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1 Aufgabenstellung

FUr die Dosisabschatzung bei Inkorporation radioaktiver Stoffe ist es notwendig,
Informationen Uber die Biokinetik der betreffenden Radionuklide im Menschen zu
haben. Fur viele Radionuklide liegen derzeit leider keine oder nur wenige
entsprechende Daten vor. Dies gilt u.a. fur Zirkonium, Ruthenium und auch fur
Lanthanide. Radionuklide dieser Elemente konnen bei kerntechnischen Unfallen
signifikant zur Dosis fur beruflich Strahlenexponierte und Einzelpersonen der
Bevolkerung beitragen. Ziel des Vorhabens war es, in Untersuchungen mit stabilen
Zirkonium- und Rutheniumisotopen am Menschen Informationen Uber die Absorption
der entsprechenden Radionuklide vom Verdauungstrakt ins Blut sowie das
Retentions- und Ausscheidungsverhalten zu gewinnen und daraus verbesserte
biokinetische Modelle herzuleiten. Darlber hinaus galt es fur das Element Cer aus
der Gruppe der Lanthanide die Biokinetik von Cer in Bezug auf den Transfer in die
Muttermilch naher zu untersuchen, da hier teilweise widerspruchliche Daten in der
Literatur vorliegen.

Im Einzelnen wurden folgende Fragen und Teilaspekte zur Biokinetik von Zirkonium,
Ruthenium und Cer in Probandenstudien durch den Einsatz stabiler Isotope
bearbeitet:

1) Auswahl der zu verwendenden stabilen Isotope und toxikologische Uberpriifung
1.1) Zirkonium

1.2) Ruthenium

1.3) Cer

2) Prafung und Optimierung geeigneter Messverfahren

2.1) Zirkonium

2.2) Ruthenium

2.3) Cer

3) Ermittlung biokinetischer Parameter mittels Doppeltracertest an Probanden
3.1) Zirkonium

3.1.1) Ermittlung der zeitlichen Retention im systemischen Kreislauf

3.1.2) Ermittlung der zeitlichen systemischen Ausscheidung in Urin

3.1.3) Ermittlung des gastrointestinalen Absorptionsanteils

3.2) Ruthenium

3.2.1) Ermittlung der zeitlichen Retention im systemischen Kreislauf

3.2.2) Ermittlung der zeitlichen systemischen Ausscheidung in Urin

3.2.3) Ermittlung des gastrointestinalen Absorptionsanteils

3.3) Cer
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(3.3.1) Ermittlung der zeitlichen Retention im systemischen Kreislauf

(3.3.2) Ermittlung der zeitlichen systemischen Ausscheidung in Urin

(3.3.3) Ermittlung des gastrointestinalen Absorptionsanteils

(4) Untersuchung des Cer-Transfers in die Muttermilch

(5) Vorschlag fur biokinetische Modelle fur die betrachteten Elemente auf Grundlage
der vorangegangenen Ergebnisse

(5.1) Zirkonium

(5.2) Ruthenium

(5.3) Cer

2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde

Die interne Dosis nach Inkorporation von Radionukliden kann zwar nicht direkt
gemessen, jedoch mit Hilfe von biokinetischen und dosimetrischen Modellen
abgeschatzt werden. Hierfur ist das Wissen Uber das biokinetische Verhalten der
betreffenden Radionuklide im Menschen von grof3er Bedeutung. Ziel der Forschung
auf dem Gebiet der internen Dosimetrie war es daher schon immer, diese
Informationen zu sammeln und zur Erstellung von biokinetischen Modellen zur
Verfugung zu stellen. Fur einige Radionuklide gibt es jedoch bis heute keine
verlasslichen  Humandaten, so dass diese entweder anhand von
Einzeluntersuchungen, meist aufgrund von singuldren Unfallereignissen, oder
aufgrund von Tierversuchen abgeschatzt wurden. Die Richtigkeit der biokinetischen
Parameter bzw. die Ubertragbarkeit dieser auf den Menschen ist in diesen Fallen
jedoch nicht gesichert. Die Genauigkeit der biokinetischen Modelle beeinflusst aber
zu einem erheblichen Teil die Unsicherheit bei der Dosisabschatzung.

Zu den Radionukliden, flir die kaum bzw. keine experimentellen Humandaten
vorliegen, gehoéren Zirkonium und Ruthenium sowie die Lanthanide. Ein Grund
hierfur ist die selbstverstandliche Tatsache, dass es aus ethischen und
strahlenschutztechnischen Grinden nicht moglich ist, biokinetische Untersuchungen
dieser Radionuklide direkt am Menschen durchzufuhren.

Am ehemaligen GSF-Forschungszentrum Mduanchen (seit 01.01.2008 Helmholtz
Zentrum Muinchen) wurde eine Methode entwickelt, mit Hilfe derer es moglich ist,
dennoch solche Informationen direkt am Menschen zu generieren. So werden fir die
Biokinetikstudien anstelle der Radionuklide stabile Isotope desselben Elements
herangezogen. So verhalten sich stabile Isotope hinsichtlich ihrer chemischen und
biokinetischen Eigenschaften i.a. genau wie die radioaktiven Isotope desselben
Elements, kdnnen jedoch (nach Prifung ihrer chemischen Toxizitat) problemlos in



Probandentests eingesetzt werden, da von diesen Tracer keine radioaktive Strahlung
aus geht.

Im Rahmen dieses Vorhabens sollte nun diese Technik eingesetzt werden, um
Untersuchungen zur Biokinetik von Zirkonium- und Ruthenium-Isotopen sowie von
Lanthaniden (am Beispiel Cer) beim Menschen durchzufihren und Folgerungen fur
die Strahlenschutzvorsorge abzuleiten.

3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Wie in der Aufgabenstellung bereits erwahnt, sollten Untersuchungen zur Biokinetik
und zur internen Dosimetrie fur die Elemente Zirkonium und Ruthenium sowie fur Cer
durchgefuhrt werden. Da fur jedes der Elemente vollig voneinander unabhangige
Probandenstudien durchgefiihrt, die Mel3methoden jeweils separat entwickelt und
auch die Auswertungs- und Modellierungsarbeiten fur jedes Element einzeln und
unabhangig durchgefihrt werden mussten, war die Planung und der Ablauf des
Vorhabens jeweils in drei zeitlich parallel laufende Einzelprojekte untergliedert
(Zirkonium, Ruthenium, Cer). Diese Untergliederung spiegelt sich in den jeweiligen
Kapiteln und Unterpunkten wider.



Im Einzelnen wurde das Vorhaben zeitlich wie folgt geplant:

Projektbeitrag

2005

2006

2007

(1) Auswahl der stabilen Isotope und toxikologische Uberpriifung

(1.1) Zirkonium
(1.2) Ruthenium (dieser Punkt entfallt hier; siehe Text)
(1.3) Cer

(2) Prifung und Optimierung geeigneter Messverfahren
(2.1) Zirkonium
(2.2) Ruthenium
(2.3) Cer

3 Ermittlung biokinetischer Parameter mittels Doppeltracertest

an Probanden

(3.1) Zirkonium

(3.1.1) Ermittlung der zeitlichen Retention

(3.1.2) Ermittlung der zeitlichen Ausscheidung in Urin
(3.1.3) Ermittlung des gastroint. Resorptionsanteils
(3.2)Ruthenium

(3.2.1) Ermittlung der zeitlichen Retention

(3.2.2) Ermittlung der zeitlichen Ausscheidung in Urin
(3.2.3) Ermittlung des gastroint. Resorptionsanteils
(3.3) Cer

(3.3.1) Ermittlung der zeitlichen Retention

(3.3.2) Ermittlung der zeitlichen Ausscheidung in Urin
(3.3.3) Ermittlung des gastroint. Resorptionsanteils

A

4

(4) Untersuchung des Cer-Transfers in die Muttermilch

\4

(5) Vorschlag fur biokinetische Modelle
(5.1) Zirkonium
(5.2) Ruthenium
(5.3) Cer
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Schlussbericht (6 Monate nach Projektende)




4 Wissenschaftlicher und technischer Stand

4.1 Vorbemerkungen zu f;- bzw. fa-Wert

Durch eine kurzlich veroffentlichte Publikation der Internationalen
Strahlenschutzkommission (ICRP) wurde das bisherige Verdauungstraktmodell (Gl-
Tract-Model) durch ein neues Biokinetikmodell (Human Alimentary Tract Model,
HATM) ersetzt [1]. Hierbei wurde das bisherige Symbol fur den absorbierten Bruchteil
f1 durch das Symbol fs ersetzt. Diese Neuerung spiegelt die Erkenntnis wider, dass
neben dem Dinndarm auch weitere Regionen des Verdauungstrakts flir eine
Absorption in Frage kommen kdnnen. Spezifische Informationen Uber die fa-Werte
werden fur jedes Element zusammen mit neuen biokinetischen Modellen in den
nachsten Jahren von der ICRP erarbeitet. Bis dahin ist der fa-Wert fir das HATM
dem bisher gultigen fi-Wert des Gl-Tract-Modells gleich gestellt. Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit nach wie vor das Symbol f; dann verwendet, wenn das Gl-
Tract-Modell die Grundlage der Berechnungen darstellte. Fir die Zirkonium-
Auswertungen wurde jedoch das HATM verwendet und somit auch das Symbol fa.

4.2 Zirkonium

Die tagliche Aufnahme von Zirkonium uber die Nahrung und das Vorkommen von
Zirkonium im Korper schwanken betrachtlich. Minoia et al. fanden heraus, dass die
Aufnahme von Zirkonium Uber Getranke 6,6% der gesamten Zirkonium-Aufnahme
(370 pg pro Woche) fur die italienische Bevdlkerung betragt [2]. Dagegen berichtet
eine andere Arbeit von typischen Zirkonium-Konzentrationen von 0,5-4,1 pg/g in
verschiedenen Lebensmitteln und berechnet eine tagliche Aufnahme von 3,5 mg [3].
Einen Uberblick tber die Zirkonium-Konzentrationen in biologischen Proben zeigt die
Tabelle 1.



Tabelle 1: Zirkoniumkonzentrationen in biologischen Proben.

Proben Konzentration Referenz
Sauger-Muskelgewebe 0,08 ug:g” (TG) [4]
Humane Lymphknoten(UK) 0,3 ug.g”

Humane Lymphknoten (1) 0,7 ug-g” [5]
Gepooltes Blut (UK) 9,6 +5,8 ug-l”

Humanes Serum 0,9-7,4 ugl” [6]
Humanes Blutplasma 1,4+ 0,3 pg-l” 7
Humanes Gesamtblut 5,0+ 1,1 ugl’

Tiergewebe 0,3—4 ugg” [8]
Humanes Serum 90 — 160 ng'I"

Humaner Urin 20 — 38 ng-l” (9]
Humanes Blutplasma <14 — 500 ng'I" [10]

Das derzeit glltige biokinetische Modell von Zirkonium (siehe Abbildung 1),
beschrieben in der ICRP-Publikation 56 , beruht fast ausschlieBlich auf Tierdaten.
Die einzigen Humandaten Uber die systematische Biokinetik von Zirkonium stammen
aus Messungen der Aktivitatskurve in Blut und Urin eines schwer erkrankten
Patienten nach Injektion von 8Zr-Citrat [11].

Die gastrointestinale Absorption von Zirkonium in den systemischen Kreislauf war vor
allem an Tieren bestimmt worden; die daraus ermittelten f;-Werte wurden fur
Erwachsene der Bevélkerung ibernommen, und ein f;-Wert von 107 fiir die Ingestion
von Zirkonium fur Erwachsene als Einzelperson der Bevdlkerung sowie flr Kinder im
Alter von 1 Jahr und alter festgesetzt. Neugeborene und Sauglinge bis zu 3 Monaten
haben hohere Absorptionsraten von  Zirkonium (2:10%). Fir  beruflich
strahlenexponierte Personen wurde ein f;-Wert von 2:10° festgelegt. Nach
Aufnahme von Zirkonium ins Blut wird es sehr selektiv in die Knochen eingebaut.
Erste Arbeiten zur Biokinetik von Zirkonium mit stabilen Tracerisotopen am
Menschen [12] deuten darauf hin, dass die Aufnahme des oralen Tracers in den
systemischen Kreislauf sehr schnell ist. Der Abstrom von Zirkonium aus dem Plasma
zeigt zunachst eine schnelle Phase, gefolgt von einer langsameren Komponente.
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Abbildung 1: Das aktuell von der ICRP vorgeschlagene biokinetische Modell von
Zirkonium.

