 252 Ci 'Zl'2 (22)

Da die Ladung des gel6sten Teilchens quadratisch in die lonenstarke (22) eingeht, wird es umso
schwieriger | konstant zu halten, je hoher geladen die wahrend der Messung auftretenden Teil-
chen sind. Bildet sich im Verlauf der Reaktion z. B. ein dreifach negativ geladenes Teilchen,
was in diesem Fall der vollstindig deprotonierte Ligand hp-do3a® oder bt-do3a® ware, so ginge
dieses bereits mit einem Faktor von 9 in die lonenstarke mit ein. In der Konsequenz muss der
Inertelektrolyt in einem ausreichend groRen Uberschuss (> 100-fach) eingesetzt werden, um

konstante Aktivitatskoeffizienten zu gewéhrleisten.

In den Untersuchungen von Brehm ist also keineswegs eine konstante lonenstarke gewahrleis-
tet (|GdL] = [KCI] = 0.1 m). Es ist durchaus denkbar, dass die nicht konstante lonenstérke einen
signifikanten, negativen Einfluss auf die Bestimmung von koss hat. Bekanntlich reagieren kine-
tische Konstanten sehr viel empfindlicher auf Anderungen der lonenstérke als thermodynami-
sche Konstanten.!® Daher wurde in dieser Arbeit strikt auf die VVerwendung kaliumhaltiger
Medien verzichtet. Fiir die beiden Komplexe Prohance® und Gadovist® konnte TMACI ver-
wendet werden. Fir Dotarem® (dota*) musste allerdings TMAMS eingesetzt werden, da sich
herausgestellt hat, dass es bei tiefen pH-Werten (pH < 2.0) und ausreichend hohen Komplex-

bzw. Kontrastmittelkonzentrationen ([GdL] > 10 mm) zur Ausbildung eines Festkdrpers tber

ein Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen zweifach protoniertem Komplex [Gd(szota)]+ und

den Chloridionen des Inertelektrolyten kommt (Kapitel 2.8.1).

Die Problematik der Einhaltung einer konstanten lonenstéarke l&asst sich allerdings nicht voll-
stdndig umgehen, da es bei derart hohen Komplexkonzentrationen (diese Arbeit: 0.07 Mm,
Brehm: 0.1 m) nicht maglich ist, einen 100-fachen Uberschuss des Inertsalzes einzusetzen. In
diesem Fall Iage keine ausreichend verdiinnte Losung mehr vor und die Wechselwirkung zwi-

schen den geldsten Komponenten wére nicht mehr vernachlassigbar.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION SEITE 37

Deshalb wurden die Experimente dieser Dissertation bei einer lonenstarke von 1.0 M und einer
Komplexkonzentration von 0.07 m durchgefiihrt. Dabei sollte beachtet werden, dass der Ligand
sehr rasch protoniert wird und der mittlere Protonierungsgrad des Liganden p, im, in dieser
Arbeit, untersuchten pH-Bereich (1.0 — 2.5) zwischen 4.98 und 3.97 liegt, weshalb die durch-
schnittliche Ladung des freien Liganden zwischen +1 und +2 liegt (Abbildung 10).

540
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&b __ Abbildung 10: Schematische Darstellung
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Die protonierten Ligandspezies HyLY® beeinflussen die lonenstirke maximal mit einem La-
dungsfaktor zi von 4. Gleiches gilt fiir den Komplex und seine protonierten Spezies Gd(HxL)**.
Das Gleichgewicht zwischen GdL, Gd(HL)" und Gd(H2L)?" bedingt auch hier wieder eine ma-
ximale Ladung von +2 und einen Ladungsfaktor zi? von 4. Lediglich Gd®* liefert einen Beitrag
von 9. Im Bestfall (durchschnittliche Ladung +1) bleibt die lonenstarke also tatsachlich quasi
unverandert. Liegen jedoch Gd** und“HagsL%*“ im Verhaltnis 1:1 vor (vollstandige Kom-
plexdissoziation bei pH 1.0) wird I signifikant verandert. Dieser Einfluss ist bei der zeitlichen
Untersuchung einer Zerfallskinetik naturlich zu Beginn der Reaktion am geringsten und ver-
groRert sich mit zunehmender Freisetzung der geladenen Produkte Gd** und “Ha gL %", Das
heif3t, dass bei fortschreitender Reaktionsdauer mit deutlichen Abweichungen zwischen theo-

retisch berechneter MessgroRe und dem tatsachlichen Messwert zu rechnen ist.

Bei steigendem pH sinkt der Einfluss auf die lonenstérke jedoch wieder, da dort die wahrend
der Reaktion auftretenden Ladungen am Liganden niedriger ausfallen (p, = 3.97 bei pH 2.5,
zi? ~ +1). Diese Ausfiihrungen gelten natiirlich auch ganz analog fiir simple potentiometrische

Titrationen zur Bestimmung von pKs-Werten beziehungsweise Stabilitdtskonstanten.
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(c) Anzunehmen der Protonenverbrauch wéhrend der Dissoziation wirde durch die Ablésung
des Liganden am Ende der Reaktionskette hervorgerufen (Abbildung 7) ist zwar plausibel, je-
doch nicht zwangslaufig korrekt. Es ist durchaus vorstellbar, dass initial gebildetes Gd(HxL)©
durch interne Umlagerung zu einer anderen Spezies Gd(HxL)® reagiert, welche dann durch
weitere Protonenaufnahme ein weiteres Intermediat Gd(HyL)(*Y bildet. Reagiert dieses an-
schlieRend in einer langsamen Reaktion ohne weitere Protonenaufnahme zu Gd** und HyL, so
entspricht der Sdureverbrauch nicht mehr direkt der Gadoliniumfreisetzung. Die kinetische Sta-

bilitdt des Komplexes lasst sich auf diese Weise nicht mehr ableiten.

(d) Das zugrundeliegende Teilchenmodell, genauer die bestimmten pKs-Werte des Liganden

beziehungsweise des Komplexes, ist entscheidend fir die Richtigkeit der Ergebnisse, sofern

davon ausgegangen wird, dass der Protonenverbrauch tatséchlich nur durch die Ligandablésung

am Ende der Reaktionskette hervorgerufen wird. Dann wird der Protonenverbrauch ndmlich

ausschlief3lich durch die pKs-Werte, die letztlich den mittleren Protonierungsgrad p; ergeben,

bestimmt. Berechnen lasst sich p; nach der folgenden einfachen Formel:
[L]-0O+[LH] 14 -+ [LH,]"n

ﬁL B [L]total (23)

Eine kritische Betrachtung der von Brehm fiir hp-do3a® verwendeten pKs-Werte
(log K4 =11.96, log Kz =9.43, log K2 = 4.30, log K1 = 3.26) zeigt ganz deutlich, dass das Teil-
chenmodell gerade ab pH < 2.5 dufRerst ungenau wird, weil der niedrigste gemessene pKs bei
3.26 liegt. Damit fehlen entscheidende Informationen Uber den korrekten Protonierungsgrad
bei besonders tiefen pH-Werten. Eine Aussage Uber die freigesetzte Gadoliniumkonzentration
ist fehlerbehaftet. Auf Basis des Teilchenmodells aus Tabelle 2 l&sst sich p wesentlich genauer
bestimmen (log Kni = 12.03(1), log Kn,. =9.63(2), log Kn, =4.30(1), log Kn,w = 3.34(1),
log KrgL = 1.86(1)). In Abbildung 11 sind die beiden Teilchenverteilungen noch einmal abge-

bildet. Dort ist ganz klar zu erkennen, dass in beiden Fallen eine jeweils andere Spezies die
Dominierende ist. Im Fall von Brehm liegt bei pH 1.5 nahezu ausschlieBlich der vierfach pro-
tonierte Ligand H4L" vor, wohingegen das vollstandigere Teilchenmodell bei diesem pH-Wert
das Vorliegen eines Gemischs der beiden Spezies HsL* und HsL?* anzeigt. Es ist also zu erwar-
ten, dass in diesem Fall ein hoherer Protonierungsgrad erzielt wird. Dieser ergibt mit der Total-
konzentration des Kontrastmittels und dem initialen Probenvolumen den maximalen Protonen-

verbrauch, weshalb auch dieser deutlich héher ist als von Brehm angenommen.
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Abbildung 11: Mit HySS2009 berechnete Verteilungsdiagramme von 0.1 m hp-do3a® (Prohance®). Links: Mo-

dell auf Basis der pKs-Werte von M. Brehm, rechts: Modell auf Basis der pKs-Werte aus Tabelle 2. Spezies, die
in dem angegebenen pH-Bereich vernachlassigbar sind, wurden der Ubersicht halber weggelassen.

Im Hinblick auf die Messpunkte von Brehm sollen nun die p-Werte auf Basis der beiden Teil-
chenmodelle bei pH 1.5 und 3.6 verglichen werden (Tabelle 4). Die pH-Werte sind dabei nicht

willkirlich gewahlt, sondern entsprechen dem jeweils hochsten und niedrigsten untersuchten
pH von Brehm.

Tabelle 4: Vergleich der mittleren Protonierungsgrade auf Basis verschiedener Teilchenmodelle (Simuliert mit
HySS2009). FDaten aus der Master-Arbeit von Tim Scharding®2, PlDaten von M. Brehm!™ (APC 71/95, APC

34/95). Vu+, max. repréasentiert das Volumen an 0.1 m HCI, das bei vollstandiger Ligandfreisetzung verbraucht wer-
den wiirde.

pH T’L[a] T’L[b] Apy [%] Vu+, max. 12 [mI] VhH+, max.[PJ [mI]
1.5 4.69 3.98 15 215.7 183.1
3.6 3.21 3.16 15 147.7 145.4

Es wird sehr deutlich, dass die mittleren Protonierungsgrade vor allem bei niedrigem pH-Wert

(hier pH 1.5) stark voneinander abweichen. Die Auswirkungen auf kons lassen sich am einfachs-
ten an folgender Gleichung veranschaulichen.

1/T7L *Rops * [HX]/VO
= 24
kObs [GdL]total ( )

Robs = Verbrauch an HCI in ml s, [HX] = Konzentration der zur pH-stat Titration verwendeten Saure in mol I,
Vo = Volumen zu Beginn des pH-stat Experiments in ml, [GdL ]t = Gesamtkonzentration des Kontrastmittels in

mol I, p, = mittlerer Protonierungsgrad des freien Liganden HyLY=3.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION SEITE 40

Mit dieser Gleichung lassen sich nun die Geschwindigkeitskonstanten fir die beiden unter-
schiedlichen Teilchenmodelle berechnen. Mit dem unvollstdndigeren Teilchenmodell von
Brehm ergibt sich fiir kops ein Wert von 1.676-107° s™*. Fiir das vollstandigere Teilchenmodell
wird eine Konstante von 1.414-10° s gefunden. Dieser Unterschied mag auf den ersten Blick
klein erscheinen, spiegelt aber exakt die 15 %-ige Abweichung im mittleren Protonierungsgrad
wider. Der Unterschied wird sogar noch deutlicher bei Betrachtung der Halbwertszeiten ti/,. ES
ergeben sich hier Werte von 11.49 h (Brehm) und 13.62 h (Teilchenmodell: Tabelle 2). Es
bleibt also festzuhalten, dass das zugrundeliegende Teilchenmodell einen ganz entscheidenden
Einfluss auf die Resultate der Auswertung hat. Der Einfluss wird in diesem Fall umso stérker,
je tiefer der untersuchte pH-Wert liegt. Bei steigendem pH nimmt der Einfluss allerdings dras-
tisch ab und kann ab einer von Ligand zu Ligand verschiedenen pH-Grenze sicherlich vernach-
lassigt werden. Dennoch handelt es sich hierbei um einen systematischen Fehler, welcher sich

nur durch genaue Kenntnis der pKs-Werte des Liganden minimieren I&sst.

Diese Ausfuhrungen vernachlassigen allerdings die Tatsache, dass im Grunde auch der Kom-
plex zur Protonenbilanz beitragt. Dieser weist bereits zu Beginn der pH-stat Titration einen
eigenen Protonierungsgrad py auf, welcher von dem des Liganden subtrahiert werden muss,
um den tatsachlichen Protonierungsgrad pr.4; zU erhalten. Die Gleichung zur Berechnung von

kobs (24) muss dementsprechend leicht abgewandelt werden und lautet dann:

k _ 1/ﬁReal "Rops * [HX]/VO
obs [GdL]total

(25)

Nun ist es aber nicht trivial, die Protonierungskonstanten des Komplexes zu bestimmen, da
dieser stark sauer reagiert. Dieser Sachverhalt wird in Kapitel 2.7 genauer erldutert. Es lasst
sich jedoch festhalten, dass log K1 (K1 = [Gd(HL)]*[Gd(L)]*[H*]?) bei allen drei Makrozyk-
len zwischen 1.0 und 1.2 liegt. Die Bestimmung von log Kz (K2 = [Gd(H2L)]?*[Gd(HL)*]
L[H'TY) ist schwieriger. Es ist anzunehmen, dass dieser < 1.0 ist. Die beiden Protonierungen
wirken sich bei stark saurem pH (pH < 1.5) direkt auf pg.q; aus. Dieser wird vermindert und es
kame in diesem Zusammenhang zu einer Verminderung des oben beschriebenen 15 %-igen
systematischen Fehlers bei pH 1.5. Es ist allerdings schwierig vorherzusagen, wie groR die An-
derung ausfallt, da log K1 und log K> mit einer relativ gro3en Unsicherheit behaftet sind. Damit
ist das Verhaltnis der Spezies [Gd(HL)*] und [Gd(H2L)?*] nicht genau bestimmbar.
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Gerade bei pH 1.5 kann es allerdings als gesichert gelten, dass lediglich die einfach protonierte
Komplexspezies [Gd(HL)*] einen signifikanten Beitrag zu preq; liefert. Unter der Annahme
log K1 = 1.0 nimmt der mittlere Protonierungsgrad des Komplexes px nach Henderson-Hassel-
balch (pH = pKs + log (JA)/[HA] mit [A] = [GdL] und [HA] = [Gd(HL)"]) bei pH 1.5 und ei-
ner Totalkonzentration von 100 mm den Wert 0.3 an. Es liegt hier also etwa 30 % [Gd(HL)]
vor. In Anlehnung an Tabelle 4 a) lasst sich nun unter Verwendung von pg.,; = 4.39 eine neue
Geschwindigkeitskonstante kobs berechnen, welche sich erneut um 6.4 % vom vorherigen Er-
gebnis (ohne Berlicksichtigung von py) unterscheidet (Kobs = 1.511-:10° s, t12 = 12.74 h). Die-
ses hypothetische Rechenbeispiel zeigt sehr deutlich, dass die Interpretation der Ergebnisse
ohne genaue Kenntnis des zugrundeliegenden Teilchenmodells sehr schwierig ist. Auf diesem
Weg konnen sehr leicht systematische Fehler gemacht werden. Ganz analog zum obigen Fall
gilt auch hier, dass eine weitere Erniedrigung des pH zu einer starkeren Beeinflussung von

Prea TUNIL.

Dabei wird pg bis zu einem Maximum von 2 ansteigen. Ab dann durfte eine weitere Erniedri-
gung des pH zu keiner weiteren Beschleunigung der Reaktion mehr fiihren (siehe Plateau in
Abbildung 9). Die Beriicksichtigung der Komplexprotonierung kann an dieser Stelle jedoch
nicht uneingeschréankt empfohlen werden, da die Bestimmung der nétigen Konstanten mit ei-
nem relativ grof3en intrinsischen Fehler behaftet ist. Es ist deshalb nicht eindeutig vorhersagbar,
ob die Aussagekraft der Ergebnisse dadurch tatsachlich gesteigert wird. Dennoch zeigen die
Ausfuhrungen zum Protonierungsgrad sehr deutlich, wie schwierig die Bestimmung von Ge-

schwindigkeitkosntanten mit einer pH-stat Methode ist.

(e) Des Weiteren postuliert Brehm eine einseitige Reaktionskinetik fir die eigentliche Ligand-

ablésung, welche im Anschluss an das schnelle Vorgleichgewicht der Komplexprotonierung

Hin

ablauft (GdL 2 Gd(HxL)** k—> Gd3* + HyLY%). Dies setzt aber voraus, dass die Riickreaktion,
also in diesem Fall die erneute Bildung des Komplexes, vernachlassigt werden darf. Da der
Gesamtprozess der Komplexdissoziation allerdings in einzelne Elementarschritte zerfallt (Ab-
bildung 7), von denen anzunehmen ist, dass sie jeweils reversibel sind, sollte erwéhnt werden,
dass die Rickreaktion nur dann vernachléssigbar ist, wenn ihre Geschwindigkeit die der Dis-
soziation nicht deutlich Gberschreitet. Die Komplexbildung stellt dabei prinzipiell eine bimole-
kulare Reaktion zweiter Ordnung zwischen freiem Ligand und freiem Metall dar. Die Dissozi-
ation darf hier aufgrund der Wahl geeigneter Bedingungen ([H*] bleibt konstant) als monomo-

lekulare Reaktion pseudo 1. Ordnung aufgefasst werden.
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Gleiches gilt fiir Deprotonierungen und interne Umlagerungen. Unter Berucksichtigung der von
Brehm verwendeten thermodynamischen Gleichgewichtskonstanten von Prohance®
(log KedL = 22.8, log KeaHe = 1.5) muss allerdings festgestellt werden, dass das Gleichgewicht
bereits ab einem pH von 2.0 deutlich auf der Seite der komplexierten Spezies [GdL] und
[GA(HL)]" liegt (Abbildung 12).
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S —] . | .

— 801 ML Abbildung 12: Mit HySS2009 simuliertes Ver-
q§ 1 —MLH teilungsdiagramm auf Basis des Teilchenmo-
E 60- dells von Brehm fiir den Komplex Gd(hp-do3a)
7§ 404 (Prohance®). [Gd]; = [L]: = 0.1 m (0.1 M KCI),
8 log Ky =11.96, log Ks=9.43, logKz=4.30,
E’g 201 log Ki = 3.26, log Kuy = 22.8, log Ky = 1.5.
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Das heil3t zwar, die fiir die Riickreaktion notwendigen Teilchen Gd** und HyLY nehmen ten-
denziell mit steigendem pH ab (das ist natlrlich auch zu erwarten), die Geschwindigkeit, mit
der sie zu Komplexspezies riickreagieren nimmt jedoch deutlich zu. Einfacher ausgedriickt
steigt die Geschwindigkeit der Komplexbildung mit steigendem pH-Wert deutlich an. Dies
kann dazu flhren, dass die Dissoziationsreaktion bereits sehr friih zum vollstandigen Erliegen
kommt. Im Gegensatz zur angenommenen einseitigen Kinetik pseudo 1. Ordnung zeigen sich
dann deutliche Abweichungen des Konzentrationsverlaufs von GdL. Die Konzentrationsab-
nahme des Komplexes mundet letztlich sehr schnell in ein Gebiet der Sattigung. Die oben er-
wéhnte Reversibilitat der Reaktion und ihre Auswirkung auf den Konzentrationsverlauf in Be-
zug auf pH-stat Messungen l&sst sich leicht an zwei simplen Beispielen veranschaulichen. Da-
bei wird das Konzentrationsprofil von GdL (in diesem Fall Prohance®) in einer 100 mm Pro-
benldsung flr verschiedene Verhéltnisse von Kkuin zu Krick Simuliert. Hin- und Rickreaktion
verlaufen der Einfachheit halber beide nach einer Reaktionskinetik erster Ordnung. Es mag
zwar strenggenommen sein, dass die Riickreaktion (Gd** + HyLY*—Gd(HxL)**) einer bimole-
kularen Reaktionskinetik 2. Ordnung folgt, qualitativ &ndert dies jedoch nichts, und so bleibt
das Problem mathematisch deutlich einfacher handhabbar. Beispiel 1 vernachlassigt die Riick-
reaktion und Beispiel 2 beschreibt den Fall einer reversiblen Gleichgewichtsreaktion.!®! Die

grundlegenden Gleichungen werden noch einmal in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Grundlegende kinetische Gleichungen!®®! fiir eine Kinetik erster Ordnung (links) und eine Gleichge-
wichtsreaktion, bestehend aus Hin- und Riickreaktion jeweils 1. Ordnung. [A] = [GdL]: Komplexkonzentration
zum Zeitpunkt t, [A]o = [GdL]o: Komplexkonzentration zum Zeitpunkt t = 0, [A]. = [GdL].: Gleichgewichtskon-
zentration des Komplexes, kuin: Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion, krick: Geschwindigkeitskonstante der

Riickreaktion.

Beispiel 1: Einseitige Kinetik Beispiel 2: Zweiseitige Kinetik
A—B ASB

alal k-[A (26) ala]_ ki - [A] — k B @7)

_?— “[A] _?— nin * [A] = kggcr - [B]

- .okt _ krick + Kpin * e~ (krin*krack)t .
[A] = [A]o - e (28) [A] = P—— (4], (29)

_ kRiick i

[A]e = TT— [Alo (30)

Berechnungen des Konzentrationsverlaufs von [GdL] nach den obigen Gleichungen zeigen sehr
deutlich das Abflachen der Komplexkonzentration mit steigendem Einfluss der Rickreaktion.
Praktisch fuhrt dies zu einer Erhéhung der minimal erreichbaren Gleichgewichtskonzentration
[GdL]. (Abbildung 13).

1,0 0,0
0,8 0,51
0,61 =-1,0-
=04 - 2-1,51
0,2 - 2,01
0,0 , 2,5
Zeit Zeit

Abbildung 13: Simulation der zeitlichen Konzentrationsabnahme der Komplexspezies [GdL] basierend auf den
kinetischen Modellen aus Tabelle 5. Schwarz: einseitige Kinetik (A — B) mit kuin = 0.01, rot: kuin = 0.01,
kRuck: 0.003, kHin/kRuck: 3.33, blau: kHin = 0.01, kRm:k: 0,01, kHin/kRUck: 1, magenta: kHin = 0.01, kRimk: 0.9,

Knin/Krick = 0.011. Zu beachten ist insbesondere, dass die Tangenten fir t — 0 in allen vier Fallen gleich ist.

Gezeigt ist jeweils die Konzentrationsabnahme des Komplexes GdL mit fortschreitender Reak-
tionsdauer. Die Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion knin nimmt dabei in allen abgebil-
deten Fallen den gleichen Wert an (0.01), lediglich die Geschwindigkeitskonstante der Rlck-

reaktion krack wurde variiert. Die schwarze Kurve zeigt den Fall ohne Riickreaktion.
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Fur die drei farbigen Kurven wurde der Einfluss des umgekehrten Reaktionspfades durch Er-
hohung von krick Verstérkt. Sobald die Riickreaktion auch nur eine kleine Rolle zu spielen be-
ginnt, tritt ein deutliches Abflachen des Konzentrationsprofils auf (rot: kuin/krick = 3.33). Je
schneller nun die Riickreaktion wird, desto geringer fallt die Konzentrationsabnahme des Kom-
plexes aus (blau: knin/Krack = 1, magenta: Knin/krick = 0.011), und die Gleichgewichtskonzentra-
tion [GdL].. steigt. Es reichen bereits kleinste Mengen der Zerfallsprodukte, um die Reaktion
zum vollstandigen Erliegen zu bringen, da diese viel schneller zum Edukt zurtickreagieren, als

dieses zerfallen kann.

Besondere Beachtung sollte allerdings der Tatsache geschenkt werden, dass die gedachten Tan-
genten an den Kurven fir t — 0 in allen vier Féllen die gleiche Steigung aufweisen. Dieser
Umstand rechtfertigt eine Auswertung der Daten (Betrachtung kurzer Reaktionsdauer) unter
Vernachlassigung der Komplexbildung (einseitige Kinetik pseudo 1. Ordnung), da diese erst
mit fortschreitender Reaktionsdauer einen signifikanten Einfluss auf das Reaktionsgeschehen

nimmt.

Es kann allerdings nicht genug darauf hingewiesen werden, dass die MessgroRRe bei einer pH-
stat Messung das zugegebene Volumen zum Ausgleich des Protonenverbrauchs darstellt.
Kommt es aber zum friihzeitigen Erliegen der Reaktion bei steigendem pH und es erfolgt eine
Auswertung nach einer Kinetik erster Ordnung, so unterscheidet sich das tatsachlich gemessene
Volumen selbstverstandlich signifikant vom theoretisch berechenbaren VVolumen. Demnach

konnen sich hier durchaus Fehler auf den Geschwindigkeitskonstanten ergeben.
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2.3. pH-stat Experimente

2.3.1. Bemerkungen zur Methode
Aus den in Kapitel 2.2 (a) bis (e) genannten Griinden wurden die Experimente in dieser Arbeit
unter den folgenden Bedingungen durchgefilhrt. Die Kontrastmittel Prohance® ([Gd(hp-

do3a)]) und Gadovist® ([Gd(bt-do3a)]) wurden zusammen mit ihrem Hintergrundelektrolyten

TMACI (MesNCI) gemischt. Fiir Dotarem® ([Gd(dota)]) fand TMAMS (MesNSOsMe) als
Inertelektrolyt Anwendung. Grundlage fiir die Auswertung der mit diesen Verbindungen gene-
rierten Datensétze stellen die in Tabelle 2 dokumentierten Konstanten dar. Der Einsatz von
Methansulfonat verhindert die Bildung eines wasserunldslichen Festkorpers, auf dessen Struk-
tur in Kapitel 2.8.1 néher eingegangen wird. Die Probenldsungen enthielten jeweils 0.07 M des
Komplexes und die lonenstérke betrug 1.0 M. Die Komplexkonzentration wurde dabei gerade
so hoch gewdhlt, dass die pH Anderung auch in sehr sauren Losungen (pH 1.0) noch gut mess-
bar ist. Die Wahl eines 1 M Hintergrundmediums erlaubt nicht nur die Verwendung der ur-
spriinglichen Teilchenmodelle (Tabelle 2), das Medium gewéhrt aulRerdem zumindest ansatz-
weise eine konstante lonenstérke. Die Proben wurden so angesetzt, dass in der Regel jedes pH
Inkrement zweifach bestimmt werden konnte. Alle Messungen wurden in einem pH Bereich
von ca. 1.0 bis 2.5 bei einer Temperatur von 37 °C durchgefiihrt. Die erhdhte Temperatur ist
notwendig, um die besonders langsame Dissoziationsreaktion der kinetisch inerten Makrozyk-
len leichter verfolgen zu kénnen. Der nach Gleichung (18) zu erwartende Protonenverbrauch
durch den freiwerdenden Liganden HyL wird durch kontinuierliche pH Messung verfolgt und
stetig mit einer 1.0 M Sdure (Salzsaure fur Gd(hp-do3a) und Gd(bt-do3a) und Methansulfon-
séure fir Gd(dota)’) von einer computergesteuerten Dosiereinrichtung ausgeglichen. Die Reak-
tion wurde durch rasche Zugabe einer definierten, aber etwas zu geringen Menge konzentrierter
Séure gestartet. Die exakte Einstellung des pH-Wertes wurde dann von der pH-stat Regelung
ubernommen. Diese sehr simple Variante der Einstellung des zu untersuchenden pH hat sich

gegenuber einer anderen Methode durchgesetzt.

Es ware genauso moglich gewesen, den pH direkt durch den pH-stat einstellen zu lassen. Hierzu
stlinde dann allerdings nur eine 1.0 m S&ure (Titrationsmittel) zur Verfligung. Daraus wiirde
vor allem bei der Einstellung sehr niedriger pH-Werte (z. B. pH 1.0, 0.1 m H") eine relativ

grolRe Verdinnung (+ 5 ml 1.0 m HCI) entstehen.
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Aulerdem ist dabei zu beachten, dass sich die Geschwindigkeit der anfanglichen Dosierung des
pH-stat nach drei entscheidenden Faktoren richtet. Diese mussen im Prinzip fur jeden Regel-
wert zuerst optimiert werden. Die maximale Dosierrate in ml-s** gibt die Geschwindigkeit vor,
mit der die Dosiereinheit Titrationsmittel zugeben kann, bis der Regelbereich erreicht wird.
Dieser beschreibt wiederum ein Potentialfenster in mV um den Regel-pH (bzw. das Regelpo-
tential) herum, in dem die pH-stat Routine nur noch mit der minimalen Dosierrate zudosiert. Ist
der Regelbereich zu grof3 oder die minimale Dosierrate zu klein gewahlt worden, so dauert es
unter Umstanden sehr lange, bis der Regelwert erreicht wird. In dieser Zeit lauft die Reaktion
allerdings schon ab, und zwar in die entgegengesetzte Richtung. Dadurch kann im schlimmsten
Fall schon Ligand freigesetzt werden. Der Ligand kann seinerseits wiederum Protonen aufneh-
men, bevor der Regelwert Uberhaupt erreicht wurde. Dieser Effekt ist natirlich umso starker
ausgepragt, je schneller die Dissoziationsreaktion ablauft. Wurden die maximale und/oder die
minimale Dosierrate allerdings zu grof? und der Regelbereich zu klein gewahlt, kann es zu einer
Uberregelung durch die Routine kommen. In diesem Fall wird schneller Séure zugegeben als
die pH-Elektrode auf die Anderung der Protonenkonzentration reagieren kann. Wenn es erst
einmal zur Uberregelung gekommen ist, ist der pH-stat so lange nicht mehr in der Lage Séure
zuzugeben, bis das Potential durch den nattrlichen Ablauf der Dissoziation wieder unter den
Regel-pH absinkt. In beiden Féllen entsteht ein Zeitfenster, in dem die Reaktion wahrend eines
pH-stat Experiments sozusagen unsichtbar ablauft. Aus diesen Grinden ist es oft ratsam, die
Reaktion mit einer Menge an konzentrierter Séure zu starten, die gerade grof3 genug ist, um
einige mV unterhalb des Regelpotentials zu landen und nur die restlichen mV durch die Routine
hinzufligen zu lassen, da hier im Prinzip nur die minimale Dosierrate einen Einfluss auf die
Dauer bis zum Erreichen des Regelpotentials hat. Diese lasst sich dartiber hinaus sehr genau
einstellen, weshalb auch der Regelwert Ublicherweise exakt und innerhalb weniger Sekunden
erreicht wird. Zusétzlich wird so die anfangs erwéhnte Verdinnung vermieden, da von der kon-
zentrierten Sdure meist deutlich weniger als 0.7 ml ausreichen, um den gewinschten pH zu

erreichen.

Im Gegensatz zur Studie von Brehm[™! wurde versucht, das gesamte Reaktionsgeschehen oder
wenigstens ein bis zwei Halbwertszeiten ti> zu verfolgen und nicht nur den linearen Anfangs-

bereich. Der Saureverbrauch wahrend der Reaktion wurde als Funktion der Zeit registriert.
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Dabei muss sich die Methode einigen Einschrdnkungen unterwerfen:

(a) Die MessgroRe der Methode stellt die Anderung des pH-Wertes in Abhéngigkeit des Proto-
nenverbrauchs durch Protonierung des Liganden und damit das zugegebene VVolumen zum Aus-
gleich dieser Anderung dar. Fiir die Auswertung der Daten ist die Annahme essenziell und auch
nachvollziehbar, dass der Protonenverbrauch erst durch Protonierung des Liganden am Ende
der Reaktionskette erfolgt (Abbildung 6 und Abbildung 7). Nur in diesem Fall ist es mdglich,
den Protonenverbrauch direkt mit der Gadoliniumfreisetzung zu korrelieren. Auflerdem ist es
unter diesen Umstanden unumgéanglich, die pKs-Werte des freigesetzten Liganden HyL im un-
tersuchten pH-Bereich genau zu kennen. Aus diesen wird schlieBlich der mittlere Protonie-
rungsgrad des Liganden p; bei einhundertprozentiger Dissoziation berechnet. Weiterhin setzt
das Modell ebenfalls die Kenntnis méglicherweise auftretender protonierter Komplexspezies
Gd(HxL) und deren pKs-Werte voraus. Denn auch diese beeinflussen den Protonierungsgrad
des Gesamtsystems (Preq; = P — Px)- Liegt der Komplex bereits nach der anfanglichen Zu-
gabe konzentrierter Sdure ein- oder zweifach protoniert vor, so verringert sich dadurch die ma-
ximal bendtigte Sduremenge um genau diese Anzahl an Protonen (Kapitel 2.2 c) bis d)). Die
Bestimmung dieser Protonierungskonstanten ist jedoch aulerst schwierig, weil die log K-Werte
circa bei 1 und sogar noch deutlich tiefer liegen kdnnen. Aus der schwierigen Bestimmbarkeit
ergibt sich flr die Konstanten eine relativ grof3e Unsicherheit. Der Fehler, welcher bei Ihrer

Berlcksichtigung entsteht, ist unvorhersehbar grof.

(b) Der pH-Bereich, in dem mit Hilfe von pH-stat Messungen die Dissoziationsreaktion unter-
sucht werden kann, wird von mehreren Faktoren eingeschrankt. Zum einen wird es im sauren
Bereich immer schwieriger korrekte oder Giberhaupt pKs-Werte des Linganden oder der Kom-
plexe zu messen. Da sich die freigesetzte Gadoliniummenge allerdings nur berechnen I&sst,
wenn der maximale Protonenverbrauch (ergibt sich aus dem mittleren Protonierungsgrad) be-
kannt ist, ergeben sich umso groliere Fehler, je niedriger der untersuchte pH wird. Zum anderen
wird der pH-Bereich nach unten durch die spezifischen Erfordernisse der Methode an sich be-
schrankt. Je tiefer der pH, desto hoher ist die Protonenkonzentration in der Probenldsung. Damit
eine gut messbare pH-Anderung wahrend der Reaktion detektiert werden kann, muss die Kom-
plexkonzentration entsprechend hoch sein. Die Anderung des pH sollte dabei nicht wesentlich

kleiner sein als die durch den konstanten pH vorgegebene Saurekonzentration.
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Dieser Sachverhalt ldsst sich sehr einfach am Beispiel von Dotarem® veranschaulichen. Wer-
den 70 mm des Komplexes Gd(dota) unter den allgemeinen experimentellen Bedingungen die-
ser Dissertation bei einem konstanten pH von 1.0 zur Dissoziation gebracht, so liegt der Ligand

im thermodynamischen Gleichgewicht circa sechsfach protoniert vor.

LHy |
Abbildung 14: Schematische Darstellung

=, des Verlaufs von p; (schwarz gepunktet) am
E: Beispiel einer 0.07 m dota* Ldsung (1.0 M
5 TMACI). Das mit HySS2009 berechnete Ver-
5‘ teilungsdiagramm ist zusatzlich in bunt dar-
|

gestellt. Die zugrundeliegenden pKs-Werte

Mittlerer Protonierungsgrad

W | sind in Tabelle 2 dokumentiert.

Bei vollstandiger Komplexdissoziation kann der Ligand also 420 mm H* aufnehmen. Die durch
den konstant vorgegebenen pH erzeugte Protonenkonzentration in Losung betrégt allerdings
nur 100 mm. Nun muss allerdings noch beriicksichtigt werden, dass die Freisetzung des Ligan-
den ein zeitlicher Prozess ist. Die ti» der hier betrachteten Reaktion betragt 32.8 h. In dieser
Zeit werden 35 mm Ligand freigesetzt und dementsprechend 210 mm H* verbraucht. Das ent-
spricht einem Protonenverbrauch von 6.4 mmol-I"*-h™ und einem ApH von 0.03. Dieses ApH
mag auf den ersten Blick sehr klein erscheinen, es muss jedoch weiterhin bedacht werden, dass
die Freisetzung des Liganden einer Exponentialfunktion folgt. Die pH-Anderung verhilt sich
hierzu proportional und ist deshalb zu Beginn der Reaktion deutlich gréRer als gegen Ende.
Aulerdem liegt die Messgenauigkeit einer herkdbmmlichen pH-Glaselektrode bei +0.01 pH-
Einheiten, weshalb diese immer noch deutlich tberschritten wird. Aus diesen Umsténden re-
sultiert allerdings ein entscheidender Nachteil der Methode fiir die pH-metrische Verfolgung
besonders langsamer Reaktionen. Allgemein lasst sich festhalten, dass die pH-Anderung umso
Kleiner wird, je weiter die Reaktion fortgeschritten ist. SchlieBlich wird irgendwann die Mes-
sung von ApH beliebig ungenau und eine Auswertung des vollstandigen Rektionsverlaufs wird

dadurch fragwiirdig.
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Die obere pH-Grenze wird zusatzlich durch die Stabilitat der Gadoliniumchelate bestimmt. Den
Endpunkt jeder dieser Messungen stellt das thermodynamische Gleichgewicht (2) dar, welches
sich zwischen GdL, Gd** und L einstellt. Bei sehr niedrigen pH-Werten liegt dieses Gleichge-
wicht eindeutig und nahezu zu 100 % auf der Seite der dissoziierten Komponenten. Je weiter
der pH ansteigt, desto mehr verschiebt es sich auf die Seite des Komplexes GdL (Abbildung
15).

< 80 — Gd’*

= — GdL Abbildung 15: Mit HySS2009 simuliertes Ver-
g —— Gd(HL)

EQ 60 - —— Gd(H,L) teilungsdiagramm auf Basis des Teilchenmo-
SN dells aus Tabelle 2 fiur den Komplex Gd(dota)
E» 40 1 (Dotarem®). 1 M TMACI, [Gd]; = [L]; = 0.07 m.
>

E 20 -

0 1,0 L5 20 25 30 35 40

pH
Je geringer aber die maximal freisetzbare Menge an Gd** respektive Ligand ausfillt, desto klei-
ner fallt auch die messhare pH-Anderung aus, da geringere Mengen Ligand auch einen gerin-
geren Protonenumsatz zur Folge haben. Zusétzlich sinkt mit steigendem pH der mittlere Proto-
nierungsgrad, was ebenfalls zu einer Verringerung von ApH fiihrt. Die Erniedrigung von ApH
ist dabei allerdings immer relativ zu der Verringerung der durch den Regel-pH vorgegebenen

Protononenkonzentration in Losung zu sehen.

(c) Die Verfolgbarkeit der Dissoziationsreaktion ist durch die Ansprechzeit der pH-Glaselekt-
rode und damit verbunden die Geschwindigkeit der Dosierung limitiert. Bei der Untersuchung
sehr schneller Reaktionen (labile Komplexe der offenkettigen Liganden) mussen deshalb die
Ausfuhrungen tber die Art der anfanglichen Einstellung des Regel-pH am Anfang des Kapitels
streng bertcksichtigt werden. Wiirde in diesen Féllen die Einstellung des Regelwerts zu Beginn
der Messung mit Hilfe der pH-stat Routine durchgefihrt, kdme es zu einem entscheidenden
Problem, welches die Verfolgung solcher Reaktionen auf diesem Weg unmdglich macht. Die
Zeit zur Einstellung des Regel-pH, ausgehend von der neutralen Kontrastmittellésung, dauert
dann so lange, dass die Dissoziationsreaktion bereits vollstandig abgelaufen ist, bevor der ei-
gentliche Regelwert erreicht ist.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION SEITE 50

Dies ist leicht zu verstehen, da die Dissoziation im Prinzip sofort einsetzt, sobald der Lésung
Sdure zugesetzt wird. Nun verbraucht der freigesetzte Ligand aber direkt Protonen und erhéht
den gemessenen pH, weshalb die Routine weiterhin Saure zugibt um diese Anderung auszu-
gleichen. Da der Prozess der Dissoziation bei dieser Substanzklasse aber innerhalb weniger
Sekunden (< 5 s bei pH 1.0 und 25 °C)B8 abliuft, ist die pH-Elektrode nicht in der Lage, ein
Gleichgewichtspotential und damit den korrekten pH zu messen. In diesem Zusammenhang ist
es allerdings auch nicht ausreichend den Regel-pH zu Anfang mit konzentrierter Sdure einzu-

stellen. Die Reaktion ist dann immer noch zu schnell fir die Elektrode.

2.3.2. Komplexe offenkettiger Liganden

Stellvertretend fir die wesentlich labileren offenkettigen Derivate wurde das Kontrastmittel
Magnevist® (dtpa®) unter exakt den gleichen Bedingungen wie zuvor untersucht. Die ver-
gleichsweise langsamen pH-metrischen Messungen wurden bei einer Temperatur von 0 °C
+ 0.1 °C durchgefihrt, um die Reaktionsgeschwindigkeit auf ein verfolgbares Niveau herabzu-
setzen. Trotz der Bemiihungen, die Reaktionsgeschwindigkeit ausreichend zu verlangsamen,
blieb dieses Vorhaben wegen der immer noch sehr schnellen Komplexdissoziation erfolglos.
Bereits ab dem ersten Messpunkt wurde keine signifikante Volumenzugabe mehr detektiert.
Dieser Befund wurde so interpretiert, dass die Reaktion bereits vollstandig abgelaufen war und
der freigesetzte Ligand schon wahrend der Einstellung des Regel-pH mit Protonen gesattigt
wurde. Da die anderen offenkettigen Vertreter entweder tber die gleiche Art und Anzahl an
Donoratomen oder sogar Uber schwacher koordinierende Donorgruppen (Amide) verflgen als
dtpa™ ist anzunehmen, dass deren Gd(I11)-Komplexe ahnlich schnell oder gar schneller zerfal-
len. Zusétzlich wird die Untersuchung der anderen Verbindungen dadurch erschwert, dass sich
das thermodynamische Gleichgewicht bereits bei noch niedrigeren pH-Werten als es bei den
Makrozyklen der Fall ist, Giberwiegend auf der Seite des Komplexes befindet. Dementsprechend
gering wird der Protonenverbrauch und damit ApH wihrend der Dissoziation ausfallen. Es kann
geschlussfolgert werden, dass alle Kontrastmittel mit offenkettigen Liganden im Bereich
1.0 <pH < 2.5 selbst bei 0 °C zu rasch fur die pH-stat Methode zerfallen.
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2.3.3. Komplexe makrozyklischer Liganden

Zunachst wurden die drei makrozyklischen Komplexe Prohance® (Gd(hp-do3a)), Gadovist®
(Gd(bt-do3a)) und Dotarem® (Gd(dota)) mit Hilfe der Methode der Anfangsgeschwindigkeiten
untersucht. Diese Methode ermdglicht die Bestimmung der Reaktionsordnung unter den ver-
wendeten Bedingungen. Es mag zwar sein, dass die generelle Reaktionsfiihrung fiir eine Reak-
tion pseudo 1. Ordnung spricht, es wurden jedoch auch Griinde genannt (z. B. Reversibilitat),
die zu Abweichungen von der erwarteten Kinetik fihren kdnnen. Deshalb ist es sehr hilfreich,
mit Hilfe der Anfangsgeschwindigkeiten zu berpriifen, ob und wie weit die Reaktion tatsach-

lich pseudo 1. Ordnung verlauft.

Um die Reaktionsordnung in Bezug auf den Reaktionspartner GdL zu bestimmen, kann die
Abhangigkeit der Anfangsgeschwindigkeit von der Ausgangskonzentration [GdL]o ausgenutzt
werden.® Durch die Reaktionsfiihrung ([H*] = konst.) kann der Einfluss der Konzentration
dieses Reaktionspartners bei der Komplexdissoziation nach (18) vernachlassigt werden. Die

Reaktionsgleichung vereinfach sich dann zu (31).

GdL - Gd** + H,L (31)

Damit ist das Geschwindigkeitsgesetz der Reaktion durch Gleichung (32) gegeben, wobei a die
Ordnung der Reaktion in GdL angibt:

v = k- [GdL]® (32)

Zu Beginn der Reaktion, also solange der Umsatz noch relativ klein ist, kann die Anfangsge-

schwindigkeit vo durch (33) ausgedriickt werden.

vo = k - [GdL]& (33)

Diese Anfangsgeschwindigkeit lasst sich im konkreten Fall der pH-stat Methode aus der Auf-
tragung des wahrend der ersten 10 % der Reaktion zugegeben VVolumens gegen die Zeit bestim-
men. Auch hierfir ergibt sich ein linearer Zusammenhang und die Steigung der Geraden liefert
direkt die Anfangsgeschwindigkeit. Durch Logarithmieren des Ausdrucks (33) ergibt sich Glei-
chung (34).
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Diese hat die allgemeine Form einer Geradengleichung (y = n + mx) und zeigt, dass sich die
Reaktionsordnung a in GdL aus der Steigung der Geraden, die sich aus der doppelt logarithmi-
schen Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit vo gegen die Anfangskonzentration [GdL]o

ergibt, ermitteln l&sst.

logvy =logk + a-log[GdL], (34)

Betrégt die Steigung 1, so gilt es als gesichert, dass zumindest fur kleine Umséatze eine Reaktion
pseudo 1. Ordnung vorliegt. Einfliisse durch die Reversibilitat der Reaktion kénnen dann in
diesem Bereich selbstverstandlich vernachldssigt werden. Es sollte dabei beachtet werden, dass
die Reaktion hdchstens zu etwa 10 % ablaufen sollte, damit eine genligende Genauigkeit bei

der Auswertung der experimentellen Daten erzielt wird. %]

Mit Hilfe der Methode konnte bestétigt werden, dass die Auswertung nach einer Kinetik pseudo
1. Ordnung fir alle drei Komplexe im Bereich 1.0 < pH < 2.5 gerechtfertigt ist. Die Ergebnisse
der Methode der Anfangsgeschwindigkeiten und die Einschrankungen, die sich daraus fur den
jeweiligen Komplex ergeben, werden in den folgenden Kapiteln zu den einzelnen Verbindun-

gen genauer erlautert und diskutiert.

Mit dem Ziel, den Konzentrationsverlauf von GdL und Gd** mdglichst exakt iiber die gesamte
Reaktionsdauer zu modellieren, wurde ein Least-Squares-Verfahren entwickelt, mit dem die
Geschwindigkeitskonstante der Reaktion GdL — Gd®*" + HyL unter Vernachlissigung der Re-
versibilitat quantitativ bestimmt werden kann. Grundlage des Modells bildet eine Kinetik erster
Ordnung. Das integrierte Geschwindigkeitsgesetz lautet im konkreten Fall der GdL Dissozia-

tion:

[GAL] = [GdL],e Fobs't (35)

Da das direkte Ergebnis der pH-Anderung wahrend der Messung das Ausgleichsvolumen ist,
um einen konstanten pH aufrecht zu erhalten, muss nun ein Zusammenhang zwischen dem zu-
gegebenen Volumen und der freigesetzten Konzentration an Gd®* gefunden werden. Hierzu ist
es zunichst nétig, den Konzentrationsverlauf von Gd** in Anlehnung an (35) zu beschreiben.

Bei einer Reaktion 1. Ordnung muss fiir die Konzentration [Gd®*"] Gleichung (36) gelten.

[Gd3*] = [GdL], — [GdL] (36)
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Durch Einsetzen von (35) in (36) wird schlieRlich Ausdruck (37) fir die freie Gadoliniumkon-

zentration erhalten.

[Gd®*] = [GdL], - (1 — e7kors't) 37)

Ohne nun eine notwendige Annahme zu machen, ist es nicht moglich, aus diesem Ausdruck auf
das Volumen zu schliel3en, das notig ware, um eine beliebige Menge an Gadolinium freizuset-
zen. Die Annahme fiir ein 1:1 Verhaltnis zwischen Gd** und Ligand lautet dann, dass zu jedem
Zeitpunkt t [HyL] = [Gd®*"] sein muss. Dies impliziert, dass die Protonenaufnahme durch den
Liganden im Prinzip erst am Ende der Reaktionskaskade (Abbildung 7) stattfinden darf (Kapitel
2.2). Das Gleichgewicht zwischen freiem, vollstandig deprotoniertem Liganden LY- und seinen
protonierten Spezies HyL wird dabei als so schnell angenommen, dass sein Beitrag zur Reakti-
onsgeschwindigkeit vernachléssigbar klein ist. Dies ist gerechtfertigt, da Protonierungsreaktio-
nen bekanntermafen sehr schnell ablaufen. Aus der Annahme ergibt sich dann, dass die Kon-
zentration [Gd®*"] in Gleichung (37) durch [HyL] ersetzt werden kann (38).

[H,L] = [GdL], - (1 — e~*obs't) (38)

Um von Ausdruck (38) direkt auf die bendtigte Menge an Séaure (n M HX, X = CI", CH3SO3)
schliellen zu konnen, die der pH-stat zugeben misste, um den Protonenverbrauch durch den
Liganden auszugleichen, ist die Berlicksichtigung des bereits mehrfach erwéahnten Protonie-
rungsgrades p;, (23) notwendig (Kapitel 2.2 c)). Die bendtigte Protonenkonzentration l&sst sich
durch Multiplikation von (23) mit (38) berechnen. Es ergibt sich Gleichung (39) fur die theo-

retisch berechnete Protonenkonzentration.

[H*] = [GdL]o - (1 —e~kors®) - (39)

Das theoretisch bendtigte Saurevolumen V(HX)carc. berechnet sich dann unter Berlcksichtigung

des initialen Volumens Vo (50 ml) nach Gleichung (40).

[GdL], - (1 — e Fovs't) - p, -V,
[HX]

V(HX) cate. = (40)
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Da V(HX)carc. eine direkte Abhéangigkeit von kobs aufweist, lasst sich die Geschwindigkeits-
konstante durch eine Ausgleichsrechnung bestimmen. Dazu muss die Summe aller Residuen
zwischen theoretisch berechnetem und tatséchlich gemessenem Volumen durch Variation von

kobs mit Hilfe eines Algorithmus minimiert werden.
2 .
Z{V(Hx)calc. - V(HX)gemessen} = Minimum (41)

Zur Anwendung kommt hier der Generalized Reduced Gradient (GRG2)[ mit dem Microsoft
Excel Solver (Microsoft, Frontline Systems und Optimal Methods, USA). Mit Hilfe der so er-
haltenen Geschwindigkeitskonstante lassen sich dann die Konzentrationsverlaufe von Gd®** und
GdL nach (35) und (36) berechnen.

Da das Modell die anfangliche Protonierung des Komplexes zu GdHL und GdH-L nicht be-
ricksichtigt, ist es auch nicht vollstandig. Es wurde allerdings bereits geklart, dass die Bestim-
mung der beiden Protonierungskonstanten Ky und K> mit einem relativ grof3en Fehler behaftet
ist, weshalb das Modell durch ihre Berlicksichtigung nicht zwangsléufig verbessert wird. Zu-
dem spielen die beiden Konstanten vor allem nur bei sehr sauren pH-Werten (~ pH 1.0) eine
signifikante Rolle. Dennoch wird bei der Auswertung der Daten zumindest die etwas weniger
saure Protonierung (GdL — GdHL) beriicksichtigt und mit dem urspringlichen Modell ohne
protonierte Komplexspezies verglichen. Im Falle der Komplexprotonierung muss lediglich p;,
in den Gleichungen (39) und (40) durch den ,,realen* Protonierungsgrad (Differenz aus den
mittleren Protonierungsgraden von Ligand p; und Komplex py) ersetzt werden. Die VVolumen-
zugabe berechnet sich dann nach Gleichung (42).
[GdL]y - (1 — e Fovst) - (b, — i) " Vg

VHCD cqic. = [HX] (42)

Diese beiden Modelle zur Berechnung des zugegebenen Saurevolumens lassen sich allerdings
nur anwenden, solange es zu keiner signifikanten Abweichung vom erwarteten Verlauf einer
Reaktion pseudo 1. Ordnung kommt (Reversibilitat). Wie in den folgenden Kapiteln gezeigt
wird, ist die Abweichung jedoch bei hoheren pH-Werten nicht mehr vernachléssigbar. Um in
diesen Féllen dennoch eine Geschwindigkeitskonstante bestimmen zu kénnen, wird kops dort

lediglich durch einen Fit Gber den linearen Anfangsbereich ermittelt.
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Dieses Verfahren ist zul&ssig, da insbesondere die Steigung der Tangente an den Konzentrati-
onsverlauf von GdL bei ausreichend kleinen Umsdtzen fir unterschiedliche Verhéltnisse von
Knin zU Krick den gleichen Wert annimmt (Kapitel 2.2 e), Abbildung 13). In diesem Zusammen-
hang erhebt sich allerdings die Frage, ob sich kin und Krack durch Fit des gesamten Reaktions-
verlaufs bestimmen lassen. Es wird die Reaktion GdL < Gd** betrachtet, damit das Problem
mathematisch einfacher handhabbar bleibt. Am qualitativen Kurvenverlauf andert dies jedoch
nichts. Ganz analog zu den obigen Ausfiihrungen kdnnen die benétigten Grofien nach den Glei-
chungen (43) bis (45) berechnet und die Geschwindigkeitskonstanten anschlieBend durch Mi-

nimierung der Summe der Residuen erhalten werden.

krick + Kiin - e~ Ruintkrick)t

[GdL] =
kHin + kR(jck

. . -e~(KHin*kRick)t
[GdL]O . (1 _ {kRuck"'ka e \'H Rick }) 9. Vo

V(HCDcac. = TR (44)
[GdL], = _ kriae [GdL]
® kyin + Krick 0 (45)

[GdL] beschreibt die Konzentration auf die [GdL] wahrend der Dissoziation maximal absin-
ken kann, bis der Gleichgewichtszustand erreicht ist. Da die Reversibilitat der Reaktion ohnehin
erst ab pH > 2.0 eine signifikante Rolle zu spielen beginnt, werden in diesem Fall die fehlerbe-

hafteten Protonierungskonstanten K und K> des Komplexes vernachlassigt.

Die Uberpriifung der Richtigkeit der Modelle ist leider nicht trivial. Es kann jedoch zumindest
im Falle der Reaktion pseudo 1. Ordnung ein allgemeingultiger Vergleich auf Basis der Linea-
risierbarkeit einer solchen Reaktion und den Berechnungen von Brehm[™® angestellt werden.
Zum einen sollte eine simple logarithmische Auftragung des prozentualen VVolumenverbrauchs
gegen die Zeit (In(100 — V[%]) berechenbar aus p,) eine Gerade ergeben, deren Steigung die
Geschwindigkeitskonstante kops ergibt. Die Gerade beschreibt dabei nichts anderes als die Kon-
zentrationsabnahme von GdL in Abh&ngigkeit des zugegebenen VVolumens. Weiterhin kann die

Konstante direkt aus der Anfangsgeschwindigkeit nach Gleichung (24) berechnet werden.
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Stimmen die Ergebnisse dieser beiden Varianten gut mit dem Ergebnis des theoretischen Mo-
dells Uberein, so ist dies ein starkes Indiz fur seine Richtigkeit, zumindest im linearen Bereich
flr kleine Umsétze. Um fur den generierten Datensatz eine gewisse statistische Sicherheit ge-

wahrleisten zu kénnen, wurden alle Messungen in der Regel zweimal durchgefuhrt.