Auf der Basis dieser vorlaufigen experimentellen Daten, wurde ein Kompartment-
modell vorgeschlagen, das die wesentlichen Strukturen des ICRP-Modells enthalt,
und aus den Kompartimenten Magen und Dinndarm und dem Transferkompartment
besteht. Dieses Transferkompartment wurde weiterhin in 2 Sub-Kompartimente (A
und B) aufgeteilt, damit das Modell mit den experimentellen Daten Ubereinstimmt.
Zirkonium wird in Kompartment A absorbiert mit einer biologischen Halbwertszeit von
2,5 Stunden. Eine Fraktion von etwa 56% wird dann daraus nach Kompartment B
transferiert mit einer Verweildauer von etwa 3 d. Die ermittelte gastrointestinale
Fraktion von Zirkonium ist mit 2,5-10 etwas héher als die Werte aus Tierversuchen.
Der fi-Wert ist in Ubereinstimmung mit dem Wert von 2:107, der fiir die Ingestion von
anorganischem Zirkonium bei Arbeitern [13] empfohlen wird. Jedoch ist der Wert um
den Faktor 4 geringer als der f;-Wert, der von der ICRP fur die Bevodlkerung
vorgeschlagen wird [14, 15].



4.3 Ruthenium
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Abbildung 2: Das aktuell von der ICRP vorgeschlagene biokinetische Modell von
Ruthenium.

Wie in der Literatur gut dokumentiert, tragen die Radionuklide '*Ru und '®Ru bei
kerntechnischen Unfallen zu einem nicht unwesentlichen Anteil zur Kontamination
von Luft und Boden bei. Auch in der Nahe von Kernkraftwerken bzw. von
Aufarbeitung- und Verwertungsanlagen von Brennmaterialien sind erhebliche
Wasserkontaminationen mit den Radionukliden von Ruthenium berichtet worden, die
auf eine Freisetzung von Abwassern zurickzufihren sind. Die fur die
Dosisberechnung im Menschen noétigen biokinetischen Daten fur Ruthenium basieren
jedoch hauptsachlich auf Tierexperimenten. Es liegt nur eine Studie vor [16], in der
'%Ru in drei verschiedenen chemischen Formen am Menschen untersucht wurde.

Auf der Grundlage dieser Veroffentlichungen hat die ICRP ein Biokinetikmodell fur
Ruthenium (siehe Abbildung 2) mit einem f;-Wert von 0,1 fur Neugeborene und von
0.05 fur alle anderen Altersgruppen erstellt [13-15]. Das ins Blut aufgenommene
Ruthenium verlasst dieses Kompartiment wieder mit einer Halbwertzeit von 0,3 d.



Dabei gelangt der grofte Anteil (85%) des Rutheniums in Organe und Gewebe. Das
Modell beinhaltet drei verschiedene Gewebekompartimente mit einer jeweiligen
Retentionszeit von 8 d, 35 d und 1000 d. Die restlichen 15% des Rutheniums werden
direkt ausgeschieden.

Im Rahmen einer vorausgegangenen Pilotstudie in Kooperation mit der Universitat
Mailand wurden bereits Probandentests mit stabilen Isotopen von Ruthenium
durchgefuhrt, Urin- und Blutplasmaproben gesammelt und ein Teil der Blutproben
gemessen. Daraus ergab sich, dass die chemische Speziation des Tracers grof3en
Einfluss auf die Plasmaclearance hatte. Die Retentionszeit von anorganischem
Ruthenium im Plasma betrug 23+2 h, und die von mit Citrat komplexiertem
Ruthenium (Ruthenium-Citrat) 1712 min. Die Messungen der
Blutplasmakonzentration des oralen Tracers deuteten darauf hin, dass der
gastrointestinale Absorptionsanteil moglicherweise geringer ist als von der ICRP
veroffentlicht.

4.4 Cer

Zu den Radionukliden, flur die kaum bzw. keine experimentellen Humandaten
vorliegen, gehort das Element Cer. Vorschlage fur biokinetische Modelle von Cer
wurden aus Tierversuchen abgeleitet.

Es gibt eine Reihe von Untersuchungen uber natlrliche Cer-Gehalte in Blut bzw.
Plasma/Serum und in Urin, die je nach Aufarbeitung und Messmethodik in der
GroRenordnung von <0,2 bis 45 pg/L liegen. Neuere Untersuchungen mit
empfindlicheren Geraten [10] belegen, dass der Cer-Gehalt im menschlichen
Blutplasma aulRerst gering ist (berechneter Mittelwert von <0,008 pg/L; angegebener
Bereich <0,008 bis 0,030 pg/L).

Bettinelli et al. haben die Cer-Konzentration in Urin gemessen, und mittlere Werte
von 15,7 ng/L (Bereich 7-59 ng/L) erhalten [17]. In weiteren Untersuchungen wurde
Cer in humanen Hauthaaren (0,039 ug/g) und in Fingernageln (0,225 nug/g) [18]
gefunden.

Untersuchungen uber die tagliche Aufnahme von Cer Uber die Nahrung zeigten eine
Aufnahme von 5,6-8,6 ug/d, von héheren Ingestionswerten bis zu 115 ug/d wurden
ebenfalls berichtet.

Von besonders groRem Interesse ist die Situation hinsichtlich des Cer-Transfers in
die Muttermilch. Bislang gibt es in der Literatur nur wenig Information Uber die
naturliche Cer-Konzentration in der Muttermilch. Lediglich 2 Publikationen
beschaftigten sich mit der Messung von Cer in menschlicher Muttermilch [19, 20].
Die Arbeitsgruppe um Friel [19] konnte aufgrund ungenigender Empfindlichkeit des



Gerates (LOD= 5 pg/L) in ihren Proben kaum Cer nachweisen. In der Studie von
Wappelhorst et al. [20] wurden mittlere Cer-Konzentrationen in der Muttermilch von
0,1 ug/L (Bereich 0,06-0,24 ug/L) gemessen.

Basierend auf diesen Konzentrationsmessungen in der Muttermilch und der
Bestimmung der taglichen Aufnahme von Cer uber die tagliche Nahrung bei den
stilenden Probanden (ca. 5 pg/d) wurden von Wappelhorst et al. [20] daraus ein
mittlerer Transferfaktor von Cer in die humane Muttermilch von 0,03 d/kg errechnet.
Anhand dieses Transferfaktors wurde fur Cer in der ICRP-Publikation 95 [21] eine
Absorptionsrate von einigen wenigen Prozent in den systemischen Teil des
menschlichen Korper angenommen. Dieser Wert weicht jedoch mindestens um eine
bzw. zwei GréRenordnungen von den Absorptionsraten ab, die aus Tierexperimenten
oder von beruflich exponierten Personen, oder aus Versuchen mit chemisch
ahnlichen Elementen ermittelt wurden. Taylor und Leggett [22, 23] schlagen eine
allgemeine Absorptionsrate (f; -Wert) fiir Cer von 5:10* vor. Ahnliche Werte von f;
(3:10*) konnten von [24] bei nicht-laktierenden Tieren berechnet werden. Jedoch
erhoht sich bei laktierenden Tieren dieser Wert auf 3-107 [24].

Wappelhorst et al. [20] hatten neben der Cer-Konzentration in der Muttermilch den
naturlichen Cer-Gehalt im Blut nicht mitgemessen. Dies hatte eine genauere
Bestimmung des f-Wertes fur Cer ermdglicht. Die oben erwahnten Literaturdaten
von Heitland und Koster [10] belegen, dass der Cer-Gehalt im menschlichen
Blutplasma sehr gering ist. Aus den Ergebnissen der Studie von Wappelhorst et al.
[20] lasst sich daher folgern, dass héhere Cer-Konzentrationen in der Muttermilch als
im Plasma vorhanden sein konnten.

Zwei Modelle der systemischen Biokinetik von Cer-Radionukliden liegen in der
Literatur vor. Die ICRP hat ein altersabhangiges biokinetisches Modell entwickelt,
das auf Tierdaten beruht [14, 15]. Taylor und Leggett [23] haben ein allgemeines
Modell fur Lanthanide eingeflhrt, darunter ein Modell fir das Element Cer, das
ebenfalls auf Tierdaten basiert. In Abbildung 3 sind die systemischen Modelle der
ICRP (A) bzw. von Taylor und Leggett (B) dargestellt. Die dazugehorigen
biokinetischen Ubergangsraten befinden sich in der ICRP-Publikation 67 [14] und bei
Taylor und Leggett [23].
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Abbildung 3: Systemische Modelle fur Cer.

Tabelle 2: Ingestion-Dosiskoeffizienten (Sv/Bq) fur ***Ce und '*'Ce.

144Ce 144Ce 141Ce 141Ce
Taylor und Taylor und
Organ Leggett[23] ICRP 67 [14] Leggett[23] ICRP 67 [14]
Nebenniere 8,7E-12 1,6E-11 5,8E-12 5,4E-12
Blasé 2,4E-11 3,0E-11 3,2E-11 3,2E-11
Knochenoberflache 3,6E-10 3,3E-10 4,9E-11 4,9E-11
Gehirn 4,9E-12 1,2E-11 1,5E-13 2,5E-13
Brust 5,4E-12 1,2E-11 8,0E-13 7,6E-13
Magen 1,1E-09 1,1E-09 5,2E-10 2,3E-10
Didnndarm 3,7E-09 3,7E-09 4,2E-10 5,8E-10
Oberer Dickdarm 2,3E-08 2,3E-08 3,0E-09 3,1E-09
Unterer Dickdarm 6,7E-08 6,7E-08 8,7E-09 8,7E-09
Niere 5,6E-11 2,0E-11 1,3E-11 1,2E-11
Leber 4,5E-10 9,6E-10 1,8E-11 2,4E-11
Lunge 6,0E-12 1,3E-11 1,6E-12 1,4E-12
Muskel 1,2E-11 1,8E-11 1,1E-11 1,1E-11
Ovarien 6,9E-11 7,5E-11 9,9E-11 1,0E-10
Pankreas 1,2E-11 1,9E-11 1,5E-11 1,1E-11
Rotes Knochenmark 2,0E-10 1,9E-10 1,9E-11 1,9E-11
Haut 7,0E-12 1,4E-11 3,1E-12 3,2E-12
Milz 1,0E-11 1,7E-11 1,1E-11 8,9E-12
Hoden 4,2E-11 1,7E-11 8,2E-12 7,9E-12
Thymus 5,3E-12 1,2E-11 6,1E-13 6,3E-13
Schilddrise 4,9E-12 1,2E-11 1,9E-13 2,9E-13
Uterus 3,1E-11 3,8E-11 4,3E-11 4,5E-11
Ubrige Gewebe 8,9E-11 9,5E-11 1,9E-11 2,2E-11
Effektive Dosis 5,2E-09 5,2E-09 7,2E-10 7,1E-10
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In Tabelle 2 sind die Ingestion-Dosiskoeffizienten von '*'Ce und '**Ce fir
Erwachsene zu finden, die mit dem Modell von Taylor und Leggett berechnet, und
mit den ICRP Werten verglichen worden sind.

4.5 Technischer Stand bezuglich tracerkinetischer Untersuchungen

Das GSF-Forschungszentrum Munchen arbeitet bereits seit vielen Jahren auf dem
Gebiet der tracerkinetischen Studien am Menschen. Daher waren sowohl die
technischen Voraussetzungen als auch das Knowhow zur Durchfuhrung von
Doppeltracer-Untersuchungen mit stabilen Isotopen von Zirkonium, Ruthenium und
Cer am Menschen gegeben.

Fir die Aufarbeitung und Messung der biologischen Proben standen entsprechende
Laboreinrichtungen und Gerate zur Verfligung; es besteht eine langjahrige Erfahrung
im Umgang mit dem Massenspektrometer (TIMS), sowie mit der
Protonenaktivierung.

Fir die einzelnen Isotope (Zr, Ru, Ce) war es jedoch notwendig, jeweils neue
Aufarbeitungsmethoden und Optimierungen fir die Messungen am TIMS bzw. bei
der Protonenaktivierung zu entwickeln.