Da die Langzeitstabilitat der pH-Elektrode nicht tberfordert werden sollte, fanden die Experi-
mente bei 37 °C statt. Die erhdhte Reaktionsgeschwindigkeit (im Vergleich zu Messungen bei
25 °C) sollte in Kombination mit der relativ hohen Komplexkonzentration von 70 mm zu einer
gut messbaren pH-Anderung fiihren. Fehler durch Messungenauigkeiten sollten auf diese
Weise minimiert werden. Zudem wurde die Stabilitat der Elektrode in einem Langzeitexperi-
ment Uberprift. Hierzu wurde das gemessene Potential in einer wassrigen Losung bei pH 2.0
fir 48 h verfolgt. Innerhalb dieses Zeitraums lag die Potentialschwankung bei + 0.2 mV, was
in etwa einer pH-Anderung von 0.004 pH-Einheiten entsprache. Unter Beriicksichtigung der
Messgenauigkeit einer pH-Elektrode (x£0.01 pH) darf diese Schwankung definitiv vernachlas-
sigt werden. Des Weiteren wurde die Elektrode vor und nach jeder Messung zur Uberpriifung

des Standardelektrodenpotentials kalibriert.
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2.3.3.1. Gd(hp-do3a); Prohance®

Das Kontrastmittel Prohance®wird von Bracco Imaging

@) O] /_< vertrieben. Es z&hlt zu den makrozyklischen Komplexen
T \\‘/_/ \ //OH und besteht aus dem Liganden hp-do3a®. Dieser wurde
N< :\ / gﬁ vom 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetra-

k /,31951\\\1\1 acetat durch Substitution eines Acetatrests durch einen

_///\ ’IJ\( 2-Hydroxypropylrest abgeleitet. Der Ligand koordiniert

O N \\O' 0 achtzahnig Uber vier Stickstoffatome, drei Car-

boxylatsauerstoffatome und einen Alkoholsauerstoff an

Gd**. Die verbleibende neunte Koordinationsstelle wird
von einem Wassermolekdl besetzt. Der gebildete Komplex ist elektrisch neutral und verfigt
Uber acht stabile Chelatfiinfringe (N-Gd-N und N-Gd-O). Unter den makrozyklischen Komple-
xen ist die Verbindung kinetisch am labilsten. Was die thermodynamische Stabilitat angeht, ist
der Komplex mit Gd(bt-do3a) vergleichbar und unterliegt dem ionischen Gd(dota)™ in etwa um
den Faktor 10%,

(a) Methode der Anfangsgeschwindigkeit:

Die Theorie der Methode und ihr Zweck wurden im vorherigen Kapitel diskutiert. Mit der Me-
thode koénnen nur dann optimale Ergebnisse erzielt werden, wenn die Experimente bei einem
definierten pH, welcher innerhalb des untersuchten pH-Bereichs (1.0 < pH < 2.5) liegt, durch-
gefiihrt werden. Dieser pH sollte dabei allerdings als Erfahrungswert aufgefasst werden. Er
sollte grundsatzlich so gewahlt werden, dass die Reaktionsgeschwindigkeit schnell genug ist,
um eine signifikante pH-Anderung hervorzurufen, aber langsam genug, um am Anfang beim
Einstellen des Regel-pH keine Informationen Uber die ablaufende Reaktion zu verlieren. Fir
das Kontrastmittel Prohance® hat sich pH 2.0 als guter Regel-pH erwiesen. Hier liegt die Halb-
wertszeit bei etwa 12 h, weshalb sich das Experiment relativ schnell durchfiihren l&sst. Es sollen
schlieBlich nur sehr kleine Umsatze bericksichtigt werden und dementsprechend gering fallt
auch die notige Messdauer aus. Da die Anfangsgeschwindigkeit und die Anfangskonzentration
bei einer Reaktion erster Ordnung proportional zueinander sind, kann fr eine Verdopplung der
Anfangskonzentration auch eine Verdopplung der Anfangsgeschwindigkeit erwartet werden.
Die Anfangskonzentration lag deshalb in einem Bereich von 0.05 M < [GdL]o < 0.3 M.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION SEITE 58

Die tatséchliche Ausgangskonzentration der spateren Experimente zur Bestimmung der Ge-
schwindigkeitskonstanten liegt so zwar am unteren Ende der linearen Funktion, eine weitere
Verringerung der Ausgangskonzentration unterhalb von 0.05 m wurde allerdings wegen des zu
geringen ApH wenig Sinn machen. Das auf 37 °C temperierte, gerlihrte Kontrastmittel (konti-
nuierliche Temperaturmessung) wurde zur Einstellung des Regel-pH rasch mit konzentrierter
Salzsdure versetzt. Nach einer Mischzeit von einer Minute wurde das Regelpotential genau
durch die pH-stat Routine mit 1.0 m HCI eingestellt und die Messung sofort gestartet. Alle
Messungen nach dieser Methode enthielten 1.0 M TMACI als Hintergrundmedium. Die Mess-
dauer betrug flr dieses Experiment maximal zwei Halbwertszeiten, die Auswertung erfolgte
aber immer nur jeweils bis ca. 10 % Umsatz. Das Sédurevolumen, das fiir einen zehnprozentigen
Umsatz notwendig ist (Vi0%), l&sst sich wiederum aus dem mittleren Protonierungsgrad des
freien Liganden p;, (23) nach Gleichung (46) berechnen.
p. - [GdL]o - Vo

VlO% = [HX] -0.1 (46)

Tabelle 6: Experimentelle Parameter der pH-stat Titrationen zur Bestimmung der Reaktionsordnung der Dissozi-

ation von Prohance® bei pH 2.0.

Kontrastmittel, Komplex Prohance®, Gd(hp-do3a)
Methode potentiometrische Titration (pH-stat)
Titrationstyp kontinuierlich
Inertelektrolyt TMACI (1.0 M)
Temperatur 37+0.1°C
Anzahl der Messungen 6 (1.0 m HCI)
[GdL]o 0.05M-0.3mMm
[H*], Regel-pH 102 ™, pH=2.0
Regelbereich? 20 mV
Maximale / minimale Dosierrate 1 ml-mint/ 10 pl-min’?
Anzahl der Messpunkte 144

Abstand zwischen Messpunkten 10 min
Messdauer 24 h

! Der Regelbereich sowie die maximale und minimale Dosierrate sind nur fiir das Einstellen des Regel-pH von
Bedeutung.
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2,5+

2,0- Abbildung 16: Linearer Fit (rote Linie) zur Be-
_ stimmung der Anfangsgeschwindigkeit des Sau-
E1,5 reverbrauchs Rops in ml-h™! aus der Auftragung
§ des zugegebenen Saurevolumens gegen die Zeit
;g 1,0 (schwarze Punkte). pH = 2.0, p; =4.38, 1.0 ™M

TMACI, [Gd(hp-do3a)]o = 100 mm, R? = 0.999,
01 Robs = 1.23 ml-hL,
0,0 r T r T r T r ,
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Zeit [h]

Abbildung 16 zeigt exemplarisch den Gang der Datenauswertung an einer 0.1 M Prohance®
Losung in 1.0 M TMACI. Die Steigung des linearen Fits an die Auftragung des zugegebenen
Séurevolumens gegen die Zeit liefert direkt die Anfangsgeschwindigkeit des Sdaureverbrauchs
Robs in ml-ht. Alle Fits zur Bestimmung von Robs zeigen stets ausgezeichnete Linearitat. Es sei
darauf hingewiesen, dass Rops zundchst in die Dissoziationsrate Rq (47) des jeweiligen Kom-
plexes in mol-I"t-s™* umgerechnet werden muss. Rq darf mit vo aus (34) gleichgesetzt werden.

d[GdL] 1 [HX]

Ry=-— = —Rpps " — 47
d dt ﬁL Obs VO ( )

Die Berechnung der Geschwindigkeitskonstante kops erfolgt dann, wie bereits erlautert, nach
Gleichung (24). Die Ergebnisse der Methode der Anfangsgeschwindigkeiten fur das Kontrast-
mittel Prohance® sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Das Ergebnis der doppelt logarithmi-
schen Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit der Komplexdissoziation Rq vs. die Anfangs-
konzentration [GdL]o ist in Abbildung 17 dargestellt. Fir alle folgenden Abbildungen dieser
Art ist zu beachten, dass die Logartihmen jeweils mit -1 multipliziert wurden, um eine Steigung
mit positivem Vorzeichen zu erhalten. Das Logarithmieren von Rq und [GdL]o erfordert wei-
terhin deren Dimensionslosigkeit. Formal richtig ist es demnach die Dimensionslosigkeit der
Grolen zu erzwingen. Realisieren I&sst sich dies, indem die jeweilige Grof3e durch das Produkt
1-[Einheit der Grofe] dividiert wird. Es ist also durchaus legitim die Einheiten bei der doppelt
logarithmischen Auftragung weg zu lassen. Werden diese dennoch in eckigen Klammern ange-
geben, so werden sie natirlich nicht logarithmiert. Sie sollen in diesem Fall lediglich fur Klar-

heit sorgen und beziehen sich dann auf die urspriingliche Grolie.
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Tabelle 7: Ergebnisse der Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit des Saureverbrauchs Rops und der Dissozia-

tionsrate Rq des Kontrastmittels Prohance® bei pH 2.0.

[GdL]o Robs R? Rd = Vo Kobs tir2

[mol-17] [ml-h™] [mol-I?-s] [1/s] [h]
0.05 0.57 0.998 7.17-107 1.43-10° 13.46
0.075 1.02 1.000 1.29-10°° 1.73-10° 11.13
0.1 1.23 0.999 1.56-10° 1.56-10° 12.34
0.15 2.01 0.999 2.55-10° 1.70-10° 11.33
0.2 2.68 0.998 3.40-10° 1.70-10° 11.33
0.3 3.87 0.998 4.91-10° 1.64-10° 11.74

R? beschreibt das BestimmtheitsmaR der linearen Regression und zeigt in diesem Fall sehr deutlich, dass die Mess-

werte kaum streuen.

5,2 v T )

Abbildung 17: Ermittlung der Reaktionsord-

nung a durch doppelt logarithmische Auftra-

gung der anfanglichen Dissoziationsrate Rg

(~ 10 % Umsatz) gegen die Anfangskonzentra-

tion [GdL]o. a ergibt sich aus der Steigung der in

Rot dargestellten linearen Regression. pH = 2.0,
1 M TMACI, 0.05 M bis 0.3 M Prohance®,

0,4 0,6 0,8 1,0
log [GdL],

1,2

1,4

,  a=1.06,R?=0.991.

Aus der Steigung der linearen Regression dieser Auftragung lasst sich direkt die Reaktionsord-

nung a ableiten. Da a einen Wert von 1.06 annimmt, darf eine Reaktion pseudo 1. Ordnung zur

Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante kobs verwendet werden. Strenggenommen ist

diese Aussage nur fiir den untersuchten pH von 2.0 und die ersten 10 % des Reaktionsumsatzes

gultig, es ist jedoch nicht sehr wahrscheinlich, dass sich die Reaktionsordnung bei den anderen

pH-Werten andert. Eine Anderung des Mechanismus und damit der Ordnung in Abhangigkeit

des pH ist jedoch nicht ganzlich auszuschliel3en, sie wiirde jedoch bei der Art der Auswertung

direkt durch starke Abweichungen von Fit und Messkurve auffallen. Fur den Fall, dass es schon

vor dem Erreichen von 10 % Umsatz zu Abweichungen von einer Reaktion erster Ordnung

kommt, wurden mit der pH-stat Routine immer gentigend viele Datenpunkte generiert, um auch

flir geringere Umsétze noch einen recht umfangreichen Datensatz zur Verfiigung zu haben.
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Ein weiteres sehr interessantes Resultat lasst sich flir die Reproduzierbarkeit der pH-stat Mes-
sungen ableiten. Im Prinzip wurden hier sechs Messungen unter exakt den gleichen Bedingun-
gen durchgefuhrt. Lediglich die Anfangskonzentration wurde variiert. Da hier aber nachweis-
lich eine Reaktion erster Ordnung vorliegt, hat diese Variation keinen Einfluss auf die Ge-
schwindigkeitskonstante kons. Aus den Daten l&sst sich fir pH 2.0 eine mittlere Halbwertszeit
von 11.90 + 0.79 h ableiten. Die Standardabweichung betrégt also lediglich 6.7 %, was flr eine
relativ gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse spricht. Die einzige wirklich groRere Abwei-
chung der t1/2 ergibt sich bei einer Konzentration von 0.05 m [GdL]o. Dort weichen Mittelwert
und Messwert um circa 12 % voneinander ab. Der hohere Fehler ergibt sich aus der bereits
besprochenen Limitierung der Methode durch die Messgenauigkeit der pH-Elektrode. Je nied-
riger die Komplexkonzentration, desto geringer fallt ApH aus und desto stirker wirkt sich die
Elektrodengenauigkeit auf das Messergebnis aus. Aus diesem Grund wurden die finalen Mes-
sungen zur Bestimmung von kobs bei einer Komplexkonzentration von 70 mm stets doppelt
ausgefihrt. Selbstverstandlich darf dieses Ergebnis nur als Indiz fir eine gute Reproduzierbar-
keit aufgefasst werden. Es ist offensichtlich, dass die Messgenauigkeit stark von der Protonen-
konzentration in Losung abhangt, weshalb diese je nach pH variieren kann. Bei relativ hohen
Protonenkonzentrationen (pH < 1.5) muss auch die zeitliche pH-Anderung wahrend der Reak-
tion ausreichend grof3 sein, damit die Messgenauigkeit der Elektrode nicht tberfordert wird.
Bei hoheren pH-Werten spielt die Protonenkonzentration der Losung eine geringere Rolle.
Diese Tatsache kann jedoch durch die Verlangsamung der Reaktion aufgewogen werden. So

konnen durch das sinkende ApH dennoch Messfehler entstehen.
(b) Untersuchung der Dissoziationskinetik zur Bestimmung von Kobs, Knin und Krick

Die Dissoziationskinetik wurde bei einer Komplexkonzentration [GdL]o von 0.07 M untersucht.
Die Temperatur betrug 37 + 0.1 °C und als Inertelektrolyt wurde TMACI bei einer 1 M lonen-
starke eingesetzt. Ziel der Untersuchungen war die Verfolgung einer mdéglichst vollstandigen
Dissoziationsreaktion. Die teils sehr langsame Reaktionsgeschwindigkeit hat dies jedoch nur
sehr selten erlaubt. Im Idealfall konnte das Reaktionsgeschehen tber zwei Halbwertszeiten ver-
folgt werden. In allen anderen Fallen wurde die Reaktion so lange wie irgend moglich beobach-
tet. Es wurde dann von Fall zu Fall entschieden, tiber welchen Zeitraum die Datenauswertung
sinnvolle Ergebnisse liefert. Im Falle von Prohance® war dies eher unproblematisch, da der

Komplex von allen drei Makrozyklen ohnehin am schnellsten zerféallt.
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Die Dissoziation von Prohance® wurde in einem Bereich von 1.0 < pH < 2.5 in Abstinden von
0.5 pH Einheiten untersucht. Engmaschigere Experimente bringen keinen Zugewinn an Infor-
mationen und waren wegen der geringeren pH-Differenz zwischen den einzelnen Regel-pH-
Werten nur anfélliger fir Schwankungen in der Messgenauigkeit gewesen. Deshalb sind Ab-
stdnde von 0.5 pH-Einheiten sinnvoll. Zundchst sollen die Ergebnisse der Auswertung nach
einer reinen Kinetik pseudo 1. Ordnung nach (35) bis (41) dargestellt und erortert werden. Im
Anschluss wird die Auswertung unter Berlicksichtigung einer Riickreaktion nach (43) bis (45)
durchgefuhrt und mit den bisherigen Ergebnissen verglichen. Da fur den untersuchten Komplex
keine Komplexprotonierungskonstanten log Kp®xb) pestimmt werden konnten (Tabelle 2),
wird deren Einfluss auf den mittleren Protonierungsgrad natirlich vernachléssigt. Es wird also

nur p; berlcksichtigt.
(b1)pH 1.0

Die Messdaten konnten bei pH 1.0 sowohl unter Berticksichtigung als auch unter Vernachlas-
sigung einer Rickreaktion gut ausgewertet werden. Die genauen experimentellen Parameter

sind in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Experimentelle Parameter der pH-stat Titrationen zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten

Kobs, Knin und Krck der Dissoziation von Prohance® bei pH 1.0.

Kontrastmittel, Komplex Prohance®, Gd(hp-do3a)
Methode potentiometrische Titration (pH-stat)
Titrationstyp kontinuierlich
Inertelektrolyt TMACI (1.0 M)
Temperatur 37+£0.1°C
Anzahl der Messungen 4 (1.0 m HCI)
[GdL]o 0.07 M

[H*], Regel-pH 100 mm, pH =1.0
Regelbereich 10 mV
Maximale / minimale Dosierrate 1 ml-mint /30 pl-min’t
Anzahl der Messpunkte 144 bis 288
Abstand zwischen Messpunkten 5 bis 10 min

Messdauer 24 h
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Abbildung 18: Schematische Darstellung
des Verlaufs von p;, (schwarz gepunktet) am
Beispiel einer 0.07 M hp-do3a® Lo6sung
(1.0 M TMACI). Das mit HySS2009 berech-

nete Verteilungsdiagramm ist zusatzlich in

bunt dargestellt. Die zugrundeliegenden pKs-

Mittlerer Protonierungsgrad

Werte sind in Tabelle 2 dokumentiert.

—
pH
Der Ligand hp-do3a® tragt bei pH 1.0 im Mittel 4.88 Protonen (p,, Abbildung 18). Fiir eine

vollstandige Ligandfreisetzung waren demnach 17.08 ml 1.0 m HCI notwendig. Werden die

D
[
o
<

0

Messdaten mit Hilfe einer Reaktion erster Ordnung ausgewertet, ergibt sich eine relativ gute
Ubereinstimmung zwischen gemessenem und berechnetem Volumen. Es zeigt sich jedoch eine
signifikante Abweichung zwischen den beiden GrofRen ab einer Reaktionsdauer von ca. 6 h.
Die Volumenzugabe durch den pH-stat ist bereits bei 15.8 ml beendet (Abbildung 19, links). Es
sei darauf hingewiesen, dass in den folgenden Abbildungen zu den Least-Squares Fits nicht alle

Messpunkte dargestellt werden, um eine bessere Ubersicht gewahrleisten zu kénnen.
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Abbildung 19: Least-Squares Fit von V(HCl)caic. (rot gestrichelt) an V(HCI)gemssen (SChwarze Punkte) nach einer
Reaktion 1. Ordnung fiir eine 0.07 M Prohance® Lésung (1.0 M TMACI) bei pH 1.0. Die berechneten Konzentra-
tionsverlaufe von GdL (schwarze Linie) und Gd** (griine Linie) sind zusatzlich dargestellt. Links: Auswertung
Uber gesamte Messdauer, koos =5.11-10" h%, ty, = 1.36 h; rechts: Auswertung unter Vernachlassigung der Abwei-

chung vom erwarteten Verlauf, kops = 5.31-10 h'%, ty, = 1.31 h.
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Der Volumenfit (rot gestrichelte Linie) lauft aber bis zum maximal nétigen Volumen, wie es
fir eine Reaktion erster Ordnung zu erwarten ware. Die so erhaltene Geschwindigkeits-
konstante kobs betragt 5.11-10 h! (ty2 = 1.36 h). Da eine weitere Minimierung der Summe der
Residuen zwischen V(HClI)gemessen und V(HCl)caic. nicht moglich ist, ist es durchaus plausibel
anzunehmen, dass bereits bei pH 1.0 keine rein einseitige Kinetik mehr vorliegt. In der Daten-
auswertung kann diesem Problem auf zwei Wegen begegnet werden: Einerseits durch Betrach-
tung eines wesentlich kiirzeren Zeitraumes (annahernd linearer Bereich), wie bei der Methode
der Anfangsgeschwindigkeiten und andererseits durch Verwendung einer zweiseitigen Kinetik

unter Berlicksichtigung der Riickreaktion (Krick).

Bei der simplen Betrachtung eines kiirzeren Zeitraumes kommt es selbstverstandlich zu einer
signifikanten Verbesserung des Fits. Wird der Zeitraum allerdings klein genug gewahlt, dass
die Reversibilitat der Reaktion noch keine Rolle spielt und groRR genug, dass der Fit durch aus-
reichend viele Messpunkte gestutzt wird, werden tatséchlich zutreffendere Resultate fur kops
erzielt (Abbildung 19, rechts). Die auf diese Weise ermittelte Geschwindigkeitskonstante be-
tragt 5.31-10 h%, (t12 = 1.31 h) und unterscheidet sich lediglich um ca. 3.8 % von der zuvor
bestimmten Konstante. Dafiir sollte kobs nun aber von dem Einfluss der Reversibilitat entkop-
pelt sein. Darlber hinaus konnte so die Summe der Residuen drastisch verringert werden. Diese
Aussage gilt allerdings nur eingeschrankt. Es ist klar, dass die Summe der Residuen (41) kleiner
werden muss, wenn die Anzahl der Punkte in der Ausgleichsrechnung verringert wird. Wenn
also im Folgenden von einer Verringerung der Summe der Residuen gesprochen wird, wird die
Summe zunachst durch die Anzahl der ausgewerteten Messpunkte geteilt, um Informationen
uber die Abweichung pro Punkt zu erhalten. Die so erhaltene GroRe soll der Einfachheit halber
zukiinftig als AVn. bezeichnet werden. Auf die Angabe der Einheit ml? wird verzichtet, da diese
flr den Vergleich der beiden Auswertungsvarianten unerheblich ist. Auf diese Weise lasst sich
die Qualitat der beiden Fits aus Abbildung 19 besser beurteilen. Erfolgt die Datenanpassung
uber die gesamte Messdauer nach einer einfachen Reaktion erster Ordnung, so ist AVn = 0.93.
Dieser Wert ist erwartungsgemaR relativ grol3. Wird nur der Bereich ohne die Abweichung vom
zu erwartenden Reaktionsverlauf einer Reaktion 1. Ordnung untersucht, so verringert sich AVn
auf einen Wert von 0.18. Damit ist die Abweichung pro Punkt in etwa um den Faktor 5 verrin-
gert worden. Der Fehler auf der so bestimmten Geschwindigkeitskonstante kops fallt dement-

sprechend deutlich geringer aus.
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Die Notwendigkeit fir eine Grole zur ndherungsweisen Beurteilung der Qualitét der Fits resul-
tiert daraus, dass eine einfache statistische GroRe wie R? (gilt nur fiir lineare Zusammenhéange)

fir die individuellen Modellfunktionen (Gleichungen (40) und (44)) nicht existiert.
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Abbildung 20: Logarithmische Auftragung (links) zur Uberpriifung der Kinetik erster Ordnung, kops = 4.55-101
h, tip = 1.52 h, R2 =0.994 . Auftragung des initialen Protonenverbrauchs (rechts) zur Bestimmung von Kops fr
sehr kleine Umsétze, Rops = 7.48 ml-h, kops = 4.38-:10 h'?, t1, = 1.58 h, R? =0.990.

Neben dem Ansatz, die Auswertung mit Hilfe von Exponentialfunktionen durch AVn zu ver-
gleichen, ist es aber auch maoglich eine Linearisierung fiir den Bereich vorzunehmen, in dem
die Reaktion kaum bis gar nicht vom Verlauf einer Reaktion 1. Ordnung abweicht. Schliellich
liefert die Integration des Geschwindigkeitsgesetzes d[GdL]/dt = —k-[GdL] den linearen loga-
rithmischen Ausdruck (48) fiir den Abbau von GdL.

In[GdL] = In[GdL], — k - (48)

Wird die Komplexkonzentration zum Zeitpunkt t nun durch die prozentuale Abnahme von GdL
ausgedriickt, lasst sich [GdL] dabei ganz einfach aus dem Verhaltnis des zugegeben VVolumens
Vgemessen Und dem maximal nétigen Volumen Vmax. berechnen. Gleichung (48) geht dann in die
finale Form fur die Datenauswertung (49) tber.

V.

1n{100 - (M> - 100} =1n(100) — k - ¢ (49)
max.

Dieser Ausdruck mag auf den ersten Blick relativ schwer verstandlich wirken. Deshalb ist es

hilfreich Vgemessen/Vmax. und dessen Bedeutung noch einmal etwas genauer zu betrachten. Die

beiden Volumina lassen sich mit Hilfe von (40) und (46) berechnen.
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Dann muss noch beriicksichtigt werden, dass [GdL]o-(1—e *obs?) gleich der Konzentration an

freiem Gd®* ist und es ergibt sich Gleichung (50).

Vgemessen . [Gd>*] P Vo . [GdL]o - pL - Vo - _ [Gd**] (50)
Vnax. — [HX] ( [HX] ) - [GdL],

Diese beschreibt nichts anderes als den Anteil an freiem Gd**, der sich in Abhéngigkeit der
Volumenzugabe gebildet hat. Letztlich ergibt die Differenz in Gleichung (49) also die verblei-
bende Menge GdL (von 100 % am Anfang der Reaktion) nach Zugabe einer definierten Menge

einer Saure definierter Konzentration.

Diese Art der Auswertung (Abbildung 20, links) bringt folgende Vorteile mit sich. Da die ein-
zigen wirklich bekannten GréRRen bei der Messung Vgemessen UNd Vmax, Sind, lasst sich so die
Geschwindigkeitskonstante bestimmen, ohne den relativ komplizierten Weg ber die Berech-
nung von V(HCl)caic. zu gehen. AulRerdem lassen sich aus dieser Methode indirekt Ruckschliisse
auf die Qualitat des Fits von V(HCl)carc. (Abbildung 19 rechts) ziehen, solange in beiden Féllen
der gleiche Messzeitraum ausgewertet wird. Es ist unbestritten, dass die Linearisierung bei ei-
ner Reaktion 1. Ordnung mathematisch sinnvoll ist und korrekte Resultate liefert. Da ausfuhr-
lich gezeigt wurde, dass die Dissoziation in den angegebenen Grenzen tatséchlich 1. Ordnung
verlauft, darf angenommen werden, dass das BestimmtheitsmaR R? des linearen Fits auch als
MaR fur die Gite des Fits von V(HCl)cac. (Exponentialfunktion) betrachtet werden kann.

Die auf diesem Weg bestimmte Geschwindigkeitskonstante kops nimmt den Wert 4.55-10 h'1
(tr2 = 1.52 h) an. Das Bestimmtheitsmal} betragt 0.994. Die ausgezeichnete Linearitdt im un-
tersuchten Zeitraum unterstiitzt noch einmal das Ergebnis der Methode der Anfangsgeschwin-
digkeiten und die theoretischen Ausfiihrungen hierzu. Wirde keine Reaktion 1. Ordnung vor-
liegen, ergébe sich keine derart hohe Korrelation zwischen den aufgetragenen GréRen. Das Er-
gebnis stimmt aulRerdem sehr gut mit den Geschwindigkeitskonstanten tberein, die durch die

Anpassung von V(HCl)caic. ermittelt wurden.

Abgerundet wird das Gesamtergebnis durch die Ermittlung von kons aus der Anfangsgeschwin-
digkeit (Abbildung 20, rechts). Es sei darauf hingewiesen, dass in diesem Fall Vioy deutlich

Uberschritten werden musste.
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Die Reaktionsgeschwindigkeit war so hoch, dass bis zum Erreichen von Vioy nur finf Daten-
punkte generiert wurden. Um ausreichend viele Messpunkte zu erhalten, wurde die erste Stunde
der Reaktion betrachtet. Die Geschwindigkeitskonstante betragt 4.38:10° h* (ti2 = 1.58 h) und
deckt sich damit relativ gut mit den bisherigen Ergebnissen. Dariiber hinaus ergibt sich exzel-

lente Linearitat fur die Auftragung des Volumens gegen die Zeit (R? =0.990).

Bisher ungeklart geblieben ist jedoch die Frage nach der Abweichung vom erwarteten Reakti-
onsverlauf bei fortschreitender Reaktionsdauer. Mégliche Grunde hierfiir konnten nattrlich die
zunehmende Verdiinnung, die Anderung der lonenstarke (Kapitel 2.2 b)) oder das Driften der
Elektrode, beziehungsweise eine zu geringe Messgenauigkeit (Kapitel 2.3.1 b)) wahrend der
Reaktion sein. Aufgrund der systematischen, signifikanten Abweichung ist jedoch anzuneh-
men, dass der Grund fir diese die Reaktion an sich ist. Die Auswirkungen der Reversibilitat
wurden bereits ausflhrlich in Kapitel 2.2 e) erértert. Die Datenauswertung und die Ausgleichs-
rechnung folgt den Gleichungen (43) bis (45). Das Resultat unter Beruicksichtigung der Rever-
sibilitat ist in Abbildung 21 dargestellt.

18 - 80
o000t 0000000007 Abbildung 21: Least-Squares Fit von V(HCl)cac.
15 3 LI— i
L 60 % (rot gestrichelt) an V(HCl)gemessen (SChwarze
“E '_50 é Punkte) unter Berlicksichtigung der Reversibilitat
g [40 § (GdL S Gd™) fir eine 0.07 m Prohance® Lésung
_g — [Gd*1] '_30 g (1.0 M TMACI) bei pH 1.0. Die Konzentrations-
> -
[GdL] L0 N verlaufe von GdL (schwarze Linie) und Gd3*
=== V(HCI)calc. L c .. . .
o VHCDgemessenF 10 M (griine Linie) sind zusétzlich dargestellt.
04 : 1o [GdL].=524 mM, kun = 5.87-107 N, Keiek =
0 4 8 12 16 20

1020 Y K koL =
Zeit [h] 4.73-102h, Kuin/Krick = 12.6.

Der reversible Fall zeigt besonders interessante Ergebnisse. Es ist sehr deutlich zu erkennen,
dass die Qualitat des Fits durch die Verwendung einer solchen Kinetik signifikant verbessert
wird. Es ergibt sich eine nahezu perfekte Ubereinstimmung zwischen gemessenem und theore-
tisch berechnetem Volumen. Die mittlere Abweichung pro ausgewerteten Messpunkt AVn be-
tragt nur noch 0.003 und Gbertrifft damit sogar deutlich den Fall, bei dem nur der kleine Bereich
ohne Abweichung vom erwarteten Verlauf betrachtet wurde (Abbildung 19, rechts). Die so be-
rechnete Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion kuin deckt sich bei pH 1.0 noch gut mit
den vorherigen Ergebnissen und betragt 5.87-10 h™t (krack = 2.66:102 ).
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Aus dem Quotienten knin/Krick 18sst sich das Verhaltnis der Geschwindigkeiten der beiden ge-
genlaufigen Reaktionen ableiten. Die Komplexdissoziation verlauft bei pH 1.0 ca. zwdélfmal so
schnell wie die Komplexbildung. Dieses Ergebnis ist absolut plausibel, da aufgrund des hohen
Protonierungsgrades des Liganden die Komplexbildung erschwert ist. AulRerdem l&sst sich so
die geringfligige Abweichung zwischen kuin und den zuvor ermittelten Werten fur kobs erklaren.
Es wurde schlieRlich wenig Sinn machen, wenn kops signifikant von kuin verschieden ware,
wenn doch die Riickreaktion um den Faktor 12 langsamer ist und deshalb nur einen sehr gerin-
gen Einfluss austiben kann. Es ist allerdings Gberraschend, dass sich fur den reversiblen Fall
eine Gleichgewichtskonzentration [GdL]. von ca. 5 mm berechnen I&sst. Dies entspricht nur
einer etwa 93 %-igen Freisetzung von Gd**. Aus den thermodynamischen Gleichgewichtskon-
stanten des Komplexes (Tabelle 2) ware allerdings zu erwarten, dass das Gleichgewicht zu na-
hezu 100 % auf der Seite von freiem Gd** liegt (Abbildung 22).
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Es sei allerdings erwahnt, dass die Gleichgewichtskonstanten in Batch-Titrationen bestimmt
wurden und deshalb bis zum vollstdndigen Erreichen des thermodynamischen Gleichgewichts
ein Zeitraum von mehreren Wochen zur Verfligung stand. Es wére also durchaus denkbar, dass
die Konzentration von [GdL] Gber einen wesentlich langeren Zeitraum langsam weiter abnimmt
und schlie3lich im thermodynamischen Gleichgewicht ihr Minimum erreicht. Die Genauigkeit
der pH-stat Methode ware allerdings nicht ausreichend, um einen solch langsamen Prozess zu-
verlassig verfolgen zu konnen. Eine Darstellung aller Ergebnisse der unterschiedlichen Aus-

werteverfahren findet sich in (Tabelle 9). Die Verfahren decken sich untereinander sehr gut.

Der Fehler (o = /Z(xn;x)z) auf koos betragt innerhalb dieser Einzelmessung lediglich 5.6 %. Fur

alle weiteren Messungen ergeben sich dhnliche Standardabweichungen.
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Tabelle 9: Ergebnisse der verschiedenen Auswertemethoden fiir die Dissoziationskinetik von Prohance® bei pH
1.0, T = 37 °C, [Gd(hp-do3a)]iota = 70 mM in 1.0 M TMACI. Einseitig: Reaktion erster Ordnung (Kows); lang: Aus-
wertung der gesamten Reaktion; kurz: Auswertung des Bereichs ohne Abweichung; logarithmisch:

In(100 — V/Vmax. [%]); Vo: Anfangsgeschwindigkeit; zweiseitig: Hin- und Rickreaktion jeweils erster Ordnung.

GdL — Gd** GdL s Gd**
einseitig Zweiseitig
Lang Kurz Logarithmisch Vo
5.11-10* 5.31-10 4.45-101 4.38-101
Kobs [h*] ) ) --
AVN=0.93 AVN=0.18 R==0.994 R<=0.990
ti2 [h] 1.36 1.31 1.52 1.58 -
5.87-10*
Kin [h™] -- -- -- --
AVn =0.003
4.73-10
KRiick [h?] -- -- - -
AVn =0.003
KHin/KRiick - - -- -- 12.4
[GdL].  [mMm] -- -- -- - 5.24

Die Ergebnisse zeigen noch einmal sehr deutlich die Wichtigkeit, die Resultate genau zu hin-
terfragen. Bei derartig niedrigen pH-Werten sollte die Reversibilitat der Reaktion eine unterge-
ordnete Rolle spielen. Es zeigt sich jedoch, dass die Berticksichtigung der Ruckreaktion die
Qualitat der Fits deutlich verbessert. Daraus lasst sich schlielen, dass die Riickreaktion nicht
vernachlassigt werden sollte. Es mag zwar sein, dass sich dieses Resultat bei geringen pH-Wer-
ten nur sehr wenig auf die Geschwindigkeitskonstante und die Halbwertszeit der Komplexdis-
soziation auswirkt, es ist jedoch zu erwarten, dass dieser Einfluss mit steigendem pH immer

deutlicher wird.

Aus der Kombination der Resultate aller Duplikatmessungen und Datensétze bei pH 1.0 erge-
ben sich die in Tabelle 10 zusammengefassten, gemittelten Geschwindigkeitskonstanten. Unter
Beriicksichtigung aller Fehlerquellen (Verdiinnung, Anderung der lonenstarke, Messgenauig-
keit der pH-Elektrode, etc.) erscheint die Standardabweichung bei Verwendung einer einseiti-
gen Kinetik mit 14.5 % nicht (ibermaRig hoch. Trotz der signifikanten Verbesserung der Qua-
litat des Fits bei Berticksichtigung einer zweiseitigen Kinetik unterscheiden sich die Geschwin-
digkeitskonstanten kobs und knin gerade einmal um 8.7 %. Dies ist wenig Uberraschend, da der

Einfluss der Rickreaktion hier noch nicht sehr stark ausgepragt ist.
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Die beiden kinetischen Modelle liefern demnach zumindest fiir kons, beziehungsweise Knin zu-
verléssige Ergebnisse. Die Angabe der Halbwertszeit der Reaktion erfolgt immer auf Basis der
einseitigen Kinetik (ti2 = In(2) - kobs™*). Diese betragt 1.26 h.

Der Wert der Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion krick ist allerdings mit einem gro-
Ren Fehler behaftet. Dies driickt sich in einer relativ groRen Standardabweichung o aus
(0 =31 %). Die Hohe dieses Wertes wirft die Frage auf, ob die VVerbesserung des Fits an dieser
Stelle tatsachlich als Indiz fir das Auftreten einer Rilckreaktion aufgefasst werden darf. Die
thermodynamische Gleichgewichtslage spricht schlieBlich gegen eine Riickreaktion. Es wére
also ebenso denkbar, dass die Verbesserung der Datenlage lediglich durch das Hinzufligen einer
weiteren Stellschraube, in diesem Fall krick, entsteht, mit der die Datenanpassung fur den GRG2
Algorithmus erleichtert wird. Die grof3e Standardabweichung wurde diese These unterstutzen.
Im Falle einer tatséchlich stattfindenden Riickreaktion sollte dieser Wert bei Mehrfachmessun-
gen wesentlich zuverlassiger ermittelt werden kénnen. Die Ergebnisse, die mit den verschiede-
nen Auswertemethoden erhalten werden, decken sich untereinander sehr gut und stiitzen sich

gegenseitig.

Gerade bei pH 1.0 konnen relativ grof3e Abweichungen zwischen Einzelmessungen entstehen.
Diese lassen sich allerdings auf die vergleichsweise geringen pH-Anderungen aufgrund der oh-
nehin sehr hohen [H*] Konzentration zurlickfiihren. Die Messgenauigkeit der Elektrode wird
hier zum limitierenden Faktor. Um diesen Fehler zu minimieren, wurden die Messungen ent-

sprechend oft wiederholt.

Tabelle 10: Zusammenfassung der Resultate aller Datensétze fiir Prohance® bei pH 1.0 und einer lonenstarke von
1.0 M, Inertsalz: TMACI, T =37 °C.

Einseitige Kinetik Zweiseitige Kinetik
kobs [01]  twe[h] o [%] | kuin[h] o[%] kruk [0Y] o [%] Knin/KRiick
5.49-10% 1.26 14.5 6.01-101  3.85 3.70-10? 31.0 16.2
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(b 2) pH 1.5

Um im Folgenden auf standige Wiederholungen zu verzichten, werden nur noch die wichtigsten
Ergebnisse prasentiert und zusammen mit den jeweiligen experimentellen Parametern darge-
stellt. Da die Diskussion der Ergebnisse in weiten Teilen analog zu den vorherigen Ausfihrun-
gen verlauft, wird an den entsprechenden Stellen auf die bereits besprochenen Konzepte ver-

wiesen.

Tabelle 11: Experimentelle Parameter der pH-stat Titrationen zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten

Kobs, Knin Und Krck der Dissoziation von Prohance® bei pH 1.5.

Kontrastmittel, Komplex Prohance®, Gd(hp-do3a)
Methode potentiometrische Titration (pH-stat)
Titrationstyp kontinuierlich
Inertelektrolyt TMACI (1.0 M)
Temperatur 37+£0.1°C
Anzahl der Messungen 2 (1.0 m HCI)
[GdL]o 0.07 m

[H*], Regel-pH 31.62mm,pH=15
Regelbereich 10 mV
Maximale / minimale Dosierrate 1 ml-mint /60 pl-min’?
Anzahl der Messpunkte 288

Abstand zwischen Messpunkten 5 min
Messdauer 24 h

Wie in Abbildung 22 gezeigt wurde, liegt das thermodynamische Gleichgewicht bei pH 1.5
nach wie vor nahezu vollstandig auf der Seite von freiem Gd**. Die Dissoziation verlauft dem-
nach ebenso vollstandig. Eine einseitige Kinetik pseudo 1. Ordnung sollte also fiir die Bestim-

mung der Geschwindigkeitskonstante zuverl&ssige Ergebnisse liefern.

In Abbildung 23 (links) wird diese Annahme bestétigt. Eine Reaktion 1. Ordnung beschreibt
das Reaktionsgeschehen tatsachlich relativ exakt. Es kommt aber erneut zu deutlichen Abwei-
chungen bei fortschreitender Reaktionsdauer (ab ca. 12 h). Aus dem mittleren Protonierungs-
grad des Liganden (4.69) bei pH 1.5 errechnet sich das maximal zuzugebende Volumen zu 16.4

ml 1.0 m HCI. Es werden innerhalb von 24 h jedoch maximal 15.5 ml erreicht.
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Abbildung 23: Least-Squares Fit von V(HCl)cac. (rot gestrichelt) an V(HCl)gemssen (SChwarze Punkte) fur eine
0.07 M Prohance® Losung (1.0 M TMACI) bei pH 1.5. Die berechneten Konzentrationsverlaufe von GdL
(schwarze Linie) und Gd®* (griine Linie) sind zusatzlich dargestellt. Links: Reaktion 1. Ordnung, gesamte Mess-
dauer, kobs = 1.76-101 ht, t1, = 3.93 h; rechts: Reaktion 1. Ordnung, Vernachlassigung der Abweichung, Kops =
1.94-10 h?, ty, = 3.57 h; unten: Beriicksichtigung der Reversibilitit, kpin = 1.95-:10% h?, Kroek = 1.19-:102 hL,
Knin/Krick = 16.4.

Dennoch ist die mittlere Abweichung pro Punkt bereits sehr gering (AVn = 0.22). Wird der Be-
reich der Abweichung ausgeblendet und lediglich (iber die Datenpunkte gefittet, fir die tatsach-
lich noch eine Reaktion 1. Ordnung vorzuliegen scheint, so wird dieser Wert um den Faktor 11
verbessert (rechts, AVn = 0.02). Die so erhaltene Geschwindigkeitskonstante kann erneut durch
die beiden linearen Fits (In(100 — V/Vmax. [%]) vs. t und V vs. t) validiert werden. Die aufgetra-
genen Groélen korrelieren nahezu perfekt und es wird ein dementsprechend hervorragendes Be-
stimmtheitsmaR erreicht (0.998 < R? < 0.999). Auf die Abbildung der beiden Auftragungen
(digitaler Anhang) wird im Folgenden verzichtet, da der Informationsgewinn dadurch sehr ge-
ring ware. Wird die Reversibilitat der Reaktion berticksichtigt (unten), verbessert sich die Qua-
litat des Fits erneut um den Faktor 2 (AVn = 0.01). Es ergibt sich allerdings ein auf den ersten
Blick erstaunliches Resultat. Der Quotient knin/krick deutet darauf hin, dass die Riickreaktion in

etwa sechzehnmal langsamer abl&uft als die Hinreaktion ([GdL]. = 4.02 mm).
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Dieser Befund an sich ist absolut plausibel, da, wie oben erwéhnt, das thermodynamische
Gleichgewicht auf eine nahezu vollstandige Freisetzung von Gd®* hindeutet. Erstaunlich ist al-
lerdings der Vergleich mit der Einzelmessung (pH 1.0), die im vorigen Kapitel diskutiert wurde.
Dort war die Hinreaktion gerade einmal zwolfmal so schnell wie die Riickreaktion. Es ist aber
zu erwarten, dass sich dieses Verhaltnis mit steigendem pH zugunsten der Ruckreaktion veran-
dert. Dies ist offensichtlich nicht der Fall. Da der Quotient von Messung zu Messung variiert,
muss davon ausgegangen werden, dass der Grund flr die auftretende Abweichung bei fort-
schreitender Reaktionsdauer zumindest nicht ausschlieBlich auf das Auftreten einer Riickreak-
tion zuruckzufihren ist. Da zusétzlich auch die thermodynamische Gleichgewichtslage fir ei-
nen, wenn Uberhaupt, sehr geringen Einfluss der Riickreaktion spricht, sollte bei diesen beiden
pH-Werten sowohl das Verhaltnis kuin/krick als auch die Geschwindigkeitskonstante der Riick-
reaktion duferst kritisch betrachtet werden. Aufgrund des sehr geringen Einflusses der Rickre-
aktion gilt dies allerdings nicht fur knin. Diese Geschwindigkeitskonstante stimmt gut mit den
Ergebnissen der einseitigen Kinetik tGberein und darf deshalb ebenfalls als valide betrachtet

werden.

Tabelle 12: Ergebnisse der verschiedenen Auswertemethoden fir die Dissoziationskinetik von Prohance® bei pH
1.5, T = 37 °C, [Gd(hp-d03a)]itar = 70 mM in 1.0 M TMACI. Einseitig: Reaktion erster Ordnung (Kobs); lang: Aus-
wertung der gesamten Reaktion; kurz: Auswertung des Bereichs ohne Abweichung; logarithmisch:

In(100 — V/Vmax. [%]); Vo: Anfangsgeschwindigkeit; zweiseitig: Hin- und Ruckreaktion jeweils erster Ordnung.

GdL — Gd** GdL s Gd**
einseitig zweiseitig
Lang Kurz Logarithmisch Vo
) (] 1.76:101 1.94-101 1.86-10* 1.87-10*1
Ob -
) AVN=022 AVN=002 R?=0999  R?=0.998
t1r2 [h] 3.93 3.57 3.72 3.71 --
1.95-101
KHin [h*Y] - - -- --
AVn =0.01
1.19:10
KRick [h] - -- - -
AVn =0.01
Knin/Kriick -- -- -- -- 16.4
[GdL]..  [mM] - -- -- -- 4.02
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Die Resultate der verschiedenen Auswertemethoden sind in Tabelle 12 dargestellt. Die Ergeb-
nisse stltzen sich gegenseitig und stimmen sehr gut miteinander tberein. Die Standardabwei-
chung betrégt lediglich 4.1 %. Die Resultate diirfen als valide angesehen werden. Aus den ver-
einigten Datensatzen aller Duplikatmessungen ergeben sich die in Tabelle 13 zusammengefass-

ten Resultate.

Tabelle 13: Zusammenfassung der Resultate aller Datenstze fiir Prohance® bei pH 1.5 und einer lonenstarke von
1.0 ™, Inertsalz: TMACI, T = 37 °C.

Einseitige Kinetik Zweiseitige Kinetik
koos [M?]  twz[h] o [%] | khin[h?] o[%] kruk [h?] o [%] Knin/KRiick
1.65-10" 4.20 15.6 1.69-101 154  2.44-102 51.2 6.9

Bei pH 1.5 betragt die Halbwertszeit der Komplexdissoziation 4.20 h. Die Standardabweichung
belduft sich auf 15.6 % und ist damit geringflgig schlechter als bei pH 1.0. Wesentlich gravie-
render ist allerdings der Fehler auf der Geschwindigkeitskonstante der Rlckreaktion. Dieser
liegt mit 51.2 % sehr hoch. Die duRerst geringe Reproduzierbarkeit belegt, dass die Bestim-
mung dieser Konstante nicht zuverlassig maoglich ist, obwohl der sich abzeichnende Trend

durchaus sinnvoll ist.?

2 In diesem und in den folgenden Teilen der Arbeit wird an manchen Stellen zur Vermeidung von Wiederholungen
auf die Abbildung gewisser Auftragungen verzichtet. Deren Resultate werden jedoch stets im Text diskutiert. Die
Abbildungen finden sich im digitalen Anhang der Arbeit (beigefiigte DVD).
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(b 3) pH 2.0

Ab einem pH-Wert von 2.0 ergibt sich ein besonders interessantes Bild was die Reversibilitat
der Reaktion angeht. Das thermodynamische Gleichgewicht liegt hier erstmals nicht mehr voll-
standig auf der Seite von freiem Gd**. Die Komplexkonzentration im Gleichgewicht betragt
24.6 mMm (Abbildung 22, S. 68). In diesem Fall ware die Beeinflussung durch eine Riickreaktion
also tatséchlich auch chemisch plausibel. Um den zu erwarteten Anstieg der Reaktionsdauer,
der durch die zunehmende Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit verursacht wird, mit
ausreichend vielen Datenpunkten zu stiitzen, wurde die Messdauer auf 65 h erhoht (Tabelle 14).
Ziel ist es schlieflich, moglichst viele Halbwertszeiten beobachten zu kdnnen. Messpunkte
wurden nur noch alle 10 min aufgenommen, um eine signifikante Volumenanderung zwischen

den einzelnen Punkten zu gewahrleisten.

Tabelle 14: Experimentelle Parameter der pH-stat Titrationen zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten

Kobs, Knin Und Kruck der Dissoziation von Prohance® bei pH 2.0.

Kontrastmittel, Komplex Prohance®, Gd(hp-do3a)

Methode potentiometrische Titration (pH-stat)
Titrationstyp kontinuierlich
Inertelektrolyt TMACI (1.0 M)
Temperatur 37+£0.1°C
Anzahl der Messungen 2 (1.0 mHCI)
[GdL]o 0.07 M

[H*], Regel-pH 10 mm, pH =2.0
Regelbereich 10 mV
Maximale / minimale Dosierrate 1 ml-min* /30 pl-min’
Anzahl der Messpunkte 390

Abstand zwischen Messpunkten 10 min
Messdauer 65 h
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Die Annahme, dass eine Reaktion 1. Ordnung das Geschehen nicht mehr ausreichend beschrei-
ben kann, wird in Abbildung 24 bestatigt. Eine Datenanpassung auf Basis einer solchen Kinetik
ist nicht mehr sinnvoll. Es ergeben sich sehr groRe Fehler auf den so bestimmten Konstanten
(links). Die mittlere Abweichung pro Punkt (AVn) betrdagt 2.55 und ist damit mehr als zehnmal
groRer als es noch bei pH 1.5 der Fall war. Dieses Ergebnis wird demnach bei der Gesamtaus-

wertung vernachlassigt.
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Abbildung 24: Least-Squares Fit von V(HCl)cac. (rot gestrichelt) an V(HCl)gemssen (SChwarze Punkte) fur eine
0.07 M Prohance® Losung (1.0 M TMACI) bei pH 2.0. Die berechneten Konzentrationsverlaufe von GdL
(schwarze Linie) und Gd®* (griine Linie) sind zusatzlich dargestellt. Links: Reaktion 1. Ordnung, gesamte Mess-
dauer, kobs = 3.38-:102 h'%, ty, = 20.53 h; rechts: Reaktion 1. Ordnung, Vernachlassigung der Abweichung, kops =
5.93-102 h'%, ty = 11.68 h; unten: Berticksichtigung der Reversibilitat, kuin = 6.43:102 h'l, kruck = 2.42:10°2 h't,
Knin/Krick = 2.65.

Besonders stark ausgepréagt ist die Unterschreitung des maximal nétigen VVolumens, um eine
vollstéandige Dissoziation zu gewahrleisten. Dieses betrégt 15.34 ml bei einem mittleren Proto-
nierungsgrad von 4.38. Es wird allerdings maximal ein VVolumen von ca. 11 ml 1.0 m HCI
hinzudosiert. Wird nun die Datenanpassung auf einen Zeitraum von ca. 10 h beschrankt

(rechts), so lasst sich die Reaktion dennoch sehr gut mit einer Kinetik 1. Ordnung auswerten.
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Die mittlere Abweichung pro Punkt betragt in diesem Fall lediglich 0.02 und fuhrt dementspre-
chend zu zuverlassigen Ergebnissen. Gestiitzt wird dieses Resultat erneut durch die beiden li-
nearen Auftragungen (IN(100 — V/Vmax. [%]) vs. tund V vs. t). Im Abschnitt (a) dieses Kapitels
wurde bereits sehr ausfihrlich gezeigt, dass dieses VVorgehen fur ausreichend kleine Umsatze

legitim ist.

Da bei diesem pH-Wert alles auf einen signifikanten Einfluss durch eine Riickreaktion hindeu-
tet, wurden die Daten ebenfalls unter Berticksichtigung dieses Sachverhalts ausgewertet (un-
ten). Die Qualitat des Fits ist Uberragend. Dies driickt sich in einer extrem kleinen mittleren
Abweichung aus (AVn = 0.0009). Die Gleichgewichtskonzentration [GdL].. berechnet sich zu
19.1 mm und liegt damit zumindest nahe am thermodynamischen Gleichgewicht (24.6 mm).
Die Hinreaktion ist nicht einmal mehr dreimal so schnell wie die Rickreaktion (Kuin/ Krack =
2.65). Dies scheint mit zunehmendem pH plausibel, da der Gleichgewichtsanteil der Komplexe

immer grolRer wird, je hoher der pH-Wert ist.

Tabelle 15: Ergebnisse der verschiedenen Auswertemethoden fir die Dissoziationskinetik von Prohance® bei pH
2.0, T =37 °C, [Gd(hp-d0o3a@)]iotas = 70 mm in 1.0 M TMACI. Einseitig: Reaktion erster Ordnung (Kons); lang: Aus-
wertung der gesamten Reaktion; kurz: Auswertung des Bereichs ohne Abweichung; logarithmisch:

In(100 — V/Vmax. [%]); Vo: Anfangsgeschwindigkeit; zweiseitig: Hin- und Ruckreaktion jeweils erster Ordnung.

GdL — Gd** GdL s Gd**
einseitig zweiseitig
Lang Kurz Logarithmisch Vo
) ] 3.38-107 5.93-10% 5.62-10% 6.03-10
Ob ==
) AVN=255 AVN=002 R?=0997  RZ=0.999
ti2 [h] 20.53 11.68 12.34 11.49 -
6.43-102
KHin [h*] -- -- - --
AV = 0.0009
2.42:10°
KRick [ - -- - -
AVn = 0.0009
Knin/KRiick - -- - -- 2.65

[GdL].  [mM] - - - - 19.13
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Die Zusammenfassung der Resultate der verschiedenen Auswertemethoden (Tabelle 15) bele-
gen die ausgezeichnete Qualitat der Ergebnisse. Die Standardabweichung betragt innerhalb der
Messung lediglich 2.7 % und ist damit noch deutlich kleiner als bei pH 1.5 und pH 1.0. Das
Ergebnis darf daher als valide betrachtet werden. Aus den vereinigten Datensatzen aller Dupli-

katmessungen ergeben sich die in Tabelle 16 zusammengefassten Resultate.

Tabelle 16: Zusammenfassung der Resultate aller Datensétze fiir Prohance® bei pH 2.0 und einer lonenstarke von
1.0 ™, Inertsalz: TMACI, T = 37 °C.