5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen der Biokinetikuntersuchungen mit freiwilligen Probanden bestand eine
Kooperation mit:

e dem GSF-Institut fur Toxikologie bzw. dem Institut fur Toxikologie und
Umwelthygiene der Technischen Universitat Munchen (TUM), Prof. Dr. M.
Goéttlicher

e der Toxikologischen Abteilung der II. Medizinischen Klinik der TUM, Prof. Dr.
T. Zilker

Die Protonenaktivierungsanalysen von biologischen Proben wurden entwickelt,
durchgefuhrt und ausgewertet in:
e Universitat Mailand, JRC Ispra, Italien; Dr. A. Giussani
e Maier-Leibnitz-Laboratorium der Universitat Minchen und der Technischen
Universitat Minchen Garching, Prof. R. Kracken, Dr. R. Hertenberger
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e Arbeitsgruppe Radiotkologie des GSF-Instituts fir Strahlenschutz, Dr. U.
Gerstmann

Fir die Messungen der Proben mit Induktiv Gekoppelter Plasma-
Massenspektrometrie (ICP-MS) bestand eine Zusammenarbeit mit dem:
e GSF-Institut fir Okologische Chemie (IOC), PD Dr. B. Michalke

6 Methodik

6.1 Auswahl der zu verwendenden stabilen Isotope und toxikologische
Uberprifung

Im Vorfeld von Probandentests mussten die flr die Untersuchungen geeigneten
stabilen Isotope und deren Verabreichungsmengen ausgewahlt werden. Dies wurde
sowohl aus toxikologischen sowie aus messtechnischen Gesichtspunkten heraus
betrachtet.

Die toxikologische Uberpriifung der verabreichten Isotope (Tracer) und deren
Mengen wurde in Kooperation mit dem Institut fir Toxikologie der GSF (Prof. Dr. M.
Gattlicher), dem Institut fur Toxikologie und Umwelthygiene der Technischen
Universitat Munchen (TUM) und der Toxikologischen Abteilung der Il. Medizinischen
Klinik der TUM durchgefuhrt. Hierzu dbernahm Herr Prof. Géttlicher die medizinische
Leitung der geplanten Probandentests. In dieser Aufgabe Uberprifte er die
verwendeten Isotope auf ihre generelle toxikologischen Eigenschaften und damit ihre
prinzipielle Verwendbarkeit in den Probandenstudien sowie die maximal vertretbaren
Mengen der eingesetzten Tracer. Herr Prof. Goéttlicher stellte daraufhin
gegebenenfalls einen offiziellen Ethikantrag bei der Ethikkommission der Fakultat fur
Medizin der Technischen Universitat Munchen (Vorsitzender: Prof. Dr. A. Schomig).
Erst nach einem positiven Votum der Ethikkommission wurden die
Probandenversuche aufgenommen.

Um auch den messtechnischen Eigenschaften zu genlgen, missen die
verabreichten und damit in den Korperflissigkeiten angereicherten Isotope in den
biologischen Proben nachweisbar sein. Dazu sollten diese Isotope zum einen ein
geringes natlrliches Vorkommen aufweisen und zum anderen fur die maximal
zugelassenen Verabreichungsmengen bezlglich der biokinetischen Fragestellungen
in ausreichendem Mal} messbar sein.
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Die Auswahl und Uberprifung der Isotope hinsichtlich ihrer toxikologischen und
messtechnischen Eignung erfolgte in parallelen Einzelprojekten jeweils fir die
stabilen Isotope von:

(1) Zirkonium

(2) Ruthenium

(3) Cer

6.2 Prifung und Optimierung geeigneter Messverfahren

Zur Untersuchung der Biokinetik von Isotopen im menschlichen Koérper mussten die
verabreichten Tracer in den biologischen Proben verlasslich bestimmt werden. Als zu
untersuchende biologische Medien wurden Blut (Blutplasma), Urin und fir die
Studien mit Cer ebenfalls Muttermilch herangezogen. Die experimentelle
Einbeziehung von Stuhlproben wurde nicht in Erwagung gezogen, da fur die
Datenermittlung der zeitlichen systemischen Ausscheidung in Stuhl eine langfristige
Probennahme und -messung erforderlich gewesen ware. Dies hatte jedoch einen
erheblichen Aufwand sowohl fir die Probanden als auch fur die Personen dargestellt,
die die Aufarbeitung hatten durchfihren mussen. Zudem schien der Mehraufwand
durch den damit erreichten zusatzlichen Informationsgewinn nicht gerechtfertigt. Aus
diesen Grinden wurde auf eine Stuhlanalyse verzichtet.

Um die Tracerkonzentration letztendlich messen zu kdénnen, waren aufwendige
chemische Aufarbeitungsschritte unter Reinraumbedingungen notwendig, die aus
vielen aufeinander folgenden Eintrocknungs-, Aufschluss- und Reinigungsverfahren
bestanden. Nur durch einen weitgehenden Aufschluss des organischen Materials der
biologischen Proben und der Abtrennung stérender Moleklle war eine verwertbare
Messung mit geeigneten Messmethoden maoglich.

Zur Messung der Tracer in den biologischen Proben wurden verschiedene
Messverfahren Uberprift, inwieweit diese Messtechniken geeignet waren. Zur
Auswahl der Analysenmethode stand vor allem das hauseigene Thermionen-
Massenspektrometer (TIMS) vom Typ TRITON (Thermo Electron) zur Diskussion,
das zurzeit das modernste und leistungsstarkste Isotopen-Massenspektrometer auf
dem Markt ist. Eine Kooperation mit dem Institut fir Okologische Chemie (IOC)
ermoglichte auch die Einbeziehung von Induktiv Gekoppelter Plasma-
Massenspektrometrie (ICP-MS). Des Weiteren stand durch eine Kooperation mit der
Universitat Mailand (Dr. A. Giussani) und der TUM, Garching (Prof. Dr. R. Krucken)
die wissenschaftliche und technische Expertise zur Verfiigung, biologische Proben
mittels Protonenaktivierungsanalytik (PAA) zu untersuchen. So wurde im Rahmen
dieses Projekts eine Bestrahlungsmaoglichkeit an der Tandem-Beschleunigeranlage
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in Garching etabliert. Dafur wurde im Herbst 2005 die Bestrahlungskammer nach
Garching transportiert, die friher fur die Aktivierungsexperimente beim Zyklotronlabor
des Paul Scherrer Instituts in Villigen (Schweiz) eingesetzt war. Die
gammaspektrometrischen Messungen der aktivierten Proben wurden in dem
radioanalytischen Labor des GSF-Forschungszentrums durchgefuhrt.

Die Prufung und Optimierung geeigneter Messverfahren wurde parallel an den drei
zu untersuchenden Elementen durchgefluhrt:

(1) Zirkonium

(2) Ruthenium

(3) Cer

6.3 Ermittlung biokinetischer Parameter mittels Doppeltracertest an Probanden

Zur Ermittlung humanbiokinetischer Daten der zu untersuchenden Elemente wurde
an freiwilligen Probanden die so genannte Doppeltracertechnik angewendet. Dabei
wurde einem Probanden ein vorher ausgewahltes (stabiles) Isotop eines Elements
intravenos injiziert und gleichzeitig ein anderes (stabiles) Isotop desselben Elements
peroral verabreicht.

Die Injektions-Tracerlosungen wurden nach der European Pharmacopoeia [25] im
Reinraumlabor unter sterilen und isotonen Bedingungen hergestellt. Die Losungen
wurden danach auf Keimfreiheit durch das Institut flr Mikrobiologie, Immunologie und
Hygiene der TUM untersucht, und erst dann den Probanden injiziert.

Die Durchfuhrung erfolgte auf nuchternen Magen. Wahrend des Experiments wurde
der Proband zur Vorsorge durch einen Arzt der Toxikologischen Abteilung der II.
Medizinischen Klinik der TUM betreut, der auch die Injektionen des Tracers
durchfihrte und bei den ersten Blutabnahmen anwesend war. Dem Probanden
wurden Blutproben von je 10 ml zu bestimmten Zeitpunkten nach Verabreichung
entnommen. Zusatzlich wurden Urinproben gesammelt, indem die Tagesurinmengen
(pro 24 h) vom Probanden in geeigneten Behaltern aufgefangen wurden. Die so
gewonnenen Blut- und Urinproben wurden im Labor aufgearbeitet und fur die
einzelnen Messverfahren vorbereitet. Die speziellen chemischen Reinigungsschritte
und Analysemethoden waren fur jedes Element verschieden und mussten wie unter
Punkt 6.2 beschrieben entwickelt und optimiert werden. Letztendlich wurden die
Konzentrationen der verabreichten Tracer in den biologischen Proben gemessen.
Falls eine Versuchsperson bereit war, mehrmals an den Probendentests
teilzunehmen, war zu beachten, dass zwischen 2 aufeinander folgenden Tests
mindestens zwei Monate lagen.

15



FUr Zirkonium und Cer wurden die Doppeltracerstudien an Probanden genau wie
nachfolgend im Versuchsschema beschrieben durchgefihrt. Die Ermittlung der
zeitlichen Retention im systemischen Kreislauf erfolgte anhand von Einzelmess-
punkten fur die Plasmakonzentrationen der beiden peroral und intravends
verabreichten Isotope zu definierten Zeiten. Auf diese Weise konnten die beiden
Konzentrationsverlaufskurven interpoliert und somit die Daten zur zeitlichen
Retention im systemischen Kreislauf (Plasmaclearance) erhalten werden. Die Daten
zur zeitlichen systemischen Ausscheidung in Urin wurden nach Aufarbeitung und
Analyse der entsprechenden Tracerkonzentrationen im Urin ermittelt. Der Anteil des
Elements, der vom Verdauungstrakt in den systemischen Kreislauf aufgenommen
wird (fi-Faktor bzw. fa-Faktor), wurde unter Zuhilfenahme der gewonnenen
biokinetischen Daten berechnet. Dies wurde je nach Qualitdt der gewonnenen
Versuchsergebnisse auf unterschiedliche Weise durchgefuhrt, entweder mit Hilfe der
Doppelisotopenbestimmung anhand von Blutplasma- und/oder Urinwerten, mit Hilfe
der Faltungsintegraltechnik anhand von Blutplasmawerten nach intravendser und
peroraler Verabreichung, oder abgeleitet aus den Parameterwerten der
biokinetischen Modellierung basierend auf dem gesamten Datensatz.

Aufgrund toxikologischer Bedenken des medizinischen Leiters der Probandenstudien
Herrn Prof. Géttlicher durften im Rahmen dieses Projekts keine Probandenstudien
mit Ruthenium weitergefihrt werden. Im Rahmen einer vorausgegangenen
Pilotstudie in Kooperation mit der Universitat Mailand waren jedoch bereits einige
Probandentests mit stabilen Ruthenium-lsotopen durchgeflihrt worden, und dabei
Urin- bzw. Blutplasmaproben gesammelt worden, die jedoch noch nicht vollstandig
gemessen und ausgewertet waren. Diese standen daher zur weiteren Analyse und
als Datengrundlage zur Verfugung. Dadurch konnten auf ahnliche Weise wie in den
Experimenten mit Zirkonium die Informationen zur =zeitlichen Retention im
systemischen Kreislauf, zur zeitlichen systemischen Ausscheidung in Urin und zum
gastrointestinalen Absorptionsanteil (f;-Faktor) bestimmt werden.

Die Durchfliihrung der Doppeltracertests an Probanden erfolgte anhand folgenden
Schemas:

e Im Vorfeld der Tests wurden Probanden akquiriert und ausgiebig Uber die
geplanten Untersuchungen aufgeklart und informiert.

e Nach Einwilligung der Probanden musste von ihnen eine Einverstandniserklarung
unterzeichnet werden.

e Der Gesundheitsstatus (inklusive kleines Blutbild) der Probanden wurde im
Rahmen einer arztlichen Untersuchung erstellt.
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Mindestens 1 d vor dem Testbeginn wurde von den Probanden eine 24-Stunden-
Urinprobe gesammelt.

Die Probanden durften am Vortag des Tests ab 21 Uhr nicht mehr essen und am
Morgen des Untersuchungstags auch nichts frihstlicken, so dass sichergestellt
war, dass die Probanden zum Test nlichtern sind.

Kurz vor dem Beginn des Tests wurden die Probenrohrchen beschriftet.

Der oral zu verabreichende Tracer wurde kurz vor dem Test aus einer
Stammldsung in der geeigneten Konzentration angesetzt.

Die Probanden wurden am Untersuchungstag frilh morgens ins Klinikum rechts
der Isar (Toxikologische Abteilung der Il. Medizinischen Klinik der TUM) gefahren,
wo sie die ersten 90 min des Tests unter arztlicher Aufsicht standen.

Den Probanden wurde an einem Arm ein peripherer Venenverweilkatheter
(Braunule) vom leitenden Oberarzt gelegt.

Durch den Katheter wurden zunachst 2-3 ml Blut enthommen und verworfen, um
einer Kontamination der spater entnommenen Blutproben Uber die Materialien
des Katheters entgegenzuwirken.

Danach wurden 10 ml Blut als Kontrollwert entnommen.

Die Verabreichung der Tracer begann mit einer intravendsen Injektion einer
Ampulle des steril angesetzten Tracers (i.v. Tracer) in den Arm, an dem nicht der
Venenkatheter angelegt war. Die Zeitdauer der Injektion wurde notiert.

Sofort nach der Injektion wurden die Probanden aufgefordert, den oral zu
verabreichenden Tracer (p.o. Tracer) anhand der vorbereiteten Losung so schnell
wie moglich zu trinken.

Die Blutentnahme (je 10 ml) erfolgte durch eine medizinisch-technische
Assistentin gemal eines bestimmten Zeitschemas, das je nach Studie/Element
optimiert war; in der Regel wurden Blutproben nach 5 min, 15 min, 30 min, 45
min, 60 min, 90 min, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 8 h, 24 h, 48 h, 30 d und 100 d
entnommen. Dabei wurde das Blut wahrend der ersten 8 h Uber den Katheter
abgenommen, zu spateren Zeitpunkten dann mittels einer Butterfly-Kanule.

Der gesamte Urin wurde nach Beginn des Tests in 12- bzw. 24-h-Intervallen
gesammelt.

Zwischen der Blutabnahme bei 90 min und der bei 2 h wurden die Probanden
zuruck ans GSF-Forschungszentrum gebracht.

Nach der Blutentnahme bei 2 h wurden die Probanden mit einem
Standardfruhstick versorgt. Dies bestand aus einem Kaffee mit Zucker jedoch
ohne Milch, zwei Brotchen mit Butter und Marmelade.

Nach der Blutentnahme bei 3 h konnten die Probanden wieder nach Wunsch
essen und trinken.
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e Die auf diese Weise erhaltenen Blut- und Urinproben wurden mit dem geeigneten
Analyseverfahren hinsichtlich der Tracerkonzentration untersucht.

e Im Fall der TIMS-Analytik wurden die biologischen Proben zur Markierung mit
einem weiteren stabilen Isotop versetzt und anschlieBend chemisch
aufgearbeitet.

e Im Fall der Protonenaktivierungsmessungen wurde bei allen Proben eine
bekannte Menge eines Referenznuklids (°*'V) zugegeben. Zusitzlich wurden
Standardproben mit bekannten Mengen sowohl der Tracer als auch von °'V
vorbereitet. Blutplasmaproben wurden an der Luft getrocknet und anschlieend in
Form von Tabletten gepresst. Urinproben mussten zuerst chemisch
aufgeschlossen werden.

Die weitere Behandlung der Proben und die Messung der darin enthaltenen Tracer
wird im Kapitel Ergebnisse im Abschnitt 7.2 Prifung und Optimierung geeigneter
Messverfahren beschrieben.

6.4 Untersuchung des Cer-Transfers in die Muttermilch

In diesem Programmpunkt sollten speziell das biokinetische Verhalten von Cer bei
stilenden Frauen und dessen Transfer in die Muttermilch untersucht werden. Es
wurde versucht, weibliche Probanden zu gewinnen, die zum einen an der Cer-
Biokinetikstudie teilnehmen und zusatzlich Muttermilch zur Verfligung stellen. Es ist
jedoch zu betonen, dass hierfur keine "aktiv" stillenden Frauen in Frage kamen. Um
den Saugling nicht zu gefahrden, hatten die Frauen die orale und intravenose Gabe
von Cer erst kurz nach dem Abstillen bekommen, so dass zwar noch Muttermilch
produziert, jedoch nicht mehr an den Saugling verfuttert hatte werden kénnen. Aus
diesem Grund wird im weitern Verlauf des Textes anstelle von stillenden Frauen
jeweils von (ab)stillenden Frauen gesprochen.

Leider war es jedoch nicht mdglich, fir genau diesen Versuch Probandinnen zu
finden. So wurde sich hauptsachlich auf den Nachweis der natirlichen Ausscheidung
von Cer in die Muttermilch konzentriert. Dazu wurde ohne kunstliche Verabreichung
von Cer bei freiwilligen Probandinnen lediglich Muttermilch gesammelt und mittels
geeigneter Analysetechnik die natirliche Cer-Konzentration bestimmt.
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6.5 Vorschlag fur biokinetische Modelle

Die gewonnenen Ergebnisse bezlglich Absorption (fi-/fa-Wert), Retention und
Exkretion der untersuchten Elemente wurden mit den Annahmen und Vorhersagen
der bisherigen ICRP-Biokinetikmodelle verglichen und dienten zur Validierung bzw.
zur Verbesserung dieser Modelle. Mit Hilfe der Kompartmentmodellierung konnten
sowohl die Modellstrukturen neu gestaltet als auch die Modellparameter ermittelt
werden. Die Charakterisierung der relevanten Strukturen wurde v.a. mittels
Sensitivity Analysis und durch Prifung der Identifizierbarkeit ermoglicht. Die
Modellierungsarbeiten wurden mit Hilfe von SAAM Il durchgefihrt.

Diese Ausfuhrungen gelten fur die drei untersuchten Elemente in gleicher Weise:
(1) Zirkonium

(2) Ruthenium

(3) Cer

7 Erzielte Ergebnisse

7.1 Auswahl der zu verwendenden stabilen Isotope und toxikologische
Uberprifung

Die toxikologische Uberpriifung der in den tracerkinetischen Studien an Menschen
eingesetzten Isotope wurde in Kooperation mit dem Institut flr Toxikologie der GSF,
dem Institut fur Toxikologie und Umwelthygiene der Technischen Universitat
Munchen (TUM) und der Toxikologischen Abteilung der Il. Medizinischen Klinik der
TUM durchgefihrt. Fur die letztendliche Genehmigung dieser wissenschaftlichen
Untersuchung am Menschen war die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
der TUM =zustandig, die die entsprechenden Dokumente zur Durchfuhrung
tracerkinetischer Studien und deren ethische und rechtliche Bewilligung erteilt.

7.1.1 Zirkonium

Fur die stabilen Isotope von Zirkonium lag bereits eine Zustimmung zur Durchfuhrung
tracerkinetischer Untersuchungen am Menschen von der Ethikkommission vor. Die
maximal zugelassenen Verabreichungsmengen betrugen: 10 ug/kg (intravends) und
100 pg/kg (peroral). In Rahmen des Vorhabens wurde eine sorgfaltige Planung der
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Untersuchungen und Messverfahren durchgefuhrt, um die Effektivitat und den
Informationsgewinn bei den bewilligten Verabreichungsmengen zu maximieren.

Es stellte sich heraus, dass fiir die PAA die Tracerisotope *°Zr und %Zr geeignet
waren, wohingegen zur Messung mittels TIMS auch das Isotop °'Zr geeignet war.

7.1.2 Ruthenium

Far die stabilen Isotope von Ruthenium lag ebenfalls eine Zustimmung zur
Durchfihrung tracerkinetischer Untersuchungen am Menschen von der
Ethikkommission vor. Die maximal zugelassenen Verabreichungsmengen betrugen:
10 pg/kg (intravends) und 100 pg/kg (peroral). Wegen neu aufgekommener
Bedenken aus toxikologischer Sicht mussten die maximal zugelassenen
Verabreichungsmengen jedoch neu Uberpruft werden. Letztendlich durften keine
neuen Probandenstudien mit Ruthenium aufgenommen werden. Jedoch wurden
bereits einige Probandentests im Rahmen einer vorausgegangenen Pilotstudie in
Kooperation mit der Universitat Mailand durchgefuhrt und Urin- bzw.
Blutplasmaproben gesammelt. Diese standen daher zur weiteren Analyse und
Auswertung zur Verfigung. Die gewonnenen Ergebnisse wurden daher fir die
biokinetischen Fragestellungen eingesetzt. Als eingesetzte Tracer dienten die
stabilen Isotope **Ru und "°'Ru.

7.1.3 Cer

Als ein Vertreter aus der Gruppe der Lanthanide wurde das Element Cer ausgewahlt,
fur das ein Genehmigungsverfahren bei der Ethikkommission eingeleitet worden war.
Nach ausgiebiger Recherche Uber die nattrliche Cer-Aufnahme in den menschlichen
Korper und Uber natlrliche Cer-Konzentrationen in Koérperfllissigkeiten konnte der
Ethikantrag erfolgreich durchgesetzt werden. Die Ethikkommission kam zum Schluss,
dass eine intravendse Cer-Gabe von 0,0143 ug/kg Korpergewicht und eine orale
Aufnahme von 1,43 ug/kg Koérpergewicht vertretbar sind. Bei einem Normalgewicht
von 70 kg entspricht dies einer Menge von 1 ug bei intravendser sowie 100 pg bei
oraler Verabreichung. Fir die biokinetischen Studien stellten sich die stabilen Isotope
%Ce und "Ce als ideal heraus. **Ce wurde oral und "*Ce intravends verabreicht.

7.2 Prafung und Optimierung geeigneter Messverfahren
Die biokinetischen Untersuchungen wurden mit Hilfe der Doppeltracertechnik
durchgefuhrt. Um die Tracerkonzentrationen in den biologischen Proben verlasslich

bestimmen zu konnen, waren aufwandige chemische Aufarbeitungsschritte unter
Reinraumbedingungen notwendig, die aus vielen aufeinander folgenden
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Eintrocknungs-, Aufschluss- und Reinigungsverfahren bestanden. Nur durch einen
weitgehenden Aufschluss des organischen Materials der biologischen Proben und
der Abtrennung stérender Moleklle war eine verwertbare Messung mit geeigneten
Messmethoden moglich. Neben der Aufarbeitung von Blut- (Blutplasma-) und
Urinproben wurden fur die Untersuchungen von Cer auch Muttermilchproben
aufgeschlossen.

Zur Messung der Tracer in den biologischen Proben wurden verschiedene
Messverfahren Uberprift, inwieweit diese Messtechniken geeignet waren. Dabei
waren folgende Punkte zu eruieren: Linearitat, Reproduzierbarkeit, Nachweisgrenze
(Empfindlichkeit) und Einfluss von Interferenzen. Als Analysenmethoden standen ein
hauseigenes TIMS, ein ICP-MS im GSF-Institut fir Okologische Chemie und die PAA
in Garching zur Auswahl.

7.2.1 Zirkonium

Im Prinzip standen die drei Analysemethoden TIMS, ICP-MS und PAA zur
Verfugung. Es stellte sich heraus, dass ICP-MS wegen Interferenzen die
erforderliche Nachweisgrenze nicht erreichen konnte. Die beiden Ubrigen Techniken
TIMS und PAA eigneten sich jedoch sehr gut zur Bestimmung weniger Nanogramm
von Zirkonium in menschlichen Blutplasma- und Urinproben. Durch Vergleich der
Ergebnisse der unterschiedlichen Techniken ist eine interne Qualitatssicherung
maoglich.

Fir die Thermionen-Massenspektrometrie sind die Nachweisgrenzen tracerabhangig
und liegen im Bereich von 0,09 - 0,38 ng pro Probe. Dies ermoglicht die Bestimmung
der Tracerkonzentration in Plasmaproben bis zu 30 d nach Injektion fur den
intravendsen Tracer, im Einzelfall auch dartber hinaus. Die geringere Konzentration
des oralen Tracers kann im Regelfall nur bis zu wenigen Tagen nach Administration
gemessen werden. In Urinproben kann der intravendse Tracer meist bis zu 7 d, der
orale meist nur innerhalb von 24 Stunden nach Gabe nachgewiesen werden.

Die Nachweisgrenzen der Protonenaktivierungsanalyse flr die verwendeten
Tracerisotope *°Zr und %°Zr liegen bei 1,8 ng bzw. 1,6 ng. Sie sind stark von den
Randbedingungen von Bestrahlung und Messung abhangig, d.h. der Aktivierung der
Proben sowie Abklingzeit der Proben und Messdauer der Gammaspektrometrie. Die
Wahl dieser Groflen hat auch einen wesentlichen Einfluss auf die mittlere
Messunsicherheit, weil auf Grund der begrenzten Anzahl von Bestrahlungsterminen
und Gammaspektrometern nur wenige Proben mit den bestmdglichen Parametern
gemessen werden konnen.

Die relativen Messunsicherheiten der beiden Messmethoden zeigt Tabelle 3. Die
relative Unsicherheit der Tracermessung mit TIMS ist weitgehend unabhangig von
Probenmaterial und Tracer. Im Gegensatz dazu ist bei der PAA das Isotop *Zr
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genauer messbar als %°Zr, wenn beide Messungen nach der gleichen
Probenaktivierung erfolgen.