Einseitige Kinetik Zweiseitige Kinetik
koos [M?]  twe[h]  o[%] | kain[h™]  o[%] kruk [0 o [%] Knin/KRiick
5.83:10%  11.90 2.7 6.21-102 4.5 2.34-10? 3.6 2.65

Insgesamt werden sehr niedrige Standardabweichungen erreicht, was flr eine sehr gute Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse spricht (2.7 % bis 4.5 %). Gleiches gilt vor allem fiir Kxin und Kriick.
Lagen deren Standardabweichungen bisher noch jenseits der 30 %, so sind sie nun wesentlich
besser reproduzierbar. Dies spricht eindeutig fur den tatsachlichen Einfluss durch die immer
dominanter werdende Ruckreaktion. Das Verhaltnis der beiden Konstanten erscheint ebenfalls
plausibel zu sein. Zudem deckt sich die erreichte Gleichgewichtskonzentration fir [GdL].. (19.2
mm) relativ gut mit dem thermodynamischen Gleichgewicht (24.6 mm). Aus diesen Griinden
sollte ab einem pH von 2.0 bei Prohance® die Riickreaktion nicht mehr vernachlassigt werden.
Der Losungsansatz der zweiseitigen Kinetik liefert mit Abstand die zuverléssigsten und che-
misch plausibelsten Resultate. Zudem unterscheiden sich kuin und kobs lediglich um 6.5 %. Die-
ser geringe Unterschied deutet darauf hin, dass die Rickreaktion einen sehr geringen Einfluss
auf das anféngliche Reaktionsgeschehen hat, wo die Bestimmung von koss nach einer einseiti-
gen Kinetik 1. Ordnung erfolgt. Dies ist absolut nachvollziehbar, da bei kleinen Umsatzen die

Konzentration der Produkte (Gd** + HyLY-) noch sehr gering ist.

Die grundsétzliche Verbesserung der Standardabweichungen im Vergleich zu niedrigeren pH-
Werten lasst sich hochst wahrscheinlich mit der GroRe der pH-Wert Anderung erklaren. Wah-
rend sich der mittlere Protonierungsgrad und damit verbunden der Protonenumsatz bei steigen-
dem pH nur geringfiigig andert (4.88 bei pH 1.0 und 4.06 bei pH 2.5), sinkt die Protonenkon-
zentration der Probenldsung deutlich (0,1 m bei pH 1.0 und ~ 0,03 m bei pH 2.5).
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So werden bei pH 2.0 ca. 11 ml 1.0 m HCI bis zum Erreichen der Gleichgewichtskonzentration
hinzugegeben. Dies entspricht bezogen auf das Anfangsvolumen (Vo =50 ml) 220 mm Proto-
nen, die sich zusétzlich in der Probenldsung befinden. Unter Berticksichtigung der oben ange-
gebenen Halbwertszeit von 11.9 h entspricht der Protonenumsatz etwa 9.2 mmol-I"*-h™. Dies
entspricht wiederum einer pH Anderung von ApH = 0.3. Damit ist die minimale Messgenauig-
keit der Elektrode (ApH £ 0.01) bei weitem tberschritten, und gut reproduzierbaren Messungen

steht nichts im Wege.
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(b 4) pH 2.5

Die Reversibilitat, die das Reaktionsgeschehen bereits bei pH 2.0 signifikant beeinflusst hat,
sollte ihren Einfluss bei pH 2.5 noch wesentlich verstarken. Das thermodynamische Gleichge-
wicht (Abbildung 22) liegt nun schon sehr deutlich auf der Seite des Komplexes. Bei Erreichen

des Gleichgewichts sollten 57.18 mm GdL vorliegen.

Tabelle 17: Experimentelle Parameter der pH-stat Titrationen zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten

Kobs, Knin Und krgck der Dissoziation von Prohance® bei pH 2.5.

Kontrastmittel, Komplex Prohance®, Gd(hp-do3a)
Methode potentiometrische Titration (pH-stat)
Titrationstyp kontinuierlich
Inertelektrolyt TMACI (1.0 M)
Temperatur 37+0.1°C
Anzahl der Messungen 2 (1.0 m HCI)
[GdL]o 0.07 m

[H*], Regel-pH 3.16 mm, pH=25
Regelbereich 10 mV
Maximale / minimale Dosierrate 0.5 mI'min*t /10 pl-min’?
Anzahl der Messpunkte 132

Abstand zwischen Messpunkten 20 min
Messdauer 44 h

Die experimentellen Bedingungen sind im Vergleich zu pH 2.0 weitgehend unverandert geblie-
ben. Allerdings mussten die minimale und maximale Dosierrate aufgrund der geringen Proto-
nenkonzentration (~ 0.03 M) in Losung verringert werden, um ein Uberregeln des pH-stat beim
Einstellen des Regelwertes zu vermeiden. Aullerdem wurde die maximale Messdauer verrin-
gert. Es ist zwar eine deutlich hohere Halbwertszeit zu erwarten, der Einfluss der immer domi-
nanter werdenden Rickreaktion sollte allerdings zu einem sehr friihzeitigen Stillstand der Dis-
soziation fuhren (Kapitel 2.2 e), Abbildung 13). Zudem wurde der Abstand der Messpunkte von
10 min auf 20 min erhéht, um ausreichend groRRe VVolumendnderungen zwischen den einzelnen

Punkten zu registrieren.
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Abbildung 25: Least-Squares Fit von V(HCl)cac. (rot gestrichelt) an V(HCl)gemssen (SChwarze Punkte) fur eine
0.07 M Prohance® Losung (1.0 M TMACI) bei pH 2.5. Die berechneten Konzentrationsverlaufe von GdL
(schwarze Linie) und Gd®* (griine Linie) sind zusatzlich dargestellt. Links: Reaktion 1. Ordnung, gesamte Mess-
dauer, kops = 5.23-10°% h'%, ty, = 132.43 h; rechts: Reaktion 1. Ordnung, Vernachlassigung der Abweichung, Kops =
1.52-102 h'%, ty» = 46.31 h; unten: Berlicksichtigung der Reversibilitat, kpin = 2.53-10 %, Krock = 1.49-:102 hL,
Knin/Krick = 0.17.

Erwartungsgemal bildet eine Kinetik 1. Ordnung keine geeignete Grundlage mehr, um das ge-
samte Reaktionsgeschehen abzubilden (Abbildung 25, links). Die so bestimmte Geschwindig-
keitskonstante entbehrt jeder Grundlage und wird bei der Auswertung der Daten vernachl&ssigt.
Die Qualitat des Fits Uber einen verkirzten Zeitraum (9 h) leidet ebenfalls (Abbildung 25,
rechts). Dies liegt aber eher darin begriindet, dass aufgrund der geringen Anzahl an Datenpunk-
ten ein zeitlicher Bereich gewéhlt werden muss, der nicht ganzlich unbeeinflusst bleibt. Den-
noch ergibt sich eine relativ geringe mittlere Abweichung (AVn = 0.01), die zuséatzlich durch
die hohe Linearitat (0.973 < R? < 0.999) der beiden linearen Auftragungen (In(100 — /Vmax. [%])
vs. tund V vs. t) gestiitzt wird. Aus dem mittleren Protonierungsgrad des Liganden (4.06) er-
rechnet sich das fir die vollstindige Gd**-Freisetzung notwendig Volumen an 1.0 M HCI zu
14.2 ml. Die Reaktion kommt jedoch bereits bei einem hinzugefuigten Volumen von 2.0 ml zum

Erliegen.
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Die beste Datenanpassung wird unter Beriicksichtigung einer zweiseitigen Kinetik erreicht (Ab-
bildung 25, unten). Es ergibt sich erneut eine nahezu perfekte Ubereinstimmung zwischen ge-
messenem und berechnetem Volumen (AVn = 0.0006). Die Gleichgewichtskonzentration
[GdL]. betragt 59.84 mm und entspricht sehr genau der aus dem thermodynamischen Gleich-
gewicht ermittelten Gleichgewichtskonzentration des Komplexes (57.18 mm). Das Verhaltnis
krin/Krick = 0.17 zeigt sehr deutlich, dass die Rickreaktion zunehmend die Uberhand gewinnt
und bereits ca. sechsmal schneller ablduft als die Hinreaktion. Es ist also wenig Uberraschend,
dass die Reaktion sehr rasch zum Erliegen kommt, da die Produkte (Gd** + HyLY-®) der Disso-

ziation nach ihrer Bildung sehr rasch zum Komplex zurtickreagieren.

Tabelle 18: Ergebnisse der verschiedenen Auswertemethoden fiir die Dissoziationskinetik von Prohance® bei pH
2.5, T =37 °C, [Gd(hp-do3a)]wta = 70 mMm in 1.0 M TMACI. Einseitig: Reaktion erster Ordnung (kons); lang: Aus-
wertung der gesamten Reaktion; kurz: Auswertung des Bereichs ohne Abweichung; logarithmisch:
In(100 — V/Vmax. [%]); Vo: Anfangsgeschwindigkeit; zweiseitig: Hin- und Ruckreaktion jeweils erster Ordnung.

GdL — Gd** GdL s Gd**
einseitig zweiseitig
Lang Kurz Logarithmisch Vo
5.23-10°3 1.52:1072 1.37-102 1.89-10
Kobs [h*] ) ) -
AVNn=050 AVN=0.01 R“=0.973 R<=0.999
ti2 [h] 132.43 42.47 50.48 36,62 --
2.53-10
Kin [h?] - -- - -
AVn = 0.0006
1.49-10%
KRiick [h?] - - - -
AVn = 0.0006
Kin/KRiick - - - - 0.17
[GdL]..  [mwMm] -- - -- -- 59.84

In Tabelle 18 zeigt sich, dass der Standardfehler innerhalb der Auswertemethoden zwar groRer
im Vergleich zu pH 2.0 geworden ist, mit 5.2 % aber immer noch einen sehr guten Wert an-
nimmt. Auch bei pH 2.5 stiitzen sich die Resultate der Methoden gegenseitig und ddrfen als
valide betrachtet werden. Die Geschwindigkeitskonstante kops betragt damit 1.45-102 h
(£ 5.2 %). Die Halbewertszeit betragt dementsprechend 48.80 h (+ 2.49 h).
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Aus den vereinigten Datensétzen aller Duplikatmessungen ergeben sich die in Tabelle 19 zu-

sammengefassten Resultate.

Tabelle 19: Zusammenfassung der Resultate aller Datensétze fiir Prohance® bei pH 2.5 und einer lonenstarke von
1.0 ™, Inertsalz: TMACI, T = 37 °C.

Einseitige Kinetik Zweiseitige Kinetik
koos W] tiz[h]  o[%] | kain[h™]  o[%] keuk[N"] o [%] Krin/Krick
1.43-10%  48.47 55 2.57-10% 1.4 1.57-10* 4.8 0.16

Bei pH 2.5 zeichnen sich die Resultate ebenfalls durch ihre gute Reproduzierbarkeit aus. Die
Geschwindigkeitskonstante kops betragt 1.43-102 h't (+ 5.5 %). Die Halbwertszeit belduft sich
auf 48.47 h (£ 2.67 h). kobs und kuin unterscheiden sich aufgrund des starken Einflusses der
Rickreaktion allerdings um mehr als 50 %. Die Komplexbildung stellt bei pH 2.5 den domi-
nierenden Anteil des Reaktionsgeschehens dar und verlauft sechsmal schneller als die Dissozi-
ation. Sowohl kuin als auch krick lassen sich sehr zuverléssig bestimmen. Ihre Standardfehler
belaufen sich lediglich auf 1.4 und 4.8 %. Zur Erklarung der niedrigen Standardabweichungen
dient ebenfalls, genau wie bei pH 2.0, die relativ groRe pH-Anderung im Vergleich zur Proto-
nenkonzentration der Probenldsung. Dennoch fallt die Anderung hier wesentlich geringer aus
als bei pH 2.0. Sie betrégt nur noch £ 0.05 pH Einheiten. Die deutliche Verringerung kommt
dabei durch die Erhéhung der Halbwertszeit und die massive Verringerung des Gesamtumsat-

zes zustande. In Tabelle 20 sind die bisherigen Ergebnisse noch einmal zusammengefasst.

Tabelle 20: Resultate der Untersuchung der Dissoziationskinetik von 70 mm Prohance® mit Hilfe eines pH-stat
bei 37 °C in 1.0 M TMACI.

Einseitige Kinetik Zweiseitige Kinetik

pH | kows [N tiz[n] o [%] | kuin[h]  o[%] kriek [N7]  0[%]  Knin/Krick
1.0 | 549101 1.26 145 | 6.01-:10 385 3.70-102 31.0 16.2
1.5 | 1.65-10* 4.20 15.6 1.69-10t 15.4 2.44-107? 51.2 6.93
20 | 583102 11.90 2.7 6.21-10 4.5 2.34-102 3.6 2.65
25 | 1.4310% 48.47 5.5 2.57-10% 1.4 1.57-10*1 4.8 0.16
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2.3.3.2. Gd(bt-do3a); Gadovist®
OH Das Kontrastmittel Gadovist® wird von Bayer
HO —<:/OH HealthCare vertrieben. Es zahlt, genau wie Prohance®,
0O O R zu den Kontrastmitteln mit makrozyklischem Grundge-
T N\ rist und enthalt den Liganden bt-do3a®. Dieser kann
Nf \ vom 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetra-
\ N acetat durch Substitution eines Acetatrests durch einen
J 1,3,4-Hydroxybutylrest abgeleitet werden. Der Ligand
O N ] L koordiniert ebenfalls achtzahnig Uber vier Stickstoff-
}_/ © © atome, drei Carboxylatsauerstoffatome und einen Alko-
O holsauerstoff an Gd**. Die verbleibende neunte Koordi-
nationsstelle wird von einem Wassermolekil besetzt. Der gebildete Komplex ist elektrisch
neutral und verfiigt Gber acht stabile Chelatfunfringe (N-Gd-N und N-Gd-O). Was die kineti-
sche Inertie des Komplexes angeht, lasst sich dieser zwischen Prohance® und Dotarem® ein-
ordnen, wobei Prohance® das Schlusslicht in der Stabilititsreihenfolge darstellt. Thermodyna-
misch ist der Komplex Gd(bt-do3a) etwa eine Zehnerpotenz weniger stabil als Gd(hp-do3a)
und sogar circa um den Faktor 10° instabiler als Gd(dota)". Aufgrund seines neutralen Charak-

ters liegt sein pGd (15.33) vergleichsweise niedrig (Tabelle 2).
(@) Methode der Anfangsgeschwindigkeit:

Auch bei Gadovist® sollte zunachst tiberpriift werden, ob der Datenauswertung fiir kleine Um-
sétze eine Kinetik 1. Ordnung zugrunde gelegt werden darf. Fir dieses Kontrastmittel hat sich
pH 1.6 als sinnvoller Regel-pH erwiesen. Die Halbwertszeit betrdagt hier etwa 42 h und der
Regelwert lasst sich sehr gut ansteuern, ohne am Anfang der Reaktion Informationen durch
eine zu schnell voranschreitende Dissoziation zu verlieren. Da lediglich maximal 10 % des Um-
satzes berticksichtigt werden, ergeben sich bei dieser Halbwertszeit immer noch relativ kurze
Messzeitraume. Die Anfangskonzentration lag, genau wie bei den Experimenten an Prohance®,
in einem Bereich von 0.05 M <[GdL]o < 0.3 M. So lassen sich die Ergebnisse besser unterei-
nander vergleichen. Auch hier wurde die auf 37 °C thermostatisierte Probenldsung mit wenigen
pl konzentrierter HCI annéhernd an den gewinschten pH herangefthrt und schlieBlich durch

kurze Einregelung mit Hilfe des pH-stat exakt eingestellt.
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Die lonenstarke betrug bei allen Messungen 1.0 mol I1. Als Inertelektrolyt fand TMACI Ver-
wendung. Aufgrund der bereits relativ langen Halbwertszeit und der mangelnden Notwendig-
keit langer maximaler Messzeiten wurde ein Messzeitraum von 24 h nicht Gberschritten. Es
erschien nicht sinnvoll, mehr als zwei volle Halbwertszeiten mit der Messung abzudecken. Die
Datenauswertung erfolgte aber immer nur jeweils bis maximal 10 % Umsatz. Die experimen-

tellen Parameter sind in Tabelle 21 zusammengefasst.

Tabelle 21: Experimentelle Parameter der pH-stat Titrationen zur Bestimmung der Reaktionsordnung der Disso-

ziation von Gadovist® bei pH 1.6.

Kontrastmittel, Komplex Gadovist®, Gd(bt-do3a)
Methode potentiometrische Titration (pH-stat)
Titrationstyp kontinuierlich
Inertelektrolyt TMACI (1.0 M)
Temperatur 37£0.1°C
Anzahl der Messungen 6 (1.0 M HCI)
[GdL]o 0.05M-0.3Mm
[H*], Regel-pH 25.12Mm,pH=1.6
Regelbereich 20 mv
Maximale / minimale Dosierrate 1 ml-min* /30 pl-min*
Anzahl der Messpunkte 144

Abstand zwischen Messpunkten 15 min
Messdauer 24 h

Die Resultate der Methode (Tabelle 22, Abbildung 26) belegen anschaulich, dass es auch fir
Gadovist® absolut legitim ist, eine Reaktion 1. Ordnung zur Auswertung der Datensétze zu
verwenden. Die aus der doppelt logarithmischen Auftragung der Dissoziationsrate R4 gegen die
Anfangskonzentration [GdL]o bestimmte Reaktionsordnung a (Steigung) betragt 1.006. Trotz
der im Vergleich zu Prohance® etwas schlechteren Linearitat (R? = 0.986), kann aufgrund der
Geradensteigung eine andere Reaktionsordnung ausgeschlossen werden. Strenggenommen gilt
diese Aussage zwar nur bis maximal 10 % Umsatz. Mit Hilfe der bisher verwendeten Methoden
zur Datenauswertung lasst sich aber sehr leicht optisch und anhand der Bestimmtheitsmalie und
AVN Werte entscheiden, Uber welchen Zeitraum das Reaktionsgeschehen tatséchlich einer Re-

aktion 1. Ordnung folgt.
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Tabelle 22: Ergebnisse der Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit des Saureverbrauchs Rops und der Dissozi-
ationsrate Rq des Kontrastmittels Gadovist® bei pH 1.6.

[GdL]o Robs R2 Rd = Vo Kobs ti2
[mol-17] [ml-h?] [mol-1t-s?] [1/s] [h]
0.05 0.207 0.999 2.49-10°7 4.98-10°° 38.66
0.075 0.271 1.000 3.27-107 4.36:10°° 44.19
0.1 0.339 0.999 4,09-107 4,09-10° 47.10
0.15 0.561 0.999 6.77-107 4.51-10° 42.69
0.2 0.773 0.999 9.23-107 4.66:10°° 41.31
0.3 1.185 0.999 1.43-10°® 4.76-10°° 40.42
6,04
* Abbildung 26: Ermittlung der Reaktionsord-
5,84 nung a durch doppelt logarithmische Auftra-
¢ gung der anfanglichen Dissoziationsrate Rg
= 5,64 (~ 10 % Umsatz) gegen die Anfangskonzentra-
§° tion [GdL]o. a ergibt sich aus der Steigung der in
5,44 Rot dargestellten linearen Regression. pH = 1.6,
1 M TMACI, 0.05 m bis 0.3 M Gadovist®,
5,24 & a=1.006, R? =0.986.
04 06 08 10 12 14
log [GdL],

Die Einzelergebnisse zeigen zudem eine ausgezeichnete Reproduzierbarkeit sowie exzellente
Linearitit (0.999 < R? < 1.000). Die Halbwertszeit der Komplexdissoziation von Gadovist® bei
pH 1.6 betragt 41.86 h £ 2.84 h. Dies entspricht einer Geschwindigkeitskonstante kops von
1.66:10% h (+ 6.8 %).
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(b) Untersuchung der Dissoziationskinetik zur Bestimmung von Kobs, Knin Und Kriick

Die Kinetik der saurekatalysierten Komplexdissoziation von Gadovist® wurde bei einer Kom-
plexkonzentration [GdL]o von 0.07 m untersucht. Die Probenlésungen wurden auf 37 £ 0.1 °C
temperiert. Als Hintergrundmedium kam erneut TMACI bei einer 1.0 M lonenstérke zum Ein-
satz. Um mdglichst abgesicherte Daten zu generieren, war es auch bei Gadovist® das Ziel, nach
Moglichkeit 2-t12 oder gar mehr zu messen und auszuwerten. Ab einer gewissen Dauer der
Zerfallsreaktion ist dies jedoch nicht mehr moglich. Die Dissoziationsreaktion von Gadovist®
wurde ebenfalls in einem Bereich von 1.0 <pH < 2.5 in Abstédnden von 0.5 pH Einheiten un-
tersucht. Im Vordergrund der Datenauswertung steht erneut der Vergleich der zwei entschei-
denden kinetischen Modelle (einseitige vs. zweiseitige Kinetik). Da fur den untersuchten Kom-
plex die Komplexprotonierungskonstante log Ke®4HbY = 1.15(1) bestimmt werden konnte (Ta-
belle 2), wird deren Einfluss auf den mittleren Protonierungsgrad zusétzlich beriicksichtigt. Der
Gang der Auswertung folgt exakt den in Kapitel 2.3.3.1 beschriebenen kinetischen Grundlagen,
weshalb in diesem Kapitel nicht mehr explizit auf die dort erlauterten Konzepte eingegangen
wird. In den folgenden Abschnitten wird auf die Abbildung der beiden linearen Fits (In(100 —
V/Vmax. [%]) vs. t und V vs. t) vollstandig verzichtet, da diese sich eindeutig durch ihr Be-
stimmtheitsmaR R? und die Geschwindigkeitskonstante kops (Steigung der Geraden) sowie die

Halbwertszeit t1» charakterisieren lassen.
(b1)pH 1.0und pH 1.5

Sowohl bei pH 1.0 als auch bei pH 1.5 lassen sich die Messdaten von Gadovist® sehr gut mit
einer einseitigen Kinetik und unter Berticksichtigung der Reversibilitat der Reaktion mit einer
zweiseitigen Kinetik auswerten. Die exakten experimentellen Parameter sind in Tabelle 23 dar-

gestellt.

Im Vergleich zu Prohance® wurde der Regelbereich verdoppelt, um die Gefahr des Uberregelns
durch die pH-stat Routine zu verringern. Im gleichen Zuge wurde aber auch die minimale Do-
sierrate erhoht, um zu vermeiden, dass das Ansteuern des Regel-pH zu viel Zeit in Anspruch
nimmt. SchlieBlich lauft auch wahrend des Einregelns die Dissoziationsreaktion ab. Bei Gado-
vist wurden grundsatzlich zwei Duplikate pro pH-Wert gemessen, um ebenfalls eine Informa-

tion Uber die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erhalten.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION SEITE 88

Tabelle 23: Experimentelle Parameter der pH-stat Titrationen zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten

Kobs, Knin Und Krack der Dissoziation von Gadovist® bei pH 1.0 und pH 1.5.

Kontrastmittel, Komplex Gadovist®, Gd(bt-do3a)

Methode potentiometrische Titration (pH-stat)
Titrationstyp kontinuierlich

Inertelektrolyt TMACI (1.0 M)

Temperatur 37x£0.1°C

Anzahl der Messungen 2 (1.0 M HCI) pro pH

[GdL]o 0.07 m

[H*], Regel-pH 100 mm, pH=1.0 31.62mm,pH=1.5
Regelbereich 20 mvV 20 mV
Maximale / minimale Dosierrate 1.0 mI-min™ /60 pl-min? 1.0 mI-min"t / 30 pl-mint
Anzahl der Messpunkte 640 640
Abstand zwischen Messpunkten 15 min 15 min
Messdauer 160 h 160 h

Bei beiden pH-Werten (Abbildung 27, Abbildung 28) ist eine Reaktion 1. Ordnung relativ gut
geeignet, um das Reaktionsgeschehen zu beschreiben. Dies gilt sogar fir sehr lange Zeitraume.
Die Gesamtmessdauer betrug 160 h. So sollte der Bereich des friihzeitigen Abflachens der Vo-
lumenkurve moglichst exakt abgebildet werden, sofern die Reversibilitat der Reaktion (ber-
haupt eine Rolle spielt. Erstaunlich ist dabei vor allem, dass sich die Standardelektrodenpoten-
tiale E° in diesem, fiir eine Glaselektrode, extrem langen Messzeitraum nur unwesentlich &n-
derten. Innerhalb der beobachteten Zeitspanne betrug die Schwankung AE°® kaum mehr als
2 mV. Aufgrund der duBerst geringen zeitlichen Anderung kann davon ausgegangen werden,

dass diese einen vernachlassigbaren Einfluss auf die Resultate der Messung hat.

Aus dem mittleren Protonierungsgrad des Liganden (Abbildung 10, S. 37) l&sst sich das zur
vollstdndigen Dissoziation bendtigte Volumen 1.0 m HCI berechnen. Dieser betrégt 4.86 bei
pH 1.0 und 4.65 bei pH 1.5. Dementsprechend werden 17.00 ml respektive 16.27 ml S&ure be-
notigt, um den Komplex komplett zu zerstéren. Die theoretisch berechneten Volumina werden
bei beiden Messungen annédhernd erreicht. Der pH-stat dosiert 16.7 ml bei pH 1.0 und 15.8 ml
bei pH 1.5 zur jeweiligen Probenldsung hinzu. Damit bleibt das hinzugefiigte Sdurevolumen

lediglich um 1.8 % und 2.9 % hinter dem theoretisch berechneten zuriick.
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Abbildung 27: Least-Squares Fit von V(HCl)cac. (rot gestrichelt) an V(HCl)gemssen (SChwarze Punkte) fur eine
0.07 M Gadovist® Losung (1.0 M TMACI) bei pH 1.0. Die berechneten Konzentrationsverlaufe von GdL (schwarze
Linie) und Gd®* (griine Linie) sind zusatzlich dargestellt. Links: Reaktion 1. Ordnung, gesamte Messdauer, kops =
5.64-102 h%, t12 = 12.28 h; rechts: Reaktion 1. Ordnung, Vernachlassigung der Abweichung, kops = 5.91-102 h'?,
ty2 = 11.74 h; unten: Beriicksichtigung der Reversibilitit, Kyin = 6.14-102 h'L, Krack = 2.74-10° h2, Kuin/Krick = 22.41.

Da letztlich die maximal hinzugeflgte Stoffmenge HCI der limitierende Faktor fiir das Zutref-
fen der Kinetik 1. Ordnung ist, ist es absolut plausibel, dass sich das Reaktionsgeschehen in
beiden Féllen sehr gut durch eine solche Kinetik beschreiben lasst. Die mittlere Abweichung
pro Punkt AVn liegt dementsprechend niedrig (0.18 bei pH 1.0 und 0.15 bei pH 1.5) und uber-
trifft die entsprechenden Werte von Prohance® deutlich. Dennoch liegt bei fortschreitender Re-
aktionsdauer eine relativ deutliche Abweichung der beiden Volumenkurven (Messung und Fit)
voneinander vor. Durch Ausblenden dieses Bereichs wird die Qualitat des Fits deutlich verbes-
sert (0.05 < AVn < 0.06), die ermittelte Geschwindigkeitskonstante unterscheidet sich jedoch,
wie erwartet, nur sehr geringfligig von der zuvor bestimmten (Tabelle 24). Gestltzt werden die
Resultate wiederum durch die beiden linearen Auftragungen, deren BestimmtheitsmaR bei bei-
den pH-Werten ausgezeichnet ist (0.997 < R? < 0.999).
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Abbildung 28: Least-Squares Fit von V(HCl)cac. (rot gestrichelt) an V(HCl)gemssen (SChwarze Punkte) fur eine
0.07 M Gadovist® Losung (1.0 M TMACI) bei pH 1.5. Die berechneten Konzentrationsverlaufe von GdL (schwarze
Linie) und Gd®* (griine Linie) sind zusatzlich dargestellt. Links: Reaktion 1. Ordnung, gesamte Messdauer, Kops =
2.09-102 h%, ty, = 33.18 h; rechts: Reaktion 1. Ordnung, Vernachlassigung der Abweichung, Kops = 2.18-10°2 h'?,
t12 = 31.81 h; unten: Beriicksichtigung der Reversibilitit, kyin = 2.34-102 h'%, Kraek = 1.73-10° h2, Kuin/Krack = 13.53.

Wird eine zweiseitige Kinetik zur Auswertung der beiden Datensétze verwendet, lasst sich die
Fitqualitat weiter verbessern. Das AusmaR der Verbesserung belduft sich auf einen Faktor 10
bei pH 1.0 und sogar Faktor 25 bei pH 1.5. Die Ergebnisse der beiden hier gezeigten Einzel-
messungen sind in Tabelle 24 noch einmal zusammengefasst. Innerhalb einer Messung stiitzen
sich die Resultate der verschiedenen Auswertemethoden sehr gut. Die Geschwindigkeits-
konstante kobs Nimmt bei pH 1.0 den Wert 5.61-:102 h! an. Die Standardabweichung ist mit
+ 3.5 % sehr niedrig. Die Halbwertszeit der séurekatalysierten Komplexdissoziation von Ga-
dovist® bei pH 1.0 betragt dementsprechend 12.36 h (+ 0.43 h). Bei pH 1.5 nimmt die Ge-
schwindigkeitskonstante den Wert 2.16-102 h'* (+ 5.3 %) an. Die Halbwertszeit betragt dann
32.09 h (x 1.70 h).
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Tabelle 24: Ergebnisse der verschiedenen Auswertemethoden fiir die Dissoziationskinetik von Gadovist® bei pH
1.0 sowie 1.5, T = 37 °C, [Gd(bt-do3a)]iwta = 70 mM in 1.0 M TMACI. Einseitig: Reaktion erster Ordnung (Kobs);
lang: Auswertung der gesamten Reaktion; kurz: Auswertung des Bereichs ohne Abweichung; logarithmisch:

In(100 — V/Vmax. [%]); Vo: Anfangsgeschwindigkeit; zweiseitig: Hin- und Ruckreaktion jeweils erster Ordnung.

GdL — Gd**, einseitige Kinetik
pH 1.0 Lang Kurz Logarithmisch Vo
5.64-107? 5.91-102 5.47-102 5.41-102
Kobs [h?]
AVn=0.18 AVn =0.06 R?=10.998 R? =0.997
ti2 [h] 12.29 11.73 12.68 12.80
pH 1.5 Lang Kurz Logarithmisch Vo
on (] 2.09:10? 2.18:10? 2.03:10? 2.33:10?
AVn=0.15 AVn =0.05 R?=10.998 R?=10.999
t12 [h] 33.18 31.81 34.21 29.77
GdL s Gd*, zweiseitige Kinetik
Kein [07Y] Krick [™] KHin/KRiick [GdL]w [mM]
pH 1.0 6.14-10% 2.74-10°3 22.41 2.99
AVn = 0.006
pH 1.5 2.34-107? 1.73-10°3 13.53 4.82
AVn =0.002

Werden auch die Duplikate der beiden Messungen beriicksichtigt, &ndert sich die Datenlage nur
geringfugig (Tabelle 25). Die Standardabweichungen werden erwartungsgemall ein wenig
schlechter, liegen aber in einem absolut akzeptablen Bereich (6.37 % (pH 1.5) <0< 10.59 %
(pH 1.0)). Diese Daten bescheinigen den Resultaten der Auswertung nach einer Reaktion 1.

Ordnung eine relativ gute Reproduzierbarkeit.

Tabelle 25: Zusammenfassung der Resultate aller Datensatze fiir Gadovist® bei pH 1.0 sowie pH 1.5 und einer
lonenstarke von 1.0 M, Inertsalz: TMACI, T = 37 °C.

Einseitige Kinetik Zweiseitige Kinetik
kobs [N1]  tiz[n] o[%] | kuin[n?]  o[%] kriek [N7] 0 [%]  Kuin/Krick
pH10 | 518102 13.39 106 | 581102 58 45110% 39.3 12.88
pH15 | 2.06:102 3357 6.4 | 216102 83 1.73-10°  100.0 12.49
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Ein ganzlich anderes Bild ergibt sich jedoch bei der Betrachtung der Ergebnisse der zweiseiti-
gen Kinetik. Wie auch schon bei Prohance® ist im Grunde keine Reproduzierbarkeit von Kgick
gegeben. Im Fall von pH 1.5 gelingt die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante der Rlck-
reaktion sogar nur bei einer von zwei Messungen. Im anderen Fall wird fur sie ein Wert von 0
gefunden. Dies erklart naturlich auch, warum sich eine Standardabweichung von 100 % ergibt.
Der Fehler auf krick ist bei pH 1.0 zwar deutlich niedriger, die Abweichung betragt allerdings
immer noch inakzeptable 39.3 %. Weiterhin auffallig sind die Verhaltnisse knin/kriick. Aus ihnen
lasst sich berechnen, dass die Rickreaktion mehr als zwolfmal langsamer verlauft als die Dis-
soziation an sich. Dies ist zwar qualitativ sinnvoll, eine quantitative Aussage sollte allerdings
aufgrund der hohen Standardabweichung aus diesem Resultat nicht abgeleitet werden. Bei bei-
den pH-Werten errechnet sich aus den Geschwindigkeitskonstanten die Gleichgewichtskon-
zentration [GdL]« zu etwas mehr als 5 mm. Ein Vergleich mit dem thermodynamischen Gleich-
gewicht, welches sich nach 160 h Messdauer zumindest anndhernd eingestellt haben sollte,
zeigt jedoch, dass dieser Wert ebenfalls nicht sinnvoll ist. Die Gleichgewichtskonzentration
miisste nach Abbildung 29 verschwindend gering sein. Es muss also auch fiir Gadovist® fest-
gehalten werden, dass eine Bestimmung von Kruck bis einschlieBlich pH 1.5 duRerst fragwiirdig
ist. Selbst bei besseren Standardabweichungen bliebe dennoch die Frage nach der Sinnhaf-
tigkeit einer solchen Konstante, da das thermodynamische Gleichgewicht vollstdndig auf der

Seite der beiden Dissoziationsprodukte liegt.

1004
— Gd3+

= 751 — GdL . . - .
- — Gd(HL) Abbildung 29: Mit HySS2009 simuliertes Vertei-
gg lungsdiagramm auf Basis des Teilchenmodells aus
E 301 Tabelle 2 fiir den Komplex Gd(bt-do3a) (Gado-
) Vist®). [Gd; = [L]: = 0.07 M (1.0 M TMACI).
2. 254

0 -
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pH
Der Grund dafir, dass die Bestimmung von Krack Uberhaupt gelingt, liegt darin, dass das maxi-
mal hinzudosierte Saurevolumen selbst dann hinter dem theoretisch berechneten VVolumen zu-

rickbleibt, wenn es im Grunde nicht zu erwarten ware.
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Die entstandene Differenz zwischen V(HCl)caic. und V(HCl)perechnet kann der Algorithmus bei
Verwendung einer Reaktion erster Ordnung nicht ausgleichen. Durch Hinzufiigen einer weite-
ren Stellschraube (kruck) gelingt die Datenanpassung jedoch. Die Tatsache, dass die zweiseitige
Kinetik das Reaktionsgeschehen besser abbildet, kann auf den ersten Blick als Hinweis auf den
Einfluss der Ruckreaktion interpretiert werden. Da das thermodynamische Gleichgewicht al-
lerdings vollstandig auf der Seite der Dissoziationsprodukte liegt, ist es wahrscheinlicher, dass
die Volumendiskrepanz einen anderen Grund als die Reversibilitat hat. Die ohnehin recht ge-
ringe Abweichung koénnte genauso gut auf geringfiigige Konzentrationsfehler der angesetzten
Probenlosungen zurtickzufuhren sein. Solche Konzentrationsschwankungen wirken sich
schliellich besonders intensiv auf die Berechnung des maximalen Saureverbrauchs aus, da in
Anlehnung an Gleichung (46) bereits kleinste Fehler der Anfangskonzentration [GdL]o durch
Multiplikation mit dem mittleren Protonierungsgrad vervielfacht werden. Da Duplikate jedoch
stets aus dem gleichen Ansatz vermessen wurden, misste diese VVolumenabweichung tenden-
ziell bei beiden Mehrfachmessungen immer gleich stark ins Gewicht fallen. Das ist allerdings
nicht der Fall. Eine weitere mogliche Erklarung fiir die Abweichung zwischen theoretisch be-
rechneten und gemessenen VVolumina kdnnte die Genauigkeit der pH-Messung liefern. Es wére
durchaus denkbar, dass der immer kleiner werdende Umsatz gegen Ende der Reaktion derart
kleine Signaldnderungen zur Folge hat, dass die pH-Elektrode diese nicht mehr korrekt erfassen
kann. Die Reaktion kénnte dann langsam weiter ablaufen, ohne dass der weitere Verlauf mit
der verwendeten Methode detektiert werden kdnnte. Letztlich kann keine eindeutige Erklarung
flr die Abweichung gegeben werden. Bei den untersuchten pH-Werten (1.0 und 1.5) spricht
die Datenlage allerdings nicht fir eine Riickreaktion. Diese musste schlieBlich jeweils bei bei-
den Duplikaten, bis auf eine akzeptable Standardabweichung, den gleichen Einfluss ausiiben.
Dem ist aber nicht so. Die Auswirkung auf kuin bleibt aber in beiden Fallen relativ klein. Die
Geschwindigkeitskonstanten der Hinreaktion (zweiseitige Kinetik) unterscheiden sich kaum

von den ermittelten kons-Werten (einseitige Kinetik).

Wie am Anfang des Kapitels erwahnt, wurden die Geschwindigkeitskonstanten ganz analog
unter Beriicksichtigung der Protonierbarkeit des Komplexes erneut bestimmt. Die Protonie-
rungskonstante des Komplexes (GdL — Gd(HL), log Kp®*b = 1.15) konnte bestimmt werden.
Mit ihrer Hilfe l&sst sich der mittlere Protonierungsgrad des Komplexes ermitteln. Dieser be-
rechnet sich fir den Komplex genauso, wie es flr den Liganden in Gleichung (23) gezeigt

wurde.
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Der Verlauf von py ist fur den relevanten pH Bereich in Abbildung 30 dargestellt. Es ist klar
ersichtlich, dass der Einfluss der Komplexprotonierung mit steigendem pH drastisch abnimmt.
Bei pH 1.0 nimmt pg noch einen Wert von 0.59 an, wohingegen er bis pH 2.5 auf 0.04 absinkt.
Bereits ab pH 2.0 ist zu erwarten, dass der Einfluss durch die komplexgebundenen Protonen
vernachlassigbar wird, da dort der Komplex bereits nahezu vollstandig deprotoniert vorliegt.
Fiir den Protonenumsatz ist allerdings nur der ,,reale” Protonierungsgrad pr.q; Verantwortlich,
welcher die Differenz zwischen dem mittleren Protonierungsgrad des Liganden und dem des
Komplexes darstellt. Die Datenauswertung erfolgt dann mit Hilfe von Gleichung (42). Es ergibt

sich der in Tabelle 26 zusammengefasste Datensatz.

0,8- 100
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2 —— Gd(HL
%06 (HL) - 80 — Abbildung 30: Schematische Darstellung des
& 509 . O\o
%0 — Verlaufs von pg (schwarz gepunktet) am Bei-
% 04 60 § spiel einer 0.07 M Gd(bt-do3a) Ldsung (1.0 m
E 40 ::, TMACI). Das mit HySS2009 berechnete Vertei-
§02 ;x lungsdiagramm ist zusétzlich bunt dargestellt.
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Tabelle 26: Zusammenfassung der Resultate aller Datensatze fir Gadovist® bei pH 1.0 sowie pH 1.5 und einer

lonenstarke von 1.0 M, Inertsalz: TMACI, T = 37 °C. Beriicksichtigung der Protonierbarkeit des Komplexes.

Einseitige Kinetik Zweiseitige Kinetik
koos [NY]  twz[n] o [%] | kein [M?] 0 [%]  Krak [NY] 0 [%]  Knin/Krick
pH1.0 | 6.78:102 10.22 11.2 | 7.19:10% 10.43 0 0 --
pH15 | 237102 29.23 7.7 | 257102 214 7.31-10° 100.0 352

Die so bestimmten Konstanten befinden sich zum einen innerhalb der Standardabweichungen
der Konstanten, die ohne die Berlcksichtigung der Protonierbarkeit des Komplexes erhalten
wurden. Zum anderen ist die Bestimmung von Krick genauso wenig reproduzierbar wie zuvor.
Daher ist es nicht maéglich, einem der beiden Datensatze den klaren VVorzug zu gewahren. Wird
die Protonierbarkeit des Komplexes nicht vernachlassigt, ist das Modell zwar vollstandiger, der

zugrundeliegende Wert der Protonierungskonstante ist allerdings kritisch zu betrachten.
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Dieser ist aufgrund seines &ul3erst sauren Charakters bei der Bestimmung durch potentiometri-
sche Titrationen mit einem relativ grof3en Fehler behaftet. Aus diesem Grund kann keine ein-
deutige Empfehlung fiir die Berlicksichtigung solcher Konstanten ausgesprochen werden. Die-
ser Aspekt wird zwar im Laufe der Arbeit weiter beleuchtet, die finalen Datensétze vernachlas-

sigen jedoch die so ermittelten Konstanten.
(b2) pH 2.0 und pH 2.5

Bis auf die Dosierraten konnten die sonstigen experimentellen Parameter exakt wie bei den
vorigen Experimenten verwendet werden. Die minimale Dosierrate wurde im Vergleich zu pH
1.5 noch einmal halbiert, um den Regelwert so genau wie mdglich zu erreichen. Zudem war es
bei pH 2.5 sinnvoll, die Abstdnde zwischen den Messpunkten deutlich zu erhéhen. Die Halb-
wertszeiten erreichen bei Gadovist® sehr schnell eine GréRenordnung, die sich nicht mehr ohne
weiteres abdecken l&sst, weshalb es ab pH 2.0 nicht mehr mdglich war mehrere t12 zu untersu-
chen. Dies wirde die Langzeitstabilitat der pH-Glaselektrode tberfordern und dementspre-

chend zu Messfehlern fiihren.

Tabelle 27: Experimentelle Parameter der pH-stat Titrationen zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten

Kobs, Knin Und Krck der Dissoziation von Gadovist® bei pH 2.0 und pH 2.5.

Kontrastmittel, Komplex
Methode

Titrationstyp

Inertelektrolyt

Temperatur

Anzahl der Messungen

[GdL]o

[H*], Regel-pH

Regelbereich

Maximale / minimale Dosierrate
Anzahl der Messpunkte
Abstand zwischen Messpunkten

Messdauer

Gadovist®, Gd(bt-do3a)
potentiometrische Titration (pH-stat)
kontinuierlich
TMACI (1.0 M)
37+0.1°C
2 (1.0 M HCI) pro pH
0.07 m
10 mm, pH=2.0

20 mV

1.0 mlI-mint/ 15 pl-mint
640 160

60 min
160 h

3.16 mm, pH =25
20 mv

1.0 ml-mint/ 15 pl-mint

15 min
160 h
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Innerhalb des untersuchten Zeitraumes von ca. 160 h war es zumindest bei pH 2.0 noch relativ
gut moglich, die Reaktion durch eine Kinetik 1. Ordnung zu beschreiben. Abbildung 31 zeigt
jedoch erneut sehr deutlich, dass sich bei der Ausgleichsrechnung Uber die gesamte Messdauer
signifikante Abweichungen zwischen theoretisch berechnetem und gemessenem Volumen er-

geben. Diese fallen jedoch deutlich geringer aus, als es bei Prohance® der Fall war.

. -80 -80
104 4 = _
J _zsaeee*™] ) s
8- e - 60
E £ £ =)
£ °] 0f B 40 5
= 41 g 3 g
=] 20 3 20 g
24 < [Gd*] ---- V(HCl)e 5 === V(HC). 5
] —[GdL] . V(HCI)gemessen ° V(HCl)gemessen
0 T T T O O' T T T T 0
0 40 80 120 160 0 20 40 60 80 100
Zeit [h] Zeit [h]
104 -80
—[Gd*] —
8 L60S
E s
[t} 6- [t
g 40 &
2 44 5
o ~—
> =i
20 &
21 se=" V(HCl)cach o
.« VHD e |
O Ll Ll LJ 0
0 40 80 120 160
Zeit [h]

Abbildung 31: Least-Squares Fit von V(HCl)cac. (rot gestrichelt) an V(HCl)gemssen (SChwarze Punkte) fir eine
0.07 M Gadovist® Losung (1.0 M TMACI) bei pH 2.0. Die berechneten Konzentrationsverlaufe von GdL (schwarze
Linie) und Gd®* (griine Linie) sind zusatzlich dargestellt. Links: Reaktion 1. Ordnung, gesamte Messdauer, Kops =
6.63-:10° h'l, ty, = 104.6 h; rechts: Reaktion 1. Ordnung, Vernachlassigung der Abweichung, kops = 7.09-:10 h'?,
tu2 = 97.7 h; unten: Berlcksichtigung der Reversibilitét, kuin = 7.77-107° h'%, Kruek = 2.21-10°° %, Kpin/Krick = 3.52.

Die Betrachtung der thermodynamischen Gleichgewichte beider Komplexe (Prohance®: Ab-
bildung 22, Gadovist®: Abbildung 29) gibt jedoch Aufschluss iiber den Grund fiir diesen Sach-
verhalt. Bei Prohance® betragt der Gleichgewichtsanteil des Komplexes bereits 14 %, wohin-
gegen der Anteil von Gadovist® nur 5.6 % betragt. Dementsprechend sollte der Einfluss der
Riickreaktion in letzterem Fall geringer ausfallen, sofern ein &hnliches Verhaltnis Kuin/Krick VOr-

liegt. Dies ist der Fall.
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Aufgrund der enorm langen t1> ab pH 2.0 kann die Dissoziation bei Gadovist® nicht mehr bis
zum Ende verfolgt werden. Die Plateaus in den VVolumenkurven, die in den vorherigen Mes-
sungen noch das Erreichen des thermodynamischen Gleichgewichtes angezeigt haben, sind nun
wesentlich schwacher ausgepragt. Wéhrend bei pH 2.0 noch fast zwei Halbwertszeiten verfolgt

werden konnen, wird bei pH 2.5 noch nicht einmal mehr eine erreicht.

Tabelle 28: Ergebnisse der verschiedenen Auswertemethoden fiir die Dissoziationskinetik von Gadovist® bei pH
2.0 sowie 2.5, T = 37 °C, [Gd(bt-do3a)]wt = 70 mm in 1.0 M TMACI. Einseitig: Reaktion erster Ordnung (kobs);
lang: Auswertung der gesamten Reaktion; kurz: Auswertung des Bereichs ohne Abweichung; logarithmisch:

In(100 — V/Vmax. [%]); Vo: Anfangsgeschwindigkeit; zweiseitig: Hin- und Ruckreaktion jeweils erster Ordnung.

GdL — Gd**, einseitige Kinetik
pH 2.0 Lang Kurz Logarithmisch Vo
o (] 6.03-10°3 7.09-10°3 6.82:10°3 7.80-10°3
AVn =0.08 AVn=0.01 R?=10.998 R2=1.000
ti2 [h] 104.6 97.7 101.6 88.8
pH 2.5 Lang Kurz Logarithmisch Vo
1.49-10°® 2.27-10°% 2.14-10°® 2.45-10°°
Kobs [h*Y]
AVn=0.10 AVn =0.002 R? =0.994 R?=0.998
ti2 [h] 466.5 306.0 323.8 283.3
GdL s Gd*, zweiseitige Kinetik
Keiin [07] Krick [™] KHin/KRiick [GdL]w [mM]
pH 2.0 7.77-10°3 2.21-10°3 3.52 15.49
AVN = 4.23-10°
pH 2.5 2.89-10°% 1.28-10 0.23 57.07
AVn = 4.76-10"

Der Ligand tragt bei pH 2.0 im Mittel 4.32 Protonen, bei pH 2.5 sind es nur noch 3.97. Die fir
die vollstandige Komplexdissoziation notwendigen Volumina belaufen sich deshalb auf
15.1 ml und 13.9 ml. Es werden jedoch nur 9.4 ml (pH 2.0) und 2.3 ml (pH 2.5) 1 M HCI hin-
zudosiert. Es zeichnet sich also erneut ein relativ starker Einfluss durch eine Ruckreaktion, vor
allem bei pH 2.5, ab.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION SEITE 98

Die Standardabweichung innerhalb einer Einzelmessung, also zwischen den verschiedenen
Auswerteverfahren, ist erwartungsgeman niedrig, die Reproduzierbarkeit ist dementsprechend
hoch. Ab pH 2.5 (Abbildung 32) ist eine Kinetik 1. Ordnung jedoch nicht mehr geeignet, das

gesamte Reaktionsgeschehen abzubilden.
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Abbildung 32: Least-Squares Fit von V(HCl)cac. (rot gestrichelt) an V(HCl)gemssen (SChwarze Punkte) fir eine
0.07 M Gadovist® Losung (1.0 M TMACI) bei pH 2.5. Die berechneten Konzentrationsverlaufe von GdL (schwarze
Linie) und Gd®* (griine Linie) sind zusatzlich dargestellt. Links: Reaktion 1. Ordnung, gesamte Messdauer, kops =
1.49-103 h'?, ty, = 466.5 h; rechts: Reaktion 1. Ordnung, Vernachlassigung der Abweichung, kops = 2.27-103 h't,
ty2 = 306.0 h; unten: Berlicksichtigung der Reversibilitat, knin = 2.89:107° h'l, Kruck = 1.28:102 h't, Kyin/Kruek = 0.23.

Die Abweichung zwischen gemessenen und berechneten VVolumina nimmt dort signifikant zu,
weshalb die so ermittelte Geschwindigkeitskonstante fiir die Gesamtauswertung vernachlassigt
werden muss. Uber kiirzere Zeitraume liefert die Kinetik 1. Ordnung allerdings noch sehr zu-
verlassige Ergebnisse mit duRerst geringen mittleren Abweichungen pro Messpunkt. Gestitzt
werden die Ergebnisse durch die linearen, zuvor schon oft diskutierten Auftragungen (logarith-

misch und vo), die sich durch ihre hohe Linearitat auszeichnen.
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Die Geschwindigkeitskonstante kons (bestimmt nach einer Reaktion 1. Ordnung) nimmt bei pH
2.0 einen Wert von 7.08-:10° h' (+ 6.3 %) und bei pH 2.5 eine Wert von 2.29-10° h! (+ 5.6 %)
an. Die Halbwertszeiten betragen 97.9 h (x 6.2 h) bei pH 2.0, respektive 302.7 (x 17.0 h) bei
pH 2.5 (Tabelle 28).

Die Qualitat des Fits wird durch die Verwendung einer zweiseitigen Kinetik stark verbessert.
Es ergeben sich keine nennenswerten Abweichungen zwischen theoretisch berechnetem und
gemessenem Volumen mehr. Unter Beriicksichtigung aller Duplikatmessungen und des Ein-
flusses durch die Protonierbarkiet des Komplexes werden die in Tabelle 29 gelisteten Resultate
erhalten. Der Protonierungsgrad des Komplexes (Abbildung 30) betrégt bei pH 2.0 nur 0.12 und
bei pH 2.5 sogar nur noch 0.04. Dies entspricht 2.9 %, respektive 1.0 % des Protonierungsgra-
des des Liganden. Da der ,,reale Protonierungsgrad (p;, — px) dort durch den Komplex nahezu
unbeeinflusst bleibt, ist es nicht erstaunlich, dass sich die neu bestimmten Konstanten (Tabelle
29[°1) nicht signifikant von den Konstanten ohne den Einfluss der Protonierbarkeit des Kom-

plexes unterscheiden.

Die Geschwindigkeitskonstante kops betragt 7.41-10° h' (+ 6.2 %) bei pH 2.0 sowie 2.29-10°3
h™ bei pH 2.5. Die Halbwertszeit der saurekatalysierten Dissoziation von Gadovist® betragt
demnach 93.5 h (+ 5.8 h) bei pH 2.0, respektive 303.1 h bei pH 2.5.

Tabelle 29: Zusammenfassung der Resultate aller Datensitze fiir Gadovist® bei pH 2.0 sowie pH 2.5 und einer
lonenstirke von 1.0 M, Inertsalz: TMACI, T = 37 °C. B Vernachlassigung der Protonierbarkeit des Komplexes,

[oI: Beriicksichtigung der Protonierbarkeit des Komplexes, log Kp®9Hb = 1.15(1).

Einseitige Kinetik[? Zweiseitige Kinetik®
kows []  twz[N] o [%] | k[N o [%] Keook [ 0 [%] Kei/Krook
pH2.0 | 7.41-10° 935 6.2 7.82:10° 064 1.62:10° 364 4.83
pH 25 | 2.29-10° 303.1 -- 2.89-10° -- 1.28-10? -- 0.23

Einseitige KinetikIP! Zweiseitige Kinetik!™!
Kobs "] twz[N] o [%] | kuin (1] o [%] koo [N 0 [%] KeiinfKrock
pH20 | 7.67-10° 90.3 5.7 8.04-10° 0.62 1.4010° 424 4.83
pH25 | 2.31-10° 300.1 -- 2.92:10°3 -- 1.27-102 -- 0.23
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Die Betrachtung der Resultate der zweiseitigen Kinetik zeigt allerdings ein Problem, das zuvor
schon bei Prohance® bestand, allerdings nur bei pH < 2.0. Die Standardabweichung bei der
Bestimmung von kruck ist mit 36.4 % inakzeptabel hoch. Ein moglicher Grund fur die unzu-
reichende Reproduzierbarkeit dieser Konstante kénnte, wie zuvor schon erwéhnt, darin liegen,
dass der Einfluss durch die Riickreaktion wegen der Lage des Gleichgewichtes, welches zu

mehr als 95 % auf der Seite der Zerfallsprodukte liegt, noch sehr gering ist.

Verstéarkt wurde dieser Effekt schlielflich dadurch, dass die Hinreaktion immer noch fast flinf-
mal so schnell ablauft, wie die Riickreaktion. Das Zusammenspiel zwischen der Messgenauig-
keit der Elektrode (+ 0.01 pH), der langen Reaktionsdauer und dem geringen Konzentrations-
unterschied zwischen einem Reaktionsumsatz von 95 % oder von 100 %, konnte derart groRRe

Standardabweichungen erklaren.

Es sei noch erwahnt, dass fur pH 2.5 keine Duplikatmessung vorliegt, weshalb auch keine Stan-
dardabweichung angegeben werden kann. Es kann jedoch festgehalten werden, dass der sich
abzeichnende Trend durchaus sinnvoll erscheint. Es gibt daher keinen Grund das Ergebnis an-

zuzweifeln.