Wegen des hdéheren Probendurchsatzes und der besseren Nachweisgrenzen wurde
die TIMS im Lauf der Studie als Routinemethode eingesetzt. Die PAA wurde nicht fur
zusatzliche Probenmessungen, sondern als physikalisch unterschiedliche Methode
zur Qualitatskontrolle verwendet.

Die zeitliche Stabilitat der TIMS-Ergebnisse wurde anhand von Messungen einer
Referenzldésung von natirlichem Zirkonium untersucht (PLZR2-2Y, SPEX Certiprep).
Fir die Isotopenverhaltnisse *'Zr/*°zr, %2Zr/*zr und *Zr/*°zZr wurde dabei im Rahmen
der Schwankungen keine Veranderung beobachtet. Lediglich das Verhaltnis *Zr/*°zr
stieg seit Mitte 2007 etwas an (Abbildung 4). Dies kdnnte auf eine leichte
Kontamination des TIMS mit dem in allen Plasma- und Urinproben zur
Konzentrationsbestimmung zugesetzten Tracer **Zr (91,2 %) zuriickzufiihren sein.

Tabelle 3: Ubersicht Uber die relativen Unsicherheiten bei der Messung von
Zirkoniumtracern mit TIMS und PAA.

TIMS

Tracer (Anreicherung) Probentyp Median (%) Bereich (%)
9Zr (98,2 %) Plasma 4,37 433-15,0
917r (88,7 %) Plasma 4,75 4,46 — 25,0
%Zr (58,3 %) Plasma 4,57 4,39 -19,6
%Zr (86,4 %) Plasma 4,35 4,33-20,7
9Zr (98,2 %) Urin 4,76 4,48 - 28,5
917r (88,7 %) Urin 4,74 4,52 - 64,0
%Zr (58,3 %) Urin 4,91 453-79
%Zr (86,4 %) Urin 4,49 4,47 — 18,1
PAA

Tracer (Anreicherung) Probentyp Median (%) Bereich (%)
9Zr (98,2 %) Plasma 32,7 7,4-90
%Zr (86,4 %) Plasma 16,3 6,1 -39
9Zr (98,2 %) Urin 30,0 13,8 - 71
%Zr (86,4 %) Urin 12,3* 6,5 — 56*

(*) Nur 3 Messungen
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Abbildung 4: Zeitliche Anderung der Isotopenverhaltnisses *Zr/*°zr.

Mit TIMS ist die Quantifizierung des Gehalts einer Probe an bis zu funf
verschiedenen isotopischen Mischungen von Zirkonium mdglich, und damit auch
eine Messung des Untergrunds an natirlichem Zirkonium. Ohne Zusatzinformation
ist jedoch nicht unterscheidbar, aus welcher Quelle dieses naturliche Zirkonium
stammt. Die aufwendige Probenvorbereitung bietet z.B. durch kontaminierte
Ldsungen viele Mdglichkeiten fur eine Erhdéhung des Gehalts an natlrlichem
Zirkonium.

Im Gegensatz dazu ist mit der PAA nur die Quantifizierung der absoluten Mengen
zweier Isotope (*°Zr und *°Zr) in einer Messung méglich. Das Kontaminationsrisiko ist
durch die einfache Probenvorbereitung sehr gering. Deshalb kann die PAA
verwendet werden, um z.B. mit Blindproben die typische Konzentration von
naturlichem Zirkonium einzugrenzen.

Die geringen bei PAA gemessenen Mengen waren ein Hinweis darauf, dass in der
Anfangsphase der Methodenentwicklung fur TIMS tatsachlich im Lauf der
Probenvorbereitung natlrliches Zirkonium in die Proben eingebracht wurde. Das in
Abbidlung 5 gezeigte Elutionsprofil fur die dabei zum Einsatz kommende
Saulenchromatographie liefert letztendlich einen Hinweis auf die Quelle dieser
Verunreinigung. Vergleicht man die Konzentration des angereicherten Tracers mit
der des naturlichen Zirkoniums, lasst sich folgendes feststellen:
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Die Konzentration des Tracers erreicht bei ca. 6-9 ml Elutionsvolumen ein
Maximum. Die Ausbeute ist mit ~30 % nicht optimal, fir die
Isotopenverhaltnisbestimmung mit TIMS aber ausreichend.

Die Konzentration an naturlichem Zirkonium steigt bestandig an. Dies ware
konsistent mit der Annahme, dass die zur Elution verwendete Sauremischung
naturliches Zirkonium in einer Konzentration von mindestens 12-15 ng/ml
enthalt. Dies wurde spater durch die Reinigung der verwendeten Sauren durch
Destillation unter dem Siedepunkt bestatigt und fihrte zu einer Reduktion des
naturlichen Untergrunds von Zirkonium-Messungen mit TIMS von ca. 100 ng
auf typisch <10 ng pro Probe.

14 4| &SN Tracer (4 Versuche, skaliert x10) ’:__
natirliches Zr (8 Versuche, skaliert x1) }
12 - [ ~
| _ /
10 - % ///
|
|
|

6 -
;__
|
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\

Zirkonium-Konzentration (ng/ml)

0 2 4 6 8 10

—_
N

Eluiertes Volumen (ml)

Abbildung 5: Elutionsschema der Saulenchromatographie bei der Proben-
aufarbeitung fur TIMS. Der Bereich zwischen den gestrichelten Linien kennzeichnet
das fur Routinemessungen verwendete Eluatvolumen.

Zwei weitere Beobachtungen aus dem Methodenvergleich sind in Abbidlung 6
erkennbar:

Die Betrachtung der Messergebnisse von Zr.01.03 zeigt drei Datenpunkte
deutlich abseits der restlichen Werte. Durch zusatzliche Berucksichtigung des
zeitlichen Ablaufs der Tracerkonzentration konnten durch diese Auffalligkeit
drei Fehlmessungen (zu geringe Konzentration bei der TIMS-Messung)
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gefunden werden, die vermutlich aus Fehlern bei der aufwendigen
Probenvorbereitung fur TIMS resultierten.

— Der Vergleich von Messungen mit *°Zr und *°Zr als Tracer zeigt, dass fiir *°Zr
vermehrt héhere Zirkoniummengen mit PAA gegentber TIMS gemessen
wurden. Nach Uberprifung der den Auswertungen zugrunde liegenden
Isotopenverhaltnisse und der Ergebnisse der Gammaspektrometrie wurde
dieser Effekt einer kleinen Interferenz bei der PAA zugeordnet, die im Fall des
Aktivierungsprodukts von *Zr zur ausgewerteten Peakfléche beitrug.

Der Methodenvergleich ermdglicht somit im Einzelfall die Erkennung von
systematischen Fehlern bei der Messung und die Abgrenzung solcher zu zufalligen
Schwankungen, und stellte damit eine grolRe Hilfe bei der Methodenentwicklung dar.
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Abbildung 6: Ergebnisvergleich PAA-TIMS. Die diagonale Linie reprasentiert
identische Ergebnisse beider Methoden.

7.2.2 Ruthenium

Obwohl aufgrund von Vorbehalten der Ethikkommission hinsichtlich der Toxikologie
von Ruthenium keine neuen Experimente an Probanden mehr durchgefuhrt werden
konnten, wurde fur diese Arbeit zumindest ein Teil der bereits aus fruheren
Experimenten gewonnenen Proben analysiert. Die Plasma und Urinproben wurden
am Tandembeschleuniger des Maier-Leibnitz Laboratoriums in Garching bestrahlt.
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Tabelle 4: Die in der Protonenaktivierungsanalytik verwendeten Reaktionen und die
physikalischen Eigenschaften der Reaktionsprodukte.

Reaktion Produkt- Haupt y-Emissionen
Halbwertzeit Energie (keV) Emissionswahrscheinlichkeit
%Ru(p,n)*Rh 16,1d 528 keV 38,0 %
353 keV 34,6 %
90 keV 33,4 %
""Ru(p,n)"”"™Rh 4,34 d 307 keV 81 %
>V(p,n)*'Cr 27,7d 320 keV 10 %
0.04
® 90keV
) v 353 keV
0.03 B 528 keV
' (]
&
%= 0.02 E
3 1
] ! Y
[ ]
0.01 +
0.00 T T T T T T T T T
0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2
Dicke (mm Al)

Abbildung 7: Optimierungsversuche hinsichtlich Schichtdicke der Aluminium-
Probenhiille und der Auswahl der Emissionslinie von **Rh (Produkt von *Ru).
Hohere Verhaltnisse bedeuten eine bessere Messempfindlichkeit der Methode.
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Die experimentellen Bedingungen fur die Aktivierung der ausgewahlten Tracer “Ru
und '"'Ru mussten an die Eigenschaften des Protonenstrahles des
Tandembeschleunigers angepasst werden (Protonenenergie 20 MeV, Strahlintensitat
max. 2.5 pyA). Die fir den Nachweis der Tracer ausgewahlten Reaktionen und die
Eigenschaften der Reaktionsprodukte **Rh und '*'™Rh sind in Tabelle 4 zusammen
mit den entsprechenden Informationen {ber das Referenznuklid *'V angegeben.

Um Linearitats- und Reproduzierbarkeitstests durchzufihren, wurden biologischen
Proben bekannte Mengen der beiden Tracer (etwa von 8-170 ng) zugegeben. Hierbei
wurde u.a. auch die geeignete Dicke der Aluminiumhdlle untersucht, in der die
Proben eingekapselt wurden. Abbildung 7 zeigt die Verhaltnisse zwischen *°Rh
(Produkt von **Ru) und °'Cr (Produkt von °'V) als Funktion der Dicke. Hohere
Verhiltnisse von ®Rh (Produkt von **Ru) und °'Cr (Produkt von °'V) bedeuten eine
bessere Messempfindlichkeit der Methode.

Aufgrund der Ergebnisse aus Abbildung 7 schienen die Dbesten
Versuchsbedingungen mit der dinnsten Aluminiumhalle und bei der Messung der 90
keV Emission erreichbar. Leider wurden bei 90 keV wie auch bei 353 keV
Interferenzen in der biologischen Matrix gefunden, so dass die Quantifizierung von
%Ru mit der Emissionslinie bei 528 keV erfolgen musste. In Optimierungsversuchen
mit dem anderen Tracer '*'Ru wurden dagegen bessere Versuchsbedingungen unter
Verwendung der dicksten Aluminiumhalle erzielt. Aus diesem Grund wurde
letztendlich eine Aluminiumkapsel mit einer Schichtdicke von 0,93 mm ausgewahlt.
Unter typischen Messbedingungen (Bestrahlungszeit >48 Stunden, Messzeit ~3 d)
betragen die Nachweisgrenzen 7,5 ng'ml” fir ®*Ru und 2 ng'ml” fir °'Ru in
Blutplasma. In Urin liegen die Nachweisgrenzen bei 0,7 ng-ml” fir **Ru und 0,2
ng'ml” fir "*'Ru. Ein Grund fiir die geringeren Nachweisgrenzen bei der Messung
von Urin ist die Tatsache, dass fur die Vorbereitung der Proben-Tabletten etwa eine
10-fache groRere Menge Urin eingesetzt werden kann als Blutplasma. Wie schon
oben beim Punkt 7.2.1 erklart, hangen die Nachweisgrenzen stark vom Abklingzeit
und Messdauer, so konnten bei einzelnen Proben durch spezifische Optimierung der
Messbedingungen deutlich niedrigere Konzentrationen gemessen werden (obwohl
mit teilweise groRer Unsicherheit).

7.2.3 Cer

Die Methode zur chemischen Aufbereitung von menschlichem Blutplasma- und
Urinproben sowie von Muttermilch zum Nachweis von Cer wurde vollkommen neu
entwickelt und hinsichtlich der Verwendung von Mikrowellen-Druckaufschluss und
anschliellend erfolgter Extraktionschromatographie optimiert. Als Ergebnis dieser
Optimierungsphase wurde folgende Methodik gewahlt:
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Je 1 ml Urin bzw. 0,5 ml Blutplasma wurden mit 4,5 bis 6 ml konz. HNO3 versetzt und
die Lésung einem Mikrowellen-Druckaufschluss (Mikrowelle speedwave MWS-2,
Firma Berghof) unterworfen. AnschlieRend erfolgt eine weitere Reinigung und
Separation von Cer mittels Extraktionschromatographie an RE-resin-Saulenmaterial
(Firma Eichrom, Frankreich) unter Verwendung von 1 N und 4 N HNO3 und Elution
mit 4 N HCI. Ausflihrliche Darstellung siehe Tabelle 5 und 6.