Bei pH 2.0 ist die Dissoziationsreaktion von Gadovist® noch etwa fiinfmal schneller als die
Komplexbildung. Die aus knin und kruck berechnete Gleichgewichtskonzentration [GdL]« be-
tragt 13.44 mm und liegt damit noch sehr deutlich Uber der aus dem thermodynamischen
Gleichgewicht ermittelten Komplexkonzentration (3.92 mm). Bei pH 2.5 dominiert jedoch klar
die Rickreaktion. Sie verlauft mehr als viermal so schnell als die Dissoziation. Mit [GdL]. =
56.91 mm lasst sich jedoch eine Gleichgewichtskonzentration berechnen, die sich schon we-
sentlich besser mit dem thermodynamischen Gleichgewicht deckt (47.03 mm). Dennoch wird
dieses um 17.4 % uberschritten. Die Giiltigkeit der Geschwindigkeitskonstante krick bleibt also
nach wie vor zweifelhaft. Die Bestimmung von Kuin verlauft zwar bei beiden pH-Werten prob-
lemlos, was durch die relativ geringen Abweichungen zu kobs belegt ist (5.2 % bei pH 2.0 und
20.9 % bei pH 2.5). Grundsatzlich sind jedoch die Konstanten, die mit Hilfe der einseitigen

Kinetik bestimmt wurden, als zuverlassiger zu erachten und deshalb zu bevorzugen.
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2.3.3.3. Gd(dota)"; Dotarem®
Das Kontrastmittel Dotarem® wird von Guerbet vertrie-

O
ben. Was die thermodynamische respektive die Kineti-

OTO N/_<O sche Stabilitat des Komplexes angeht, nimmt das Kon-
f trastmittel eine besondere Rolle ein. Es ist mit einigem
N \ Abstand sowohl die thermodynamisch stabilste als auch
\ N die kinetisch inerteste Verbindung. Die hohe Stabilitat

0 N J k des makrozyklischen Komplexes Gd(dota)™ resultiert aus
}_/ O O dessen anionischem Charakter. Im Komplex findet das

9 vollstandig unsubstituierte Grundgerust der makrozykli-
schen Komplexe, das 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraacetat, Anwendung. Durch
achtzahnige Koordination Uber vier Stickstoffatome und vier Carboxylatsauerstoffatome an
Gd** entsteht der besonders stabile, anionische Komplex. Die Koordination an das Zentralka-
tion erfolgt tiber acht Chelatfunfringe (N-Gd-N und N-Gd-O). Die verbleibende neunte Koor-
dinationsstelle wird, wie bei allen anderen Komplexen, ebenfalls von einem Wassermolekil
besetzt. Von den Makrozyklen besteht bei Dotarem® aufgrund der hohen kinetischen Stabilitat
die geringste Gefahr einer signifikanten Gadoliniumfreisetzung. Die thermodynamische Stabi-
litdt des Komplexes ist zudem aufBRerordentlich hoch. Er ist etwa zehntausendmal stabiler als der
zweitstabilste makrozyklische Vertreter Gd(bt-do3a) (Gadovist®). Des Weiteren fiihrt die ne-
gative Ladung des Komplexes, gepaart mit den auRergewohnlich niedrigen sauren, beziehungs-
weise hohen basischen pKs-Werten, zu seiner vergleichsweise hohen konditionellen Stabilitét
(log Kkond. = 18.66) und einem hervorragenden pGd-Wert (pGd = 19.61) (Tabelle 2). Im Ver-
gleich zu allen anderen Liganden, egal ob makrozyklisch oder offenkettig, zeigen der Ligand
dota* und sein Komplex Gd(dota)™ einige besonders interessante koordinationschemische Ei-
genschaften. Wie bereits in friiheren Studien der Arbeitsgruppe geklart werden konnte, ist der
Ligand in der Lage, Komplexe mit den Kationen des eigentlich inerten Hintergrundmediums
zu bilden.B132821 Ays diesem Grund ist auf die Verwendung von KClI als Inertelektrolyt sowie
kaliumhaltige Titrationsmittel zu verzichten. Im Laufe dieser Arbeit hat sich jedoch herausge-

stellt, dass auch TMACI fiir die Durchfiinrung von pH-stat Experimenten an Dotarem® unge-

eignet ist.
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Der Grund hierfiir ist, dass Dotarem® ab pH < 2.0 und bei der fiir die pH-stat Messung nétigen,
sehr hohen Komplexkonzentration (70 mm) in Form eines wasserunldslichen, neutralen Kom-
plexes der Zusammensetzung [Gd(Hzdota)(H20)]Cl-H20O ausféllt. Da von der Verbindung Kris-
talle erhalten werden konnten, wird deren Struktur in Kapitel 2.8.1 genauer diskutiert. An dieser
Stelle reicht es jedoch zu wissen, dass im Festkorper jede dota-Einheit zweifach protoniert vor-
liegt, also als Gd(Hzdota)". Diese Tatsache darf als struktureller Beweis fiir die Existenz einer
zweifach protonierten Komplexspezies, wie in der Literatur oft angedeutet(®78384 angesehen
werden. Des Weiteren wurde das Anion (CI") des Inertelektrolyten tber ein Wasserstoffbri-
ckennetzwerk im Festkdrper gebunden. Aus der Kristallstruktur liel sich aulerdem ableiten,
dass die Bildung dieser Verbindung durch die Verwendung eines raumgreifenderen Anions un-
terbunden werden kann. Zu diesem Zweck wurden die pH-stat Experimente an Dotarem® in
einem eigens dafir hergestellten Hintergrundmedium durchgefihrt. In dem Elektrolyten wurde
Chlorid durch Methansulfonat (CH3SOz) ersetzt, welches aufgrund seiner rdumlischen Struktur
und seiner GroRe fur eine Komplexierung ungeeignet ist. Als Kation wurde nach wie vor das
bewahrte Tetramethylammonium-Kation ((CHz)sN*) verwendet. Die Herstellung des Tetrame-
thylammoniummethansulfonats (TMAMS) erfolgte durch Neutralisation von Tetramethylam-
moniumhydroxid-L6sung (TMAOH, 25 Gew-% in H20) mit Methansulfonsdure (CHsSOzH, >
99.5 %). Das feste Salz konnte durch vollstandiges Entfernen des Lésemittels in reiner Form

erhalten werden.

Wie in den vorigen Kapiteln schon ausfuhrlich diskutiert wurde, ist das zugrundeliegende Teil-
chenmodell entscheidend fir die Qualitat der Ergebnisse der pH-stat Methode. Aus diesem
Grund, und weil thermodynamische Gleichgewichtskonstanten von der Art des Inertelektroly-
ten abhéangig sind, wurden sowohl die pKs-Werte als auch die Stabilitatskonstanten und even-
tuell vorhandene Deprotonierungs-/Protonierungskonstanten des Komplexes im TMAMS Me-
dium erneut bestimmt. Die Resultate dieser Untersuchungen werden in Kapitel 2.7 diskutiert
und mit den Ergebnissen im TMACI Medium gegentiibergestellt. Es ist jedoch fur die weiteren
Ausfiihrungen sinnvoll, an dieser Stelle eine wichtige Erkenntnis vorweg zu nehmen. Die Kon-
stanten in den beiden unterschiedlichen Medien unterscheiden sich nicht signifikant, weshalb
keine ernstzunehmende Auswirkung auf die Resultate der pH-stat Experimente zu erwarten ist.
Zur besseren Vergleichbarkeit mit den bisherigen Resultaten wird dementsprechend das Teil-

chenmodell im TMACI Medium zugrunde gelegt (Tabelle 2).
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(@) Methode der Anfangsgeschwindigkeit:

Fur Dotarem® wurde die Reaktionsordnung ebenfalls mit der Methode der Anfangsgeschwin-
digkeiten untersucht. Da fir das Kontrastmittel eine weitere deutliche Verlangsamung der Dis-
soziationsreaktion im Vergleich zu Gadovist® und Prohance® zu erwarten ist, wurden die Ex-
perimente bei pH 1.0 durchgefuhrt. Die Halbwertszeit betragt dort ca. 39 h und erlaubt deshalb
relativ kurze Messzeiten, um 10 % Umsatz zu erreichen. Da Dotarem® deutlich teurer als die
beiden anderen makrozyklischen Kontrastmittel ist, wurde der Bereich der untersuchten An-
fangskonzentrationen eingeschrankt. Die Messungen wurden in einem Bereich von
0.05 M <[GdL]o <0.1 M in Abstadnden von 10 mm durchgefiihrt. Aufgrund der geringen Kon-
zentrationsabsténde zwischen den Messpunkten wurde jede Messung wenigstens einmal wie-
derholt. Die Reaktion wurde erneut durch rasche Zugabe konzentrierter Sdure, in diesem Fall
allerdings CH3SOzH (> 99.5 %), gestartet. Der Protonenverbrauch wurde dann selbstverstand-
lich mittels 1.0 m CH3SOsH ausgeglichen. Die auf 37 °C thermostatisierten Probenldsungen
enthalten zusatzlich 1.0 M TMAMS, um eine moglichst konstante lonenstarke zu gewahrleis-
ten. Die Maximaldauer einer Messung hat 24 h nicht Gberschritten. Die Datenauswertung er-

folgte jedoch jeweils maximal bis zu einem Umsatz von 10 %.

Tabelle 30: Experimentelle Parameter der pH-stat Titrationen zur Bestimmung der Reaktionsordnung der Disso-

ziation von Dotarem® bei pH 1.0.

Kontrastmittel, Komplex Dotarem®, Gd(dota)"
Methode potentiometrische Titration (pH-stat)
Titrationstyp kontinuierlich
Inertelektrolyt TMAMS (1.0 M)
Temperatur 37+0.1°C
Anzahl der Messungen 12 (1.0 m CH3SO3H)
[GdL]o 0.05M-0.1m
[H*], Regel-pH 100 mm, pH=1.0
Regelbereich 15 mV
Maximale / minimale Dosierrate 1 ml-min* /50 pl-mint
Anzahl der Messpunkte 720

Abstand zwischen Messpunkten 2 min
Messdauer 24 h
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Die experimentellen Bedingungen kdnnen Tabelle 30 entnommen werden. Es ist zu beachten,
dass die minimale Dosierrate mit 50 pl-min vergleichsweise schnell ist. Dies liegt daran, dass
zum Erreichen von pH 1.0 unter Umstanden zu viel Zeit verginge, wenn dieser Wert zu klein
gewahlt wird. Da Dotarem® das erste Kontrastmittel war, das im Rahmen dieser Dissertation
untersucht wurde, sind die Abstdnde zwischen den Messpunkten noch sehr klein (2 min). Es
hat sich allerdings sehr schnell herausgestellt, dass derart kleine Abstande keinen Zugewinn an
Informationen mit sich bringen. Deshalb wurden die Abstdnde bei den zuvor besprochenen

Verbindungen groRer gewahlt.

Wie zu erwarten war, ist auch bei Dotarem® eine zutreffende Beschreibung der Reaktionskine-
tik fur kleine Umsétze durch eine Reaktion 1. Ordnung moglich. Die Resultate der Experimente
(Tabelle 31, Abbildung 33) belegen dies anschaulich.

Tabelle 31: Ergebnisse der Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit des Saureverbrauchs Rops und der Dissozi-

ationsrate Rq des Kontrastmittels Dotarem® bei pH 1.0.

[GdL]o Robs R? Rd = Vo Kobs tir

[mol-1"Y] [ml-h™] [mol-I?-s] [1/s] [h]
0.05 0.257 1.000 2.41-107 4.82-10° 39.96
0.06 0.292 0.999 2.74-10°7 4.56-10° 42.27
0.07 0.364 1.000 3.41-107 4.87-10°° 39.57
0.08 0.441 0.999 4.14-107 5.17-10° 37.83
0.09 0.477 0.999 4.47-107 4.97-10°° 38.76

Die aus der doppelt logarithmischen Auftragung der Dissoziationsrate Rq gegen die Anfangs-
konzentration [GdL]o bestimmte Reaktionsordnung a (Steigung) betragt 1.167. Damit liegt sie
zwar etwas hoher als bei den anderen Kontrastmitteln, aufgrund der Nahe zu 1 darf aber den-
noch eine Reaktion 1. Ordnung angenommen werden. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
ist sehr gut. Die einzelnen Auftragungen zur Ermittlung der Anfangsgeschwindigkeit (V vs. t)
zeigen ausgezeichnete Linearitat (0.999 <R?<1.000). Die etwas schlechtere Linearitat der
doppelt logarithmischen Auftragung (R? = 0.984) resultiert wahrscheinlich aus den geringeren
Absténden zwischen den einzelnen Messpunkten, gibt jedoch keinen Anlass das Ergebnis an-
zuzweifeln. Die Halbwertszeit der Komplexdissoziation von Dotarem® bei pH 1.0 betragt
38.88 h+3.21 h. Dies entspricht einer Geschwindigkeitskonstante kops von 1.80-102h
(£ 8.3 %).
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> A Abbildung 33: Ermittlung der Reaktionsordnung
5.8+ . a durch doppelt logarithmische Auftragung der
anfénglichen Dissoziationsrate Rq (~ 10 % Um-
25,71 satz) gegen die Anfangskonzentration [GdL]o. a
ig” ] ergibt sich aus der Steigung der in rot dargestellten
5,64 linearen Regression. pH = 1.0, 1 M TMAMS,
z 0.05 M bis 0.1 M Dotarem®, a=1.167, R? = 0.984.

5,54 °

0 L1 12 13
log [GdL],

(b) Untersuchung der Dissoziationskinetik zur Bestimmung von Kobs, Knin Und Krick

Zur Untersuchung der saurekatalysierten Komplexdissoziation von Dotarem® wurden Losun-
gen des Kontrastmittels mit einer Komplexkonzentration von 0.07 M ([GdL]o) verwendet. Aus
den am Anfang des Kapitels genannten Griinden wurden die Messungen mit TMAMS als Iner-
telektrolyt bei einer lonenstérke von 1.0 mol-1" durchgefiihrt. Die Probenlésungen wurden, wie
auch schon zuvor, auf 37 °C £ 0.1 °C temperiert. Wegen der sehr langsamen Reaktionskinetik
des untersuchten Komplexes konnte das Reaktionsgeschehen nur unterhalb von pH 1.3 Uber
mehrere Halbwertszeiten beobachtet werden. Oberhalb war dies nicht mehr sinnvoll. Dotarem®
war das erste der drei makrozyklischen Kontrastmittel, das untersucht wurde. Deshalb unter-
scheiden sich die pH-Inkremente noch von den anderen beiden Liganden. Erst nach der voll-
stdndigen Untersuchung dieses Komplexes wurde klar, dass der bei den anderen beiden Mak-
rozyklen verwendete pH-Bereich vollkommen ausreichend ist. Untersucht wurde die Dissozia-
tionsreaktion von Dotarem® also im Bereich 0.9 < pH < 2.5, wobei die pH-Inkremente zwi-
schen 0.1 und 0.4 pH-Einheiten lagen. Zur besseren Beurteilung der Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse wurde in der Regel jede Messung doppelt oder gar dreifach ausgefiihrt. Die Daten-
auswertung erfolgte erneut auf Basis der beiden bereits besprochenen kinetischen Modelle (ein-

seitige vs. zweiseitige Kinetik).

Auch fiir Dotarem® konnte in separaten Experimenten die Protonierbarkeit des Komplexes
nachgewiesen werden (Tabelle 2). Es konnten zwei Protonierungskonstanten bestimmt werden
(log Kp®4Hb = 1.22(3), log Kp®4H2b = 1.0(1)). Aus diesem Grund wurde auch fiir dieses Kon-

trastmittel der Einfluss des mittleren Protonierungsgrades des Komplexes auf die Bestimmung

der Geschwindigkeitskonstanten untersucht.
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Auler der Tatsache, dass fir den Komplex Gd(dota) ein anderer Inertelektrolyt, namlich
TMAMS, eingesetzt werden muss, traten bei der Datenauswertung keinerlei Besonderheiten
auf. Deshalb, und weil es in diesem Fall deutlich mehr Datenpunkte gibt (kleinere pH-Inkre-
mente), die das qualitative Ergebnis jedoch unbeeinflusst lassen, werden in diesem Kapitel le-
diglich graphische Darstellungen der Dissoziationsreaktion bei den, den pH-Bereich eingren-
zenden pH-Werten (pH 1.0 und 2.5) gezeigt. Alle wichtigen Messparameter sowie Resultate
werden in tabellarischer Form zusammengefasst und unter den bisherigen Gesichtspunkten dis-

kutiert und beurteilt.

Tabelle 32: Experimentelle Parameter der pH-stat Titrationen zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten

Kobs, Knin Und Krgck der Dissoziation von Dotarem® bei pH 1.0 und pH 2.5.

Kontrastmittel, Komplex Dotarem®, Gd(dota)"
Methode potentiometrische Titration (pH-stat)
Titrationstyp kontinuierlich
Inertelektrolyt TMAMS (1.0 M)
Temperatur 37x0.1°C

Anzahl der Messungen 2 bis 3 (1.0 m HCI) pro pH
[GdL]o 0.07 M

[H*], Regel-pH 100 mm, pH = 1.0 bis 3.16 mm, pH =25
Regelbereich 15 mV

Maximale / minimale Dosierrate 1.0 ml-min*/ 15 pl-mint
Abstand zwischen Messpunkten 50shislh

Messdauer 48 h bis 160 h

Aufgrund der durchweg langsamen Zerfallskinetik war es bei Dotarem® méglich, die experi-
mentellen Parameter bei allen untersuchten pH-Werten weitgehend unveréndert zu lassen. Le-
diglich die Abstande zwischen einzelnen Messpunkten und damit die Gesamtanzahl an Mess-
punkten wurden variiert. Dies hat jedoch keinen Einfluss auf die Ergebnisse der Methode. Bei
diesem Makrozyklus ist es durchweg sinnvoll eine relativ niedrige minimale Dosierrate anzu-
wenden, da so das Regelpotential sehr exakt erreicht wird. AuRerdem ist der zeitliche Verlust,
der durch die langsame Einstellung des Regel-pH entsteht, im Vergleich zur Dissoziationsdauer

vernachlassigbar gering.
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Abbildung 34: Least-Squares Fit von V(HCl)cac. (rot gestrichelt) an V(HCl)gemssen (SChwarze Punkte) fir eine
0.07 M Dotarem® Losung (1.0 M TMAMS) bei pH 1.0. Die berechneten Konzentrationsverlaufe von GdL
(schwarze Linie) und Gd®* (griine Linie) sind zusatzlich dargestellt. Links: Reaktion 1. Ordnung, gesamte Mess-
dauer, kobs = 2.10-:102 h't, ty, = 33.01 h; rechts: Reaktion 1. Ordnung, Vernachlassigung der Abweichung, kos =
2.38:102 h%, ty = 29.15 h; unten: Berticksichtigung der Reversibilitat, kyin = 2.39:102 h'l, Kruek = 1.84-107 h'?,
Knin/Krick = 12.99.

Im Vergleich zu den beiden anderen makrozyklischen Kontrastmitteln, ergibt sich bei Dota-
rem® ein nahezu identisches Bild. Bei pH 1.0 ist eine Kinetik 1. Ordnung zur Beschreibung des
Reaktionsgeschehens immer noch relativ gut geeignet (Abbildung 34). Selbst bei der Betrach-
tung der gesamten untersuchten Zeitspanne ergibt sich zwar eine deutliche, aber dennoch ak-
zeptable Abweichung zwischen theoretisch berechnetem und tatsachlich gemessenem Volu-
men. Exponentielle beziehungsweise lineare Fits liefern fur einen kiirzeren Zeitraum sehr gute
Resultate. Dieser Sachverhalt &ndert sich, wie zu erwarten, mit steigendem pH-Wert. Auch fur
dieses Kontrastmittel gewinnt ab ca. pH 2.0 die Riickreaktion, also die erneute Komplexbil-
dung, an Einfluss. Dort kann das Reaktionsgeschehen nur noch fir kurze Reaktionszeitraume
mit einer Reaktion 1. Ordnung beschrieben werden. Die Beeinflussung durch die Riickreaktion
ist bei Dotarem® erstmals so stark ausgepragt, dass die Geschwindigkeitskonstante Krack Zu-

mindest ab pH 2.1 zuverlassig bestimmbar ist.
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Abbildung 35: Least-Squares Fit von V(HCl)cac. (rot gestrichelt) an V(HCl)gemssen (SChwarze Punkte) fur eine
0.07 M Dotarem® Losung (1.0 M TMAMS) bei pH 2.5. Die berechneten Konzentrationsverlaufe von GdL
(schwarze Linie) und Gd®* (griine Linie) sind zusatzlich dargestellt. Links: Reaktion 1. Ordnung, gesamte Mess-
dauer, kobs = 6.55-10° h?, t1, = 1.21 a; rechts: Reaktion 1. Ordnung, Vernachlassigung der Abweichung, Kops =
3.26:10* h%, ty» = 88.53 d; unten: Beriicksichtigung der Reversibilitit, knin = 4.68-:10 h'%, Kruck = 6.28-1072 h'?,
Knin/Krick = 0.0075.

Zur besseren Vergleichbarkeit mit Prohance® und Gadovist® erfolgte einen Test auf die Be-
stimmbarkeit von krick lediglich bei den ausgezeichneten pH-Werten (1.0 < pH < 2.5), die auch
schon bei den anderen Makrozyklen untersucht wurden. Besonders interessant an diesem Re-
sultat ist die Tatsache, dass sogar die Gleichgewichtskonzentration [GdL].. nahezu exakt mit
der aus den thermodynamischen Daten berechneten Konzentration Ubereinstimmt. So ergibt
sich z. B. bei pH 2.5 (Abbildung 35) eine Gleichgewichtskonzentration von 69.48 mm (Ergebnis
einer Einzelmessung). Die thermodynamischen Daten (Abbildung 15, S.49) ergeben eine Kon-
zentration von 69.02 mm und unterscheiden sich damit nur noch um 0.66 % von den kinetischen
Daten. Dies und die besonders geringen Standardabweichungen von 4.32 % deuten darauf hin,
dass die Bestimmung von krick im Falle von Dotarem® sehr exakt und gut reproduzierbar mog-

lich ist.
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Besondere Aufmerksamkeit sollte auRerdem dem Umstand zukommen, der bereits in Kapitel
2.2 e) diskutiert wurde. In dem Fall, wie hier, dass die Riickreaktion etwa 133-mal schneller als
die Hinreaktion verlauft, kommt das gesamte Reaktionsgeschehen zu einem sehr frithen Erlie-
gen. Dies wird an den rasch abflachenden Konzentrationsverlaufen von GdL und Gd** in Ab-
bildung 35 sehr deutlich sichtbar. Es sei noch zusétzlich erwéhnt, dass der fast treppenartige
Verlauf der Volumenzugabe nicht Gberraschend ist. Der Kurvenverlauf resultiert aus der ohne-
hin sehr langsamen Reaktionsgeschwindigkeit, gepaart mit dem zunehmenden Einfluss der
Rickreaktion. Durch die immer langsamere Freisetzung des protonenverbrauchenden Liganden
dauert es immer langer, bis eine ausreichend groRe pH-Anderung detektiert werden kann, auf
die dann mit einer Volumenzugabe reagiert wird. So kommt es, dass bei fortschreitender Reak-
tionsdauer einige Zeitinkremente ohne Volumenzugabe vergehen kénnen, wodurch die Trep-

penform entsteht.

Unterhalb von pH 2.0 ergeben sich keine sinnvollen Resultate fur die Riickreaktion. Hier man-
gelt es erneut an Reproduzierbarkeit, weshalb sich enorme Standardabweichungen (bis zu
86 %) ergeben. Dieses Ergebnis deckt sich ebenfalls mit den Resultaten der anderen Kontrast-

mittel.

Die Datenauswertung erfolgte zusatzlich unter Bericksichtigung der Protonierungskonstanten
des Komplexes. Aus diesen lasst sich der mittlere Protonierungsgrad py (Abbildung 36) be-
rechnen, welcher vom Protonierungsgrad des Liganden (Abbildung 14, S. 48) subtrahiert, den
realen Protonierungsgrad ergeben sollte. Es gelten selbstverstandlich wieder die Einschrankun-

gen, die sich durch die mdglicherweise fehlerbehafteten Protonierungskonstanten ergeben.
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Tabelle 33: Zusammenfassung der Resultate aller Datensétze fiir Dotarem® von pH 0.9 bis pH 2.5 und einer
lonenstirke von 1.0 M, Inertsalz: TMAMS, T = 37 °C. [: Vernachlassigung der Protonierbarkeit des Komplexes,
bl: Beriicksichtigung der Protonierbarkeit des Komplexes, log Kp®dHb) = 1.22(3), log Kp®4H2b) = 1,0(1).

Einseitige Kinetik[®! Zweiseitige Kinetik®
kobs [NY]  tiz[h] o [%] | kein[NY] o [%] kruek [NY] o [%]  Kuin/Krick
pHO0.9 | 291-10%2 23.85 5.06 -- -- -- -- -
pH1.0 | 2.07-10%2 33,53 10.02 | 2.24-102 9.72  2.32:10° 79.69 9.66
pH1.1 | 1.20-10%2 57.82 3.66 -- -- -- -- -
pH1.3 | 6.76-10° 102.50 11.93 -- -- -- -- -
pH15 | 423-10° 163.96 14.67 | 4.22-:10° 15.17 1.19-10° 85.67 3.55
pH1.6 | 3.63-10° 190.97 2.69 -- -- -- -- -
pH1.7 | 2.30-10° 301.96 9.44 -- -- -- -- -
pH1.8 | 1.86-10° 373.66 14.34 -- -- -- -- -
pH2.0 | 1.42-10° 48899 4.21 -- -- -- -- -
pH2.1 | 9.93-10* 698.35 4.18 | 1.22:10° 5.35 154102 13.64 0.079
pH25 | 2.96-10% 2341.71 10.40 | 4.68-10* 0.11 6.02:102 4.32 0.0078

Einseitige Kinetik[®! Zweiseitige Kinetik[]
kobs [N1]  twz[h] o [%] | kein [n™] o [%] kruek [N™?] o [%]  Khin/Krick
pH1.0 | 2.78:10% 2497 15.68 | 3.14-10% 17.03 0 0 --

pH 15 | 4.32:10° 160.28 1575 | 4.61-10° 1296 9.32:10* 95.17 4.95
pH21 | 1.04-10° 66830 5.11 | 1.25:10° 555 1.5410° 13.64 0.081
pH25 | 3.20-10% 2165.01 2.14 | 472:10* 0.08 6.02:10° 4.30 0.0078

Die gesamten Ergebnisse des Kontrastmittels Dotarem® sind in Tabelle 33 dargestellt. Wird die
Protonierbarkeit des Komplexes vernachléssigt, ergeben sich Standardabweichungen zwischen
3.66 % und 14.67 %. Die Standardabweichungen folgen dabei keinem ersichtlichen Trend in
Abhéngigkeit des pH-Wertes. Zudem liegen die o-Werte innerhalb einer Einzelmessung &ulerst
niedrig (0.81 % <0 <9.21 %). Insgesamt sind die Resultate damit relativ gut reproduzierbar.
Wie oben schon angesprochen, ist eine Bestimmung von Krick erst ab pH > 2.0 sinnvoll. Die
Fitqualitat wird zwar auch bei niedrigeren pH-Werten deutlich verbessert, wenn eine zweisei-
tige Kinetik zugrunde liegt, die Resultate werden dadurch aber nicht sinnvoller. Dies drickt

sich auch in den enorm grol3en o-Werten (bis 95 %) unterhalb von pH 2.0 aus.
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Eine genauere Betrachtung des allgemeinen Trends des Verhaltnisses der Geschwindigkeits-
konstanten von Hin- und Rickreaktion zeigt, trotz der teilweise sehr groen Standardabwei-
chung, einen plausiblen Trend. Es ist eine generelle Zunahme des Einflusses der Ruckreaktion

mit steigendem pH zu beobachten.