Das Extraktionschromatographie-Material RE-resin besteht aus 1 M Oktyl(phenyl)-
N,N-diisobutylcarbomyl-methyl-phosphinoxid in Tributylphosphat, welches an einen
inerten polymeren Trager gekoppelt ist. Nach Elution der Probe und anschlieRender
Trocknung der Lésung ist die Probe bereit flr die Messung mittels TIMS.

Tabelle 5: Probenaufschluss in der Mikrowelle.

Probe 0.5 ml Blutplasma ‘ 1 ml Urin

Zugefigter Spike 10 yl 142-Cer (1,75 ng) in 3 % HNO;

Inkubation 8 hbei 37 °C

Zugefigtes Reagenz 6 ml conc. HNO; 4.5 ml conc. HNO; + 0.5 ml H,0O,
Mikrowellenaufschluss 55 min, 140-230 °C 40 min, 190 °C

Zugefigtes Reagenz 0,4 ml H,O, 0,4 ml H202

Evaporation zur Trockne 6 h bei 120 °C in 10 ml Teflongefalie

Tabelle 6: Extraktionschromatographie.

RE_resin (1 ml, Durchmesser ~ 8 mm, 100-150 um Partikelgrofie)

Volumen (ml) Lésung
Lésen der Probe 1-2 1 N HNO;
Prakonditionierung der Saule 10 1 N HNO;
Probenbeladung 1-2 1 N HNO;
Spulen der Matrix 15 1 N HNO;
Weiteres Splilen 5 4 N HNO;
Elution von Cer 4,5* 4 N HCI
Evaporation der Probe 4 h bei 120 °C in 10 ml Teflongefale

*Der erste Milliliter wird verworfen.

Aufgrund der geringen von der Ethikkommission genehmigten Tracermengen fir Cer
und wegen stdrender Interferenzen durch natirliches Barium bei der Cer-Messung
mittels TIMS konnten die ersten Messungen nicht erfolgreich durchgefuhrt werden.
Die auftretenden Probleme konnten bis zum Projektende nicht vollstandig gelost
werden und bendtigen nach wie vor weitere Entwicklungsarbeit.
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Hierzu wurden die als Probentrager bisher routinemallig eingesetzten Rhenium-
Bandchen durch Tantal-Bandchen ersetzt, die eine geringere Barium-Kontamination
aufweisen sollen.

Fir die Untersuchungen der Muttermilch hinsichtlich der natarlichen Cer-
Konzentrationen stellte sich die ICP-MS als die geeignete Methode heraus. Die
Milchproben wurden durch einen Druckaufschluss vorbereitet, und nach Zugabe von
Iridium als interner Standard konnte die Cer-Konzentration direkt mittels ICP-MS
gemessen werden. Um die Tauglichkeit unserer Methode, solch geringe Cer-
Konzentrationen zu messen, zu testen, sind die Blindwerte, die Digestionsblindwerte
und die Kontrollstandards (50 ng/L) direkt vor und nach der Probenmessung
bestimmt worden. Des Weiteren wurden die Muttermilchproben mit bekannten Cer-
Konzentrationen gespikt und die Wiederfindungsrate gemessen; sie betrug
96,9+3,2%.

7.3 Ermittlung biokinetischer Parameter mittels Doppeltracertest an Probanden

7.3.1 Zirkonium

Im Rahmen des Projekts wurden 16 Experimente mit Zirkonium bei 11 Probanden (6
w, 5 m) durchgefuhrt; von weiteren 7 im Vorfeld durchgeflihrten Experimenten (2 w, 2
m) waren ebenfalls noch Proben zur weiteren Verwendung vorhanden. Das Alter der
Probanden lag zwischen 26 und 59 Jahren. Die orale Verabreichungsform wurde
variiert; in 10 Experimenten wurde Zirkonium in einer Na-Citrat-gepufferten
wassrigen Ldsung verabreicht (5 w, 5 m), in weiteren 10 als Zirkonium-Oxalat-
Komplex in wassriger Losung (5 w, 5 m), und in einem zusatzlichen Experiment
vermischt mit Babynahrung (w). 17 Experimente wurden als
Doppeltracerexperimente durchgefihrt, 4 nur mit oraler Tracergabe und 2 nur mit
Tracerinjektion.

Die aktuell durchgefuhrten Tracerexperimente sind so gestaltet, dass pro Experiment
insgesamt bis zu 27 Proben (Blutplasma und Urin) aus dem Zeitraum bis zu 100 d
nach Tracergabe gewonnen und untersucht werden.

Zur Herstellung der Tracerldsungen wurden jeweils 20 — 100 mg ZrO,-Pulver der
Firmen Campro bzw. Chemotrade zusammen mit 0,4 ml konzentrierter Salpetersaure
(HNO3) und 3,7 ml konzentrierter Flusssaure (HF) in einem verschlossenen
Teflonbecher Uber 3 - 5 h bei 140 °C erhitzt. Die Lésung wurde getrocknet und
danach in einer Mischung aus Salzsaure (HCI) und HNO3; wieder aufgeldst, falls nétig
unter Erhitzen und unter Einsatz eines Ultraschallbades. Die konzentrierte Losung
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wurde dann mit deionisiertem Wasser (Milli-Q) auf die gewtnschte Konzentration von
100-500 mg-I"" verdiinnt.

Als Tracer fiir die Injektion wurden *°Zr (angereichert auf 98,2 %) oder *°Zr (86,4 %)
eingesetzt; fir die orale Gabe *Zr (98,2 %), *'Zr (88,7 %), %°Zr (58,3 %) oder *Zr
(86,4 %); als Referenztracer zur Konzentrationsbestimmung mit TIMS *Zr (91,2 %).
Fur die Zirkonium-Injektionslosung wurden 10 ml deionisiertes Wasser, 0,25 g
Kaliumoxalat und 85 mg Oxalsdure zu 10 ml der *°Zr-Stammlésung bzw. zu 40 ml
der %Zr-Stammlésung gegeben. Nach vollstandiger Auflésung  wurden
Zirkoniumoxalatkristalle durch Zugabe von Ethanol und flnfzigprozentiger
Natronlauge ausgefallt, abgefiltert und mit Ethanol gewaschen. Die gereinigten
Kristalle wurden in 25 ml deionisiertem Wasser und 175 ml steriler 0,9 %iger
Kochsalzlésung aufgeldst. Die fertige Losung wurde durch Sterilfilter in autoklavierte
Ampullen abgeflllt; diese dann zugeschmolzen und nochmals autoklaviert. Die
Sterilitdt der Proben wurde entsprechend der European Pharmacopoeia uberpruft.
Die empfohlene minimale Probenanzahl von 10% der Ampullen pro Charge wurde
zufallig ausgewahlt und auf mikrobielle Kontamination im Institut fur Mikrobiologie,
Immunologie und Hygiene der TU Munchen uberpruft.

Die Konzentrationen von Zirkonium in Stammldsung und Ampullen wurde mittels
ICP-OES und TIMS kontrolliert.

Far die orale Gabe wurden zwei verschiedene Trinklosungen hergestellt, jeweils
direkt vor Beginn des entsprechenden Experiments:

— Zu einer Mischung von 30 ml deionisiertem Wasser und der gewunschten
Menge der Tracerlosung wird Natrium-Citrat zugegeben, entsprechend 120
mg pro 7 mg Zirkonium. Die somit gepufferte Losung wird mit NaOH (50 %)
auf einen pH von ~4 eingestellt und mit deionisiertem Wasser auf 100 ml
aufgefullt.

— Eine  Zirkoniumoxalat-Trinklosung  wurde  durch  Verdiunnung von
Injektionslésung mit deionisiertem Wasser oder aus einer eigens ahnlich zur
Injektionslosung hergestellten Stammldsung prapariert.

7.3.1.1 Ermittlung der zeitlichen Retention im systemischen Kreislauf

Es wurde zunachst versucht, die Retentionszeit des intravends applizierten Tracers
im Plasma im Einklang mit den Empfehlungen der ICRP als Halbwertszeit einer
einfach exponentiellen Abnahme der Konzentration zu bestimmen. Dies fuhrte, wie in
Abbildung 8a-d ersichtlich, nicht zu befriedigenden Ergebnissen.

Die Tracerkonzentration C in Plasma lasst sich angesichts der Schwankungen in den
Daten gut mit einem doppelt exponentiellen Abstrom beschreiben, wie in Abbildung 9
beispielhaft dargestellt:
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C= A_e—(ln2~t/Ta) n B.e—(ln2~t/Tb)

Fiar die beiden Zeitkonstanten finden sich im Vergleich der einzelnen Experimente
Medianwerte von T, = 1,4 h flr die Halbwertszeit des schnellen Teilprozesses und
Tp, = 3,3 d fur den langsamen Teilprozess. Die Gewichtung ist etwa gleich verteilt,
d.h. A= B.
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Abbildung 8: Beschreibung der Konzentration des intravenos applizierten Tracers
durch einen einfach exponentiellen Abstrom.

31



40

Zr.01.03
Zr11.12
Zr.26.15
Zr.25.16
——— Zr.01.03 Fit
Zr.11.12 Fit
——— Zr.26.15Fit
Zr.25.16 Fit

b O @

~
—
-

i.v. Tracerkonzentration in Plasma (%/kg)

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Zeit nach Injektion (h)

Abbildung 9: Beschreibung der Konzentration des intravenos applizierten Tracers
durch einen doppelt exponentiellen Abstrom.

7.3.1.2 Ermittlung der zeitlichen systemischen Ausscheidung in Urin

Die gemessenen Tracerkonzentrationen in Urinproben schwanken sehr stark und
liegen im Fall des oral verabreichten Tracers bereits in der ersten Woche der
Experimente haufig unter der Nachweisgrenze.

Far beide Tracer ist eine tendenziell am ersten Tag erhohte Ausscheidungsrate
erkennbar, die fur den Rest der ersten Woche in eine niedrigere, im Rahmen der
Schwankungen konstante Ausscheidungsrate tbergeht.

FUr den intravends applizierten Tracer lasst sich die kumulative Ausscheidung im
Verlauf der ersten Woche bestimmen. Hierfir wurden Messwerte unter der
Nachweisgrenze durch die halbe Nachweisgrenze ersetzt. Innerhalb der ersten 24 h
nach Applikation werden demnach 0,6-2,9 % des injizierten Tracers mit dem Urin
ausgeschieden. Die durchschnittliche tagliche Ausscheidung an den restlichen Tagen
der ersten Woche liegt bei 0,3-0,9 %, und die kumulierte Ausscheidung nach der
ersten Woche bei 2,5-7,0 %.
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7.3.1.3 Ermittlung des gastrointestinalen Absorptionsanteils (fa-Faktor)

Unter der Annahme, dass sich die beiden applizierten Tracer nach Aufnahme in den
systemischen Kreislauf identisch verhalten, lasst sich der gastrointestinale
Absorptionsanteil wie folgt bestimmen:

(a) Durch das Konzentrationsverhaltnis beider Tracer nach Abschluss des
Aufnahmevorgangs, d.h. frihestens mehrere Stunden nach Beginn des
Experiments. Diese Methode ist nur anwendbar, wenn
Konzentrationsmessungen beider Tracer zur selben Zeit nach Verabreichung
verfugbar sind. Das Ergebnis ist stark abhangig vom den einzelnen
Messwerten. Fur die in Tabelle 7 angegebenen Werte wurden Messungen
zwischen ~7 h und 48 h nach Tracergabe zugrunde gelegt.

(b) Durch die Faltungsintegraltechnik. Hierbei werden die gemessenen
Konzentrationen beider Tracer ohne Zugrundelegung eines biokinetischen
Modells interpoliert. Die daraus erhaltenen Funktionen lassen sich mit der zu
bestimmenden zeitabhangigen Absorptionsrate Uber ein Faltungsintegral
verknupfen. Die Losung der Integralgleichung liefert die Absorptionsrate und,
als deren Zeitintegral, den gastrointestinalen Absorptionsanteil. Diese Technik
ist nur schwach abhangig von der Schwankung einzelner Messwerte und setzt
kein spezifisches Stoffwechselmodell voraus, bendtigt aber wesentlich mehr
Daten als der einfache Konzentrationsvergleich im Rahmen eines
Doppeltracerexperiments.