Bei Berucksichtigung der Protonierungskonstanten des Komplexes werden die Geschwindig-
keitskonstanten bei pH 1.0 und 1.5 wie erwartet etwas groRer und die Halbwertszeiten dement-
sprechend kleiner. Dies liegt daran, dass das hinzugefligte Volumen an 1.0 M S&ure nun einem
insgesamt kleineren realen Protonierungsgrad gegeniibersteht. Dadurch verringert sich auch das
maximal notwendige Saurevolumen, das zur vollstandigen Komplexdissoziation bendétigt wird
und die Reaktionsgeschwindigkeit erscheint dementsprechend hoher (+ 25 % bei pH 1.0 und
+ 2.1 % bei pH 1.5). Bei pH 1.0 liegt die neubestimmte Konstante damit deutlich aul3erhalb der
Standardabweichung der Konstante ohne die Komplexprotonierung. Dieser Effekt wird selbst-
verstandlich mit steigendem pH immer kleiner, was sich bereits ab pH 1.5 zeigt. Mit einem
Unterschied von lediglich 2.1 % sind die Konstanten hier schon nicht mehr voneinander unter-
scheidbar, liegen also innerhalb ihrer o-Werte. Das gleiche Bild ergibt sich fir die Geschwin-
digkeitskonstante der Hinreaktion. AufRer bei pH 1.0 decken sich die Ergebnisse der beiden
Modelle. Die Reproduzierbarkeit ist vergleichbar. Die Standardabweichung bei Mehrfachmes-
sungen liegt zwischen 2.1 % und 15.7 %, innerhalb einer Messung ergeben sich fur die ver-

schiedenen Auswertemethoden o-Werte zwischen 1.0 % und 12.2 %.

Es bleibt dennoch die Frage, ob dem Modell, das die Komplexprotonierung bercksichtigt, ob-
wohl grundsatzlich genauer, der VVorzug gewahrt werden sollte. Die Protonierungskonstanten
des Komplexes enthalten eine gewisse Unsicherheit, die sich bei der Bestimmung sehr saurer
pKs-Werte mit Hilfe potentiometrischer Titrationen ergibt. Hinzu kommt das Bestreben des
Komplexes, bei einer Titration ins Saure (so werden die log Ke-Werte bestimmt) zu zerfallen,
was es noch schwieriger macht, die Gleichgewichtskonstanten genau zu bestimmen. Aus die-
sem Grund wird bei Dotarem®, genau wie bei Gadovist®, dem Modell, welches den mittleren
Protonierungsgrad des Komplexes unberiicksichtigt lasst, der Vorzug gewéhrt. Es sollte aller-
dings festgehalten werden, dass diese Resultate &uRerst deutlich machen, dass eine erfolgreiche
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante des saurekatalysierten Komplexzerfalls mit Hilfe

eines pH-stat mit der Qualitéat des zugrundeliegenden Teilchenmodells steht und féllt.
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2.4. Verfolgung des Komplexzerfalls durch Messung von Proto-

nenrelaxationsraten

Die flr diesen Teil der Arbeit durchgeflihrten Relaxationsmessungen wurden in Anlehnung an
die von T. Frenzel (Bayer Pharma AG, Berlin, Orientierende Bestimmung der Komplexbil-
dungsgeschwindigkeiten von Gd-DTPA, Gd-DOTA und Gadobutrol durch Messung der Ab-
nahme der T1-Ratel®l) abgehaltene Studie aufgesetzt. In diesem Zusammenhang sollen zu-
néchst die dort besprochenen Ergebnisse und die angewendete Methodik diskutiert und gleich-

zeitig wichtige Bezlige zu dieser Arbeit hergestellt werden.

Paramagnetisches Gd(111) beeinflusst die Relaxationsraten von Protonen. Mittels *H-NMR Ex-
perimenten lassen sich anhand von Relaxivitdtsmessungen Rickschlisse Gber die Zusammen-
setzung einer Probenldsung ziehen. Die Analyse der zeitlichen Anderung der Relaxationsraten
(1/T1 oder 1/T,) in Losungen der MRT-Kontrastmittel gibt Aufschluss tiber die freie Gd** Kon-
zentration (Kapitel 1.2 bis 1.3) und damit tber die Kinetik der Komplexbildung beziehungs-
weise des Komplexzerfalls. Die Relaxationsraten der einzelnen Spezies werden durch mehrere
Faktoren beeinflusst. Dazu zahlen vor allem die Anzahl der direkt an das Gadolinium gebun-
denen Wassermolekdile, aber auch die mittlere Verweilzeit der Wasserliganden sowie die Tau-
melbewegung des gesamten Komplexes. Es ist anzunehmen, dass sowohl Bildung als auch Zer-
fall sequenziell Giber mehrere Zwischenprodukte verlaufen (Abbildung 7, S. 25). Freie Gd**-
lonen binden in der ersten Koordinationssphére acht Wassermolekiile!*4, wohingegen Gd(l11)
in den Kontrastmitteln trotz neunfacher Koordination nur noch ein Wassermolekul bindet. Die
verbleibenden acht Koordinationsstellen werden von den Donoratomen des Liganden besetzt.
Deshalb ist es plausibel, dass wahrend der Reaktion Zwischenprodukte mit einer intermedidren
Anzahl gebundener Wasserliganden durchlaufen werden. Uber die Zuordnung einer spezifi-
schen Relaxationsrate zu solchen Intermediaten wiirden sowohl die zeitliche Erfassung des Re-

aktionsgeschehens als auch Aussagen Uber die Struktur solcher Zwischenprodukte moglich.

An dieser Stelle setzt die Studie von T. Frenzel an. Ziel war es, die Reaktionskinetik der Kom-
plexbildung des offenkettigen Kontrastmittels Magnevist® (Gd(dtpa)?) und der beiden makro-
zyklischen Vertreter Dotarem® (Gd(dota)’) und Gadovist® (Gd(bt-do3a)) zu untersuchen. Die
Messung der T:1-Rate erfolgte dabei in leicht saurer, mit Acetat oder Formiat gepufferter Losung
(pH 3 — 5) bei einer Temperatur von 37 °C. Die Gd**-Konzentration betrug jeweils 1.0 mm.

Den Losungen wurde TMACI zugesetzt, sodass eine lonenstarke von 1.0 mol-I" vorlag.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION SEITE 113

Die Relaxationszeiten wurden bei 1.41 T gemessen und die Reaktion wurde durch Zugabe von

GdCls zum jeweiligen Liganden gestartet.

Es sei auf einen entscheidenden Vorteil dieser Methode hingewiesen. Die Anderung der Re-
laxationsrate lasst sich sehr genau messen, weshalb fur die Durchfiihrung eines Experiments
viel geringere Mengen an Gadolinium respektive Kontrastmittel nétig sind, als es bei der pH-
stat Methode der Fall war (Relaxivity: [Gd**]iota bzw. [GdL]wot = 1.0 mmol-I?, pH-stat:
[GdL]twtar = 70 mmol-I). Dies bedeutet nicht nur eine enorme Substanzersparnis, sondern
bringt noch einen weiteren Vorteil mit sich. Es ist in diesem Fall sehr einfach, eine konstante
lonenstérke zu gewéhrleisten. Dadurch spielen Fehler, die sich aus der Nichteinhaltung einer

konstanten lonenstarke ergeben kénnen, keine Rolle mehr.

Die Resultate von T. Frenzels Untersuchungen zeigen das Folgende: i) Mit steigendem pH wird
die Komplexbildung deutlich beschleunigt. Dies ist absolut plausibel, da der Protonierungsgrad
der Liganden mit steigendem pH sinkt und somit eine Bindung an das Metallkation erleichtert
wird. ii) Die Bildung von Gd(dtpa)? ist im untersuchten pH-Bereich so schnell, dass bereits
beim ersten Messpunkt die Relaxivitat des Komplexes erreicht ist. Eine Abhéngigkeit vom Pro-
tonierungsgrad des Liganden HyL kann hier also nicht festgestellt werden. Die Komplexbildung
ist zu schnell, um sie mit dieser Methode untersuchen zu kénnen. iii) Die Bildung der beiden
makrozyklischen Komplexe dauert je nach pH zwischen 90 s und 3 d, wobei Gd(dota)™ grund-
séatzlich schneller gebildet wird, als Gd(bt-do3a). Dies ist ebenfalls plausibel, da der Ligand
dota* einen anionischen und damit stabileren Komplex bildet, als bt-do3a* (Kapitel 1.4.1). iv)
Sowohl bei dota* als auch bei bt-do3a® lsst sich eine im Vergleich zu freiem Gd**y leicht
erhohte Ti-Rate kurz nach Beginn der Reaktion beobachten, die dann in einem zweiphasigen
Verlauf auf das Niveau des jeweiligen Komplexes absinkt. Dieser Effekt konnte bei pH 3 und
4, nicht aber bei pH 5 beobachtet werden. Dieser Sachverhalt ist insofern tiberraschend, als dass
die Relaxationsrate mit der Anzahl der gebundenen Wasserliganden korreliert ist. Diese sollte
allerdings wéhrend der Komplexbildung von acht auf eins sinken. Die unerwartet hohe Relaxa-
tionsrate unmittelbar nach Reaktionsbeginn lasst sich im Grunde nur dadurch erkldren, dass in
einem ersten Schritt eine Komplexbildung stattfindet, bei der nur eine geringe Anzahl an Was-

serliganden substituiert werden.
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Sollte in diesem Schritt bereits der Wechsel der Koordinationszahl von acht auf neun erfolgen,
kdnnten die verbleibenden Wassermolekiile in Kombination mit einer woméglich glinstigeren
mittleren Verweilzeit oder Taumelbewegung zur Erhéhung der Relaxationsrate fihren und den
eigentlichen Wasserverlust Gberkompensieren. Mit der in der Literatur postulierten direkten
Bildung eines ersten Zwischenproduktes, bei dem alle vier Caboxylatgruppen von dota* (res-
pektive alle drei Carboxylatgruppen und eine alkoholische OH-Gruppe von bt-do3a®) an Gd®*
koordinieren, lasst sich diese Beobachtung nicht vereinbaren.[814]

Die beste Ubereinstimmung zwischen gemessenen und berechneten Daten konnte in der Studie
demnach durch das folgende kinetische Modell erreicht werden: Der beobachtete mehrphasige
Verlauf deutet auf das Auftreten einzelner Intermediate hin, die sich direkt durch ihre Relaxi-
vitat unterscheiden lassen. Dieser Befund l&sst sich kinetisch so interpretieren, dass in einem
ersten, sehr schnellen Schritt ein initialer Komplex GdL" gebildet wird. Dieser bindet das Ga-
dolinium noch relativ schwach, weshalb der Ligand noch teilweise protoniert vorliegt und der
Komplex relativ viel Wasser enthélt. Dieser Komplex entspricht am ehesten der in Punkt iv)
genannten Interpretation des Anstiegs der Relaxivitat kurz nach Start der Messung. In einer
anschlieBenden ,,Reifung* wird Gadolinium immer intensiver an den Komplex gebunden, wo-
bei dieser Wassermolekiile verliert. Die sich dabei bildenden, mehr oder weniger langlebigen
Intermediate werden als GdL"™ bezeichnet. Diese gehen letztlich direkt in den finalen Komplex
GdL tber (51).

Gd** + H,L e Gl 36dL S Gdl (51)
Mit diesem Modell war es also moglich, die Zeitabhangigkeit von T1 in guter Ubereinstimmung
zu reproduzieren. Die Resultate von T. Frenzels Studie sind in Tabelle 34 zusammengefasst.
Frenzel schlussfolgert, dass man, wenn auch nur mit einer gewissen Vorsicht, aus den Relaxi-
vitdten der einzelnen Spezies ihren Wassergehalt ableiten kénne. Demnach trage GdL™ noch
drei und GdL™ nur noch ein Wassermolekiil. Dies ist zwar im Sinne des Wasserverlustes wah-
rend der Komplexbildung plausibel, aber anhand der einzelnen Gré3en nur relativ schwer nach-

vollziehbar.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION SEITE 115

Tabelle 34: Die von T. Frenzel erhaltenen Resultate fiir &quimolare Lésungen von Gd3* (1 mm) und dem jeweili-
gen Ligand in 1 M TMACI bei 37 °C. r: Relaxivitat der jeweiligen Verbindung (Gleichung (1), S. 9).

Gd(bt-do3a) Gd(bt-do3a) Gd(bt-do3a) Gd(dota)

pH5 pH 4 pH 3 pH 3
ke [h] 40.9 10.2 0.413 5.19
k [h] 6.91 1.79 0.069 1.54
r [I-mmol?-s?] 9.9 10.2 9.2 95
re [I-mmol?-s] 4.5 5.4 5.6 48
r [I-mmol*-s] 35 3.6 3.7 3.1

Des Weiteren stellt die Studie eine Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender Lig-
andkonzentration fest. Dieses Ergebnis steht allerdings im Widerspruch zur Annahme des ein-
seitig verlaufenden ersten Reaktionsschritts, bei dem es zur raschen und vollstandigen Bildung
von GdL" kommt. Eine Reaktion zweiter Ordnung (d[GdL")/dt = k-[Gd*"]-[HyL] wiirde diesen
schnellen Schritt dann zwar besser beschreiben, fiir die anschlieBenden Folgeschritte, die ,,Rei-
fung®, spielt die Ligandkonzentration jedoch iiberhaupt keine Rolle mehr. Also kann dieser
Befund im Grunde nur so interpretiert werden, dass der initiale erste Schritt nicht vollstandig
(einseitig) ablauft. In diesem Fall ist die Riickreaktion, also der Zerfall von GdL" zu Gd** und
HyL offensichtlich schnell genug, um ein Vorgleichgewicht zu bilden. Dies ist absolut plausi-
bel, da in dem hier diskutierten Modell davon ausgegangen wird, dass die Gd-Ligand Bindung
in GAL" ohnehin noch relativ locker ist und eine Stabilisierung dieser in Folge der ,,Reifung*
zustande kommt. Aufgrund der geringen Stabilitat dieses Assoziats im Vergleich zum finalen
Komplex geht sowohl sein Zerfall als auch seine Bildung rasch vonstatten. Zunehmende Lig-
andkonzentration fiihrt dann zu einer Erhéhung von GdL" im Vorgleichgewicht und somit auch
zu einer insgesamt schnelleren Bildung des Endproduktes GdL. Ebenfalls plausibel ware es,
dass die gesamte Reaktion, wie es in erster Linie auch anzunehmen ist, nach einer Kinetik
2. Ordnung verlauft. Eine Identifikation von Zwischenprodukten ist dann nicht mehr mdglich.
AuRerdem lasst sich die anfanglich erhéhte Relaxationsrate nicht mehr ohne weiteres erklaren.
Die erh6hte Reaktionsgeschwindigkeit in Abhdngigkeit der Konzentration des Liganden wére

damit aber nachzuvollziehen.
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2.5. Relaxiviatsexperimente

2.5.1. Bemerkungen zur Methode

In Anlehnung an T. Frenzels Studie® wurde in dieser Arbeit die saurekatalysierte Dissoziation
der makrozyklischen Kontrastmittel Prohance® (Gd(hp-do3a)) und Gadovist® (Gd(bt-do3a))
sowie Dotarem® (Gd(dota)") verfolgt. Im Gegensatz zur pH-stat Methode konnten wesentlich
kleinere Mengen der Kontrastmittel eingesetzt werden. Deshalb wurden 1 mm Kontrastmitte-
I6sungen verwendet (um den Faktor 70 verringerte Konzentration im Vergleich zur pH-stat
Methode). Die lonenstérke betrug bei allen Experimenten 1 M. Es besteht demnach nicht die
Gefahr, dass die lonenstarke wéhrend der Messung verandert wird. Als Inertsalz fand TMACI
Verwendung. Dies gilt auch fiir Dotarem®. Solange eine kritische Komplexkonzentration nicht
uberschritten wird, kommt es mit TMACI nicht zur Ausfallung von [Gd(H2dota)(H20)]CI-H-0,
weshalb auf die Verwendung von TMAMS verzichtet werden kann. Alle Kontrastmittel wurden
im Bereich 1.0 < pH < 2.5 in Inkrementen von 0.5 pH-Einheiten bei 37 °C durch Messung der

T1- und T»-Zeiten untersucht.

Die Messung von entweder Ty oder T2 kann dabei durch Anregung der Protonen mit bestimmten
Pulssequenzen erreicht werden. Zum besseren Verstdndnis des folgenden Abschnitts lohnt es

sich erneut auf die Ausfiihrungen zu Abbildung 1, S. 7 zurlickzublicken.

Die T2-Zeit lasst sich mit Hilfe der CPMGPY (Carr-Purcell-Meiboom-Gill oder einfach Spin-
Echo) Sequenz ermitteln. Hierzu wird zunéchst durch einen 90° Impuls eine Transversalmag-
netisierung erzeugt. Nach Abschalten dieses Impulses verlieren die Protonen ihre Phasenkoha-
renz durch T»-Effekte und das Signal wird schwacher. Durch Einstrahlen eines 180° Impulses
nach der Zeit TE/2 werden diese Protonen rephasiert. Die Transversalmagnetisierung nimmt
erneut zu und erreicht bei TE (time to echo) ein weiteres Maximum, das sogenannte Spin-Echo.
Dieser Prozess kann mehrfach wiederholt werden, wodurch eine Abnahme der Signalintensitat
des Spin-Echos gegen die Zeit zu beobachten ist. Diese Abschwéchung des Signals resultiert
daraus, dass der 180° Impuls nur konstante Magnetfeldinhomogenitaten zu neutralisieren ver-
mag. Lokale Magnetfeldinhomogenitéten bleiben davon jedoch unbeeinflusst und sorgen daftr,

dass die Rephasierung nie vollstandig ablauft.
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Da die Longitudinalmagnetisierung in Richtung des externen Magnetfeldes liegt, lasst diese
sich nicht direkt messen. Durch Inversion der Longitudinalmagnetisierung mit einem 180° Im-
puls gefolgt von einer variablen Wartezeit T (time to inversion) bis zur nédchsten Anregung mit
einem 90° Impuls, wird eine von der T1-Relaxation abhangige Transversalmagnetisierung ge-

neriert. Durch dieses geschickte Verfahren lasst sich die T1-Zeit indirekt erfassen.

Letztlich kdnnen dann beide Relaxationszeiten durch Fit einer Exponentialfunktion an die Sig-
nalintensitat berechnet werden. Die verwendeten Pulssequenzen und die entsprechenden Fit-

funktionen sind abschlieBend in Tabelle 35 aufgefiihrt.

Tabelle 35: Pulssequenzen und Funktionen, die zur Ermittlung der Relaxationszeit T; eingesetzt wurden. TI: In-
versionszeit, TR: Zeit bis zur ndchsten Pulsfolge, TE: Zeit zum Echo, Mo: Magnetisierung zum Zeitpunkt t = 0, ¢:

Phasenwinkel des 180 ° Impulses, AQ: Datenerfassung.

Pulssequenz Fitfunktion
TI
T: [180°-TI-90°]-TR-AQ M(TI) = My — My(1 —cosg)-e 71 (52)
TE
T2 90°-TE/2-[(180°-TE)m-TE/2-AQ]n M(TE)=My-e T2 (53)

Ab pH > 2.0 wurden die Proben zusétzlich mit Chloressigsaure (50 mm) gepuffert, um pH-An-
derungen durch den Protonenverbrauch des freigesetzten Liganden zu vermeiden. Gestartet
wird die Reaktion durch Mischen der Kontrastmittel (T = 37 °C) mit einer entsprechend sauren,
auf 37 °C temperierten Losung des Mediums. Da beide Lésungen bereits bei der Messtempe-
ratur gelagert wurden, konnten die Messungen nach etwa einer Minute nach dem Mischen

durchgefihrt werden.

Gegenlber der pH-stat Methode zeichnet sich die in diesem Abschnitt behandelte Messmethode
vor allem dadurch aus, dass sie im Grunde ganzlich ohne die Kenntnis schwer erfassbarer Gro-
Ren, wie zum Beispiel sehr saurer pKs-Werte, auskommt. So spielt der Protonierungsgrad des
Liganden beziehungsweise des Komplexes fir die Erfassung der Relaxivitat Gberhaupt keine
Rolle. Wie zuvor bereits erwéhnt, hangt die gemessene Relaxivitat maflgeblich von der Anzahl

der Wassermolekiile, die an das paramagnetische Zentrum gebunden sind, ab.
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Einschrankungen gelten flr die Methode, genau wie fiir die pH-stat Methode, bezlglich der
Lage des thermodynamischen Gleichgewichts. Wie in Kapitel 2.3.1 bereits ausfuhrlich bespro-
chen wurde, ist der pH-Bereich nach oben dadurch beschréankt, dass die Dissoziationsreaktion
ins thermodynamische Gleichgewicht hineinlduft. Dieses liegt aber ab pH > 2.0 fur alle Kom-
plexe fast ausschlieRlich auf der Seite des Komplexes. Aus diesem Grund wird auch bei dieser

Messmethode pH 2.5 nicht Uberschritten.

Die untere Grenze wurde bei der pH-stat Methode noch durch die Genauigkeit der pH-Messung
in Losungen mit sehr hoher Protonenkonzentration beschrankt. So konnte dort ein pH von 1.0
nicht zuverlassig unterschritten werden. Im Falle von Relaxivitatsmessungen wird diese Be-
grenzung aufgehoben. Dennoch wurde aus Griinden der Vergleichbarkeit auf Messungen un-
terhalb von pH 1.0 verzichtet. Solche Daten wéren allerdings noch eine sinnvolle Ergénzung

fur zukinftige Forschungsarbeiten.

2.5.2. Komplexe offenkettiger Liganden

Stellvertretend fir die offenkettigen Kontrastmittel wurde Magnevist® (Gd(dtpa)?) unter den
oben beschriebenen Bedingungen bei pH 2.0 untersucht. Bereits beim ersten Messpunkt (nach
ca. 1 min) wird nur noch die Relaxationsrate einer Losung detektiert, die ausschlieBlich freies
Gd®* enthilt. Es kann davon ausgegangen werden, dass alle Kontrastmittel mit offenkettigen
Liganden in einem Bereich von 1.0 < pH < 2.5 zu rasch reagieren, um deren Zerfall korrekt mit
dieser Methode verfolgen zu kénnen. Aus diesem Grund wurden solche Verbindungen im Rah-

men dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
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2.5.3. Komplexe makrozyklischer Liganden

Zur Bestimmung der Relaxivitat ri (i = 1, 2) der beteiligten Substanzen (Prohance®, Gadovist®,
Dotarem® und GdCls) wurden die Relaxationszeiten Ti in unterschiedlich konzentrierten L6-
sungen dieser Verbindungen gemessen. Fur GdClz wurden sechs Messungen in einem Kon-
zentrationsbereich von 0 pum bis 500 pm und fur die Kontrastmittel jeweils vier Messungen im
Bereich von 0 um bis 1000 um im entsprechenden Medium durchgefiihrt. Die Relaxivitat ent-
spricht dabei der Anderung der Relaxationsrate Ti* als Funktion der Konzentration der para-
magnetischen Substanz (ATi! = ri-c). Diese kann also dementsprechend durch lineare Regres-
sion aus den gemessenen Ti-Werten ermittelt werden (exemplarisch dargestellt in Abbildung
37).

54
1 Abbildung 37: Bestimmung der Relaxivitat r; am

— 4 Beispiel einer 1 mm GdCls Losung in 1M
T& 3: TMACI, gepuffert mit 50 mm Chloressigsaure bei
f . pH 2.0 und 37 °C durch Auftragung der Ti-Rate
§ 24 gegen die Konzentration der paramagnetischen

| ] Substanz (r, = 9.28, R? = 0.9999).

0 —

000 01 02 03 04 05 06

Konzentration [mmol 1]
Die Experimente wurden bei pH 1.0 ohne die Zugabe eines Puffers und bei pH 2.0 mit Chlor-
essigsaure (50 mm) gepuffert durchgefuhrt. Auf diese Weise lasst sich einerseits die pH-Unab-
hangigkeit der Relaxivitat und andererseits ihre Unabhéangigkeit von der eingesetzten Puf-

fersubstanz, die im Grunde ein potentieller Konkurrenzligand ist, bestétigen.

Bis pH 1.5 kann auf die Zugabe eines Puffers verzichtet werden, da die Protonenkonzentration
in LAsung bis dorthin ausreichend hoch ist, sodass kleinere, durch den Liganden verursachte,
pH-Schwankungen nicht ins Gewicht fallen. Dies ist tiberaus wichtig, da die Reaktionsge-
schwindigkeit der Komplexdissoziation nun einmal pH abhéngig ist, weshalb dieser wéhrend

der Reaktion unverandert bleiben sollte.
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Der Protonierungsgrad des Liganden dota* in einer 1 mm Losung bei pH 1.5 betragt 5.58 (vgl.
Abbildung 14, S. 48 und Tabelle 2, S.31). Dementsprechend kdnnen dann auch maximal
5.58 mmol-1"! H* verbraucht werden. Dies entspricht einem ApH von etwa 0.08 pH-Einheiten
iber die gesamte Messdauer und ist gerade noch vertretbar. Bei pH 1.0 betridgt ApH sogar nur
0.03 pH-Einheiten. Da dota* der Ligand mit dem héchsten Protonierungsgrad ist, verringert
sich dieser Effekt fur die anderen beiden Liganden deutlich. Nichts desto trotz erscheint es
deshalb sinnvoll ab pH 2.0 einen Puffer zu verwenden, der den pH konstant hélt. Eine Zusam-

menstellung der Ergebnisse findet sich in Tabelle 36.

Tabelle 36: Resultate der Relaxivitatsbestimmung in 1 mm Ldsungen der jeweiligen Substanz in 1 M TMACI bei

37 °C. M ungepuffert, [8: gepuffert mit 50 mm Chloressigséure, o: Standardabweichung.

pH T1 r_l GT1 TZ E o-rz

[1'mmol™*-s?] [%] [1'mmol™t-s?] [%]
1.0t 3.47 4.18

Prohance® 3.42 1.61 4.09 2.33
2.0 3.36 3.99
_ 1.0l 3.90 4.63

Gadovist® 3.85 1.43 4.59 0.87
3.79 4.55
1.0l 3.45 4.06

Dotarem® 3.48 0.72 4.10 0.85
2.0 3.50 4.13
1.0l 9.27 10.75

GdCls 2.0l 9.36 9.28 0.43 10.86 10.79 0.42
2.0l 9.28 10.82

Die Resultate zeigen deutlich, dass weder der pH, noch der Puffer einen signifikanten Einfluss
auf die Relaxivitat der Substanzen haben. Da die Standardabweichungen mit 0.42 % bis 2.33 %
aulRerst niedrig liegen und die linearen Regressionen stets hervorragende Korrelationskoeffi-
zienten aufweisen, wird fur die Auswertung der Messungen zur Komplexdissoziation der je-

weilige Mittelwert der Relaxivitat herangezogen.

Nachdem die Relaxivitaten aller beteiligten Su