(c) Die biokinetische Modellierung mit Kompartmentmodellen liefert unter
anderem Parameter fiir die Ubergangsraten aus dem Verdauungstrakt in den
systemischen Kreislauf (Asmall intestine (S))-transfer, Si€he 6.5.1) und den
konkurrierenden Ubergang im Fortgang des Verdauungstrakts (Asi-right colon)-
Der gastrointestinale Absorptionsanteil Iasst sich fur die in der aktuellen Studie
verwendeten Kompartmentmodelle aus diesen beiden zeitlich konstanten
Parametern wie folgt berechnen:

A

f = Sl —transfer
A=

A +A

Sl —transfer Sl —right colon
Wie aus den in Tabelle 7 aufgefuhrten Mittelwerten ersichtlich, stimmen die
Ergebnisse der drei Methoden sowohl hinsichtlich des Werts als auch der Streuung
weitgehend Uberein. Die chemische Form in der Trinklosung ist hierbei entscheidend;
Zirkonium-Oxalat wird um einen Faktor 5-8 starker resorbiert als Zirkoniumionen in
einer citratgepufferten Losung.
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Tabelle 7: Gastrointestinaler Absorptionsanteil fa. Die angegebenen Unsicherheiten
sind jeweils einfache Standardabweichungen.

Methode citratgepufferte Zr-Losung | Zr-Oxalat-Losung
Konzentrationsverhaltnis (1,5+0,9)10° (7,7 £2,4)10°
Faltungsintegral (1,5+0,9)10° (7,5+2,5)10°
Biokinetische Modellierung | (1,0 + 0,7)-107 (7,7 £2,3)10°

7.3.2 Ruthenium

Wie bereits erwahnt beziehen sich die hier gezeigten Ergebnisse auf
Probandenstudien, die noch vor dem Start dieses Vorhabens stattgefunden haben.
Insgesamt wurden 16 Studien mit vier mannlichen Probanden und einer weiblichen
Probandin im Alter von 23-60 Jahren Uber einen Versuchszeitraum von 7 Jahren
hinweg durchgefuhrt. Bei dieser Studie wurde insbesondere der Einfluss der
chemischen Speziation auf die intestinale Aufnahme, das Retentionsverhalten im
Blutplasma und die Ausscheidung untersucht. So wurde der orale Tracer in
verschiedenen Formen verabreicht: in wassriger Losung als Citrat- oder Ascorbat-
Komplex, zusammen mit Baby-Nahrung oder Salat. Zusatzlich wurden drei
verschiedene Injektionsldsungen vorbereitet, die anorganisches Ruthenium und
Ruthenium-Citratkomplexe in unterschiedlichen Konzentrationen beinhalteten.

7.3.2.1 Ermittlung der zeitlichen Retention im systemischen Kreislauf

Die Auswertung der Daten hierzu erfolgte bereits in der bereits erwahnten fruheren
Pilotstudie (siehe 4.3). Es zeigte sich, dass die Plasmaclearance deutlich von der
chemischen Form von Ruthenium beeinflusst wird. Die Retentionszeit von
anorganischem Ruthenium im Plasma betrug 232 h, und die von Ruthenium-Citrat
1712 min.

7.3.2.2 Ermittlung der zeitlichen systemischen Ausscheidung in Urin

Die chemischen Speziation des Tracers spielt auch bei der Urinausscheidung eine
grol3e Rolle. Abbildung 10 zeigt die kumulierte Urinausscheidung nach Injektion von
Ruthenium-Ldsungen mit unterschiedlichen Komplexierungsstufen. Der grofte Teil
der Ausscheidung findet in den ersten 12 Stunden statt. Die nach 48-Stunden
kumulierte Ausscheidung betragt ca. 25% fur anorganisches Ruthenium, fur die
uberwiegend komplexierte Tracerlosung schwankt sie jedoch zwischen 55% und
75%. Diese Ergebnisse sind in guter Ubereinstimmung mit den friher gewonnenen
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Plasmadaten, die auf eine schnellere Clearancerate fur Ruthenium-Citrat-Komplexe
hindeuteten.
Zum Vergleich: Das aktuelle ICRP-Modell sagt eine 48-Stunden-Ausscheidung von
16% vorher.
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Abbildung 10: Prozentuale Urinausscheidung des intravendsen Tracers. Blaue
Symbole: Losung mit niedriger Komplexierungsstufe; Grine Symbole: uberwiegend
komplexierte Lésung. Die Zahlen in der Legende beziehen sich auf die Studiencodes
und reprasentieren je eine Testperson.

7.3.2.3 Ermittlung des gastrointestinalen Absorptionsanteils (fi-Faktor)

Die Konzentrationen des oralen Tracers in Blutplasma und Urin waren oft nah an der
Nachweisgrenze oder sogar darunter, so dass in einigen Fallen nur eine Obergrenze
des uber den Magen-Darm-Trakt absorbierten Bruchteils abgeschatzt werden
konnte. Daruber hinaus war es nicht immer moglich den Komplexierungsgrad von
Ruthenium in der oral verabreichten Lésungen zu rekonstruieren, was aufgrund der
oben beschriebenen kinetischen Unterschiede zu unterschiedlichen Werten flr den
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fi-Wert fuhren kann. Somit sind die damals erhaltenen Ergebnisse diesbezuglich
fraglich. Infolgedessen konnte flir den fi-Faktor nach Ingestion in wassriger Form
lediglich ein Bereich (zwischen 1:10? und 5,5:10%) ermittelt werden. Bei der
Verabreichung des Ruthenium-Tracers zusammen mit Baby-Nahrung waren die
Tracerkonzentrationen im Blutplasma stets unter der Nachweisgrenze, was einen f4-
Wert deutlich kleiner als 2:102 (Obergrenze) impliziert. Zusatzlich wurde Ruthenium
zusammen mit Salat oral verabreicht. Dabei wurde anhand des 24-Stunden-
Urinwerts ein f;-Wert von (4,4+1,7)-10° ermittelt. Diese Ergebnisse sind in grober
Ubereinstimmung mit friiheren Studien bei Menschen von Yamagata et al. [16] und
im Allgemeinen etwas kleiner als der derzeitig von der ICRP empfohlene Faktor von
5102 [14]. Dieser Wert entspricht somit einer Obergrenze der experimentell
gewonnenen Werte und kann damit zu einer konservativen Abschatzung benutzt
werden.

7.3.3 Cer

Wie bereits in 6.4 erwahnt, fanden sich keine (ab)stillenden Frauen bereit, an der
Biokinetikstudie mit stabilen Isotopen von Cer teilzunehmen. Aus diesem Grund
konnten die geplanten Untersuchungen hinsichtlich der Unterschiede in der
Biokinetik von Cer fur (ab)stillende und nicht-stillende Frauen nicht durchgefuhrt
werden.

Nichtsdestotrotz wurden Probandentests mit stabilen Cer-Isotopen hinsichtlich des
biokinetischen Verhaltens von Cer an anderen Personengruppen (Manner oder nicht-
stillende Frauen) durchgefuhrt. Insgesamt fanden sich 6 Probanden (4 w, 2 m) im
Alter von 21 bis 54 Jahren bereit. Drei der Probanden (1 w, 2 m) erhielten je 100 ug
'%Ce oral. AnschlieRend wurde nach einem festgelegten Zeitplan Plasmaproben
und/oder Urin gesammelt. Den anderen drei Probanden wurden je 100 pg "**Ce oral
und zusatzlich je 1 pg "*®Ce intravends verabreicht. Pro Experiment waren bis zu 13
Plasmaproben und 8 Urinproben gesammelt worden.

Die hochangereicherten Cer-Isotope *°Ce, *®Ce, und '**Ce wurden Uber die Firma
Campro als Ceroxidpulver geliefert. Die Anreicherung betrug 30,6 % fiir *°Ce, 41,6
% fur *®Ce, und 93,88 % fir "2Ce. Zur Herstellung der entsprechenden Cer-
Isotopenldosungen wurde das Ceroxid (10-20 mg) mit 3 ml 1 M konz. Salpetersaure
(subboiled) und 100 pl H2O, versetzt, und in einem verschlossenen Teflongefal} fir 4
h bei 140°C erhitzt. AnschlieRend wurde die Lésung mit 30 ml 1 M konzentrierte
Salpetersaure vermischt und mit deionisiertem Wasser auf ein Volumen von 100 ml
gebracht.

Fir die orale Cer-Gabe (**Ce) wurde zunachst eine Stammlésung von 100 mg Ce/l
hergestellt. FUr den Probandentest wurden 100 pg Cer aus der Stammldésung mit
einer wassrigen Losung von etwa 80 ml vermischt; anschliefend mit 2 pyl HCI und
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1 ml Natriumcitrat (10%) zur pH-Einstellung und pH-Stabilisierung versetzt, und das
Gesamtvolumen mit deionisiertem Wasser auf 100 ml gebracht. Der pH der Lésung
betrug etwa 4,4.

FiUr die intravendse Cer-Losung wurden folgende Komponenten gemischt: 400 ml
NaCl (0,9%, steril), 180 pl HCI (conc., subboiled), 0,7 ml "*®Ce einer Stammlésung
von 86 mg/L, 60 ml Natriumcitrat (10%), und das Gesamtvolumen mit deionisiertem
Wasser auf 600 ml gebracht. Der pH der Lésung betrug etwa 6.1. Aliquots von 10 ml
wurden in sterile Glasampullen gefiillt, zugeschmolzen und fir 20 min bei 120°C
autoklaviert. Die Sterilitat der Proben wurde entsprechend der European
Pharmacopoeia uberprift. Die empfohlene minimale Probenanzahl von 10% der
Ampullen pro Charge wurde zufallig ausgewahlt und auf mikrobielle Kontamination
im Institut fur Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der TU Munchen Uberpruft.
Die Konzentrationen der Cer-Losungen in Stammlosung und Ampullen wurden
mittels ICP-MS und TIMS kontrolliert.

Fir die Konzentrationsbestimmungen der Cer-Isotope in den biologischen Proben
(Urin und Blutplasma) wurde ein Spike ('**Ce) eingesetzt. Hierfir wurde eine
Stammlésung von '*?Ce hergestellt (ca. 175 mg/L), und diese entsprechend weiter
verdunnt.

7.3.3.1 Ermittlung der zeitlichen Retention im systemischen Kreislauf

Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, wurden zwar Probandentests
durchgefuihrt, jedoch konnten die biologischen Proben aufgrund der erheblichen
Schwierigkeiten bei der Messung der Cer-Tracer mit TIMS noch nicht zuverlassig
analysiert werden. Daher kdnnen hierzu noch keine Angaben gemacht werden.

7.3.3.2 Ermittlung der zeitlichen systemischen Ausscheidung in Urin
Aus dem gleichen Grund kénnen auch hierzu noch keine Angaben gemacht werden.

7.3.3.3 Ermittlung des gastrointestinalen Absorptionsanteils (f1-Faktor)
Aus dem gleichen Grund kénnen auch hierzu noch keine Angaben gemacht werden.
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7.4 Untersuchung des Cer-Transfers in die Muttermilch

Zur Untersuchung des Cer-Transfers in die Muttermilch wurden Milchproben von 10
stilenden Muttern im Alter von 29 bis 40 Jahren gesammelt. Die Probensammlung
wurde sowohl in der Geburtsstation des Klinikums rechts der Isar, in einer Stillgruppe
oder zu Hause durchgeflihrt. Die gespendeten Milchproben umfassten Proben von
unterschiedlichen Laktationsstadien, d.h. Milch von 5 d bis zu 51 Wochen post
partum. Bei den meisten Proben handelte es sich um eine Einmalspende. Eine
Person spendete insgesamt zwei Proben (6 Wochen und 19 Wochen post partum).
Aufgrund von Hinweisen Uber mdgliche Cer-Kontaminationen durch direkten Kontakt
mit Materialen von Milchpumpen, wurde die Milch nicht mit einer Pumpe gesammelt,
sondern, nach sorgfaltiger Reinigung der Brust, durch Ausstreichung mit der Hand.
Die Sammlung der Milch erfolgte in vorgereinigte Polyathylengefal3e. AnschlielRend
wurden die Proben bis zur Messung bei -20 °C tief gefroren.

Zusatzlich gab es 3 altere Milchproben, die aus einer friheren Untersuchung
stammten. Diese Mutter waren um die 30 Jahre alt, und die Stillzeit betrug maximal
10 d post partum.

Tabelle 8: Gerateparameter von ICP-MS.

Instrument: ELAN DRC Il, Perkin Elmer (Sciex, Toronto, Canada)
RF power: 1250 W

Plasma gas: 15 L Ar/min (Air Liquide, Grobenzell)

Nebulizer: Meinhard (Glass Expansion)

Spray chamber: Cyclon (Perkin Elmer)

Nebulizer gas: 0.85 L Ar/min

Isotope: "*°Ce

Internal standard: '*Ir, at 1 pug/L

Dwell time: 200 ms

Replicates: 3; 6 sweeps per reading

Sample introduction: Perimax peristaltic pump with “Antipulse-Head”, Spetec,
Erding.

Sample flow rate: 1.2 ml/min

Calibration: 8 point calibration (0-1000 ng/L): r* = 0.99993

Samtliche Proben wurden nach Nassveraschung in einem Seif-Apparat mittels |CP-
MS (Gerat ICP-MS ELAN, DRC II, Perkin Elmer, Sciex Ontario) gemessen. Die
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instrumentellen Parameter des Gerates sind in der Tabelle 8 gegeben. Die
Nachweisgrenze (3 o Kriterium) in den Muttermilchproben betrug 5,8 ng/L, die
Bestimmungsgrenze der Milchproben (10 o Kriterium) 10 ng/L. Die Blindbestimmung
der Aufschlussprozedur wurde zusammen mit den Proben durchgefuhrt. Die
Aufschlussblindwerte zeigten ebenso geringe Werte wie die Gerateblindwerte, die im
Bereich von 0,2-0,3 ng/L lagen. Fur die Proben CeMuO und CeMu7 wurde die
Bestimmungsgrenze auf 19 ng/L in der Muttermilch gesetzt, da von diesen Proben
weniger als 1 ml zur Veraschung zur Verfugung standen.

Tabelle 9: Natlrliche Cer-Konzentration in menschlicher Muttermilch (in ng/L).

Code Alter (y) Laktationsperiode (Tage a?e‘r in Muttermilch (ng/L)
oder Wochen post partum) Mittelwert+SE
CeMu1 39 5T 23+15
CeMu5 40 5T 10.7+0.7
CeMu4 33 6T 1116
CeMu2 31 >1W 16.2+0.2
CeMu3  -- >1W 13.0+1.1
CeMu6 29 4 W 1419
CeMu9a 36 6W 25.8+1.3
CeMu0 34 18 W <LOQ*
CeMu9b 31 19 W <LOQ*
CeMu7 37 20 W <LOQ*
CeMu8 37 51 W <LOQ*
Median 11 ng/L

@ Konzentrationen unterhalb des LOQ wurden berechnet als LOQ/2 fur die
Mittelwertsbestimmung.

In der Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Cer-Messungen in der Muttermilch gezeigt.
Die Auflistung entspricht der zunehmenden Laktationsperiode der Mutter. Angegeben
sind die arithmetischen Mittelwerte der Ergebnisse, die aus 2 oder mehr Aliquots der
jeweiligen Proben berechnet worden sind. Fur die Proben CeMuO und CeMu9a gab
es lediglich eine einzelne Probe zur Messung.

Der Bereich der Cer-Konzentration in der Muttermilch lag zwischen der
Nachweisgrenze und 25,8+1,3 ng/L. Der Medianwert betrug 11 ng/L. Der Cer-Gehalt
in der Milch nach der 18. Woche post partum war kaum nachzuweisen und kénnte
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eine geringe Abnahme der Cer-Konzentration in der Muttermilch mit steigender
Laktationsdauer bedeuten. Dieser mdgliche Trend ist in Ubereinstimmung mit der
Studie von Wappelhorst et al. [20].

Die Konzentrationen von Cer in den 3 ,alten” Muttermilchproben ergaben Werte von
1343, 3612, und 4116 ng/L. Obwohl die Bedingungen fur diese Proben (Sammlung
unter anderen Bedingungen sowie eine langere Aufbewahrungsperiode)
unterschiedlich waren, sind die gefundenen Cer-Konzentrationen den ,neuen”
Muttermilchproben ahnlich (siehe Tabelle 9).

Im Allgemeinen liegen die Ergebnisse unserer Arbeit unterhalb des Bereiches, die
Wappelhorst et al. [20] angegeben haben. Der Medianwert in der vorliegenden Arbeit
ist etwa um den Faktor 10 niedriger als jener der Studie von Wappelhorst et al. [20].
Ein mdglicher Grund fur die von Wappelhorst et al. [20] verdffentlichten erhdhten
Cer-Konzentrationen in der Muttermilch konnen die mehreren Praparationsschritte
der Milchproben fiir die Messung mit dem ICP-MS sein (Gefriertrocknung, Poolen der
Aufschlussproben oder offene Evaporierung der Proben), die ein hoheres
Kontaminationsrisiko mit Cer darstellen konnten. Zudem fehlen Angaben Uber
Blindwertsbestimmungen von dieser komplizierten Aufarbeitungsprozedur.

Die gemessenen Konzentrationen von Cer in der Muttermilch entsprechen in
ubereinstimmender Weise den Werten von Cer im Blutplasma. Diese werden in der
Literatur [10] mit bis zu 30 ng/L angegeben. Eine frihere Messung von Cer in 2
Blutplasmaproben, die von einem Freiwilligen unserer Arbeitsgruppe stammen,
ergaben Werte von 26-55 ng/L.

Aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass von keiner Aufkonzentrierung
von Cer aus dem Plasma in die Muttermilch wahrend der Laktation auszugehen ist,
nachdem beide Cer-Konzentrationen (Plasma und Milch) im selben Bereich liegen.
Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zur Studie von Wappelhorst et al. [20].

7.5 Vorschlag fur biokinetische Modelle fir die betrachteten Elemente auf
Grundlage der vorangegangenen Ergebnisse

7.5.1 Zirkonium

Der Entwicklung des in Diagramm 11 gezeigten Modellvorschlags lagen das Modell

der ICRP und die dazugehoérigen Hintergrundinformationen zugrunde. Das
angepasste neue Modell wurde aus folgenden Kriterien entwickelt:

— Die in Kapitel 7.3.1.1 prasentierte Beschreibung der zeitlichen Retention im

Plasma durch die Summe zweier Exponentialfunktionen ist mit der Struktur

des ICRP-Modells nicht konsistent. Die beobachtete Kinetik Iasst sich aber
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durch die Einfihrung eines Ruckstroms von Zirkonium aus mindestens einem
der beiden Gewebekompartmente erreichen. Dem Datensatz des
intravendsen Tracers in Plasma kommt hierbei die groRte Bedeutung zu, weil
die Konzentrationen im Vergleich zu den anderen Datensatzen gro3er und die
relativen Unsicherheiten kleiner sind.

Die EinfUhrung einer Ruckflussmoglichkeit aus allen Gewebetypen in das
Verteilungsvolumen (Transferkompartment) bietet die Maoglichkeit, die
Urinausscheidung physiologisch orientiert zu modellieren, d.h. aus dem
Transferkompartment bzw. Plasma Uber die Harnblase in den Urin.

Die Uberpriifung der theoretischen Identifizierbarkeit limitiert die Auswahl
moglicher Modellkandidaten. Uberprift wird hierbei die Frage, ob eine
Modellstruktur mit dem gegebenen experimentellen Ablauf und den
gemessenen Probentypen Uberhaupt eine eindeutige Losung aller Parameter
liefern kann.

Weitere Randbedingungen flir die Modellauswahl ist die praktische
Identifizierbarkeit, d.h. die eindeutige Bestimmbarkeit von Parametern mit den
gegebenen Daten und ihren Unsicherheiten. Hierbei spielt auch der zeitliche
Rahmen der Untersuchungen eine Rolle.

Alle Modellierungen wurden mit der SAAM Il Software (Saam Institute 1992-
2002) durchgefuhrt, die eine simultane Anpassung der Parameter einer
Modellstruktur an den gesamten Datenbestand eines Experiments erlaubt. Die
in Tabelle 10 angegebenen Parameterwerte sind die gewichteten Mittel der
Ergebnisse aller betrachteten Experimente. Die angegebenen Unsicherheiten
sind die jeweiligen einfachen Standardfehler.
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Abbildung  11: Struktur des vorgeschlagenen Modells fur Zirkonium.
Kompartmentbezeichnungen wurden von der ICRP Ubernommen. Durchgezogene
blaue Pfeile symbolisieren Ubergange, deren Transferrate angepasst wurde. Die den
gepunkteten Pfeilen zugrunde liegenden Transferraten wurden aus den
Empfehlungen der ICRP ubernommen.
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Tabelle 10: Im Rahmen der Studie ermittelte Parameterwerte.

Parameter Wert (h™h) Unsicherheit (h™)
Asmallintestine (Sl)—right colon | 0,0 0,7
Aother tissue—transfer 9,0:10° 1,410
Mransfer—other tissue 8,9-107 1,8-107
Mransfer—bone 4,9-10° 0,710
Mransfer—urine 5110 0,7-10*
Plasma mass (kg) 3,39 0,19
Citrat

ASiotransfer 610 8107
fa 1,0-10° 0,3:107
Oxalat

Asitransfer 5107 6-107
fa 7,710° 1,3-10°

Auf drei Besonderheiten soll hier hingewiesen werden:

Die modellierte Masse des Verteilungsvolumens ist konsistent mit der Masse
des menschlichen Blutplasmas. Zumindest in den ersten Stunden nach
Tracerapplikation durfte demnach Zirkonium praktisch ausschlieflich Gber den
Blutkreislauf verteilt werden. Eine rasche Bindung an Erythrozyten ist sowohl
aus dieser Beobachtung als auch aus dem Ergebnis eines hierzu
durchgefuhrten in-vitro-Versuches mit Vollblut wahrscheinlich auszuschliel3en.
Die langfristige Ausscheidung von Zirkonium aus dem Stoffwechsel ist unklar.
Mit dem gegebenen experimentellen Ablauf konnen Hautschuppen, Schweil},
Haare und ahnliche Ausscheidungspfade nicht getrennt berticksichtigt werden.
Die Ausscheidung uber Sekretion in den Verdauungstrakt wurde bewusst nicht
modelliert, weil mit den gegebenen Daten und Unsicherheiten keine
eindeutige Unterscheidung zwischen diesem Ausscheidungspfad und einer
langfristigen Speicherung in den Knochen moglich war. Weil in der
Literaturrecherche keine zuverlassigen Daten zur fakalen Ausscheidung
gefunden werden konnten, jedoch Hinweise auf die Speicherung von
Zirkonium in Knochen aus Tierversuchen vorliegen, wurde daher auf den
Ausscheidungspfad Uber den Verdauungstrakt verzichtet. Die Transferrate aus
den Knochen zurick in den systemischen Kreislauf wurde aus den
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Empfehlungen der ICRP fur Ausscheidung aus dem Knochen Ubernommen.
Die zugehdrige Halbwertszeit von 10* d fiir Erwachsene ist experimentell im
Zeitrahmen der Studie nicht zu ermitteln.

— Die Unsicherheit der Transferraten aus dem Dunndarm ist sehr hoch. Dies ist
eine Konsequenz des geringen aufgenommenen Anteils fa, der Modellierung
mit einer Kinetik erster Ordnung, und dem gemessenen schnellen Anstieg der
Konzentration des oralen Tracers in Plasma in Kombination mit der
interindividuellen Schwankung der ersten diesbezuglichen Messwerte. Durch
die gute Bestimmbarkeit des fa-Faktors beeinflussen die genauen Werte der
beiden Transferraten das Ergebnis einer Dosisberechnung fir mittel- und
langlebige Radionuklide von Zirkonium nur wenig. Fur Abschatzungen mit
kurzlebigen Radionukliden (z.B. ®Zzr, ®zr oder %Zr) wére eine genaue
Kenntnis der Aufnahmekinetik im individuellen Fall aber wesentlich.

In den folgenden Abbildungen 12-15 werden fur jeden Tracer und Probentyp die
gemessenen Daten, die Vorhersage des ICRP-Modells, und die Vorhersage des
vorgeschlagenen Modells gegenubergestellt.
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Abbildung 12: Intravendser Tracer in Plasma fur Zirkonium.

Mit einer Halbwertszeit von 6 h fur die Retention im Plasma zeigt das ICRP-Modell
eine deutlich zu schnelle Abnahme der Konzentration gegenuber den gemessenen
Daten. Das neue Modell beschreibt die Daten bis zu 30 d gut. Fur langere Zeiten
lasst sich wegen Unterschreitung der Nachweisgrenze keine klare Aussage treffen.
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Abbildung 13: Oral verabreichter Tracer in Plasma. Experimente mit einer
citratgepufferten Trinklésung sind mit roten Verbindungslinien dargestellt,
Experimente mit Zirkonium-Oxalat-Losung mit schwarzen Linien.

Generell zeigen alle Modelle eine gegentber den Messdaten verzogerte Aufnahme
aus dem Verdauungstrakt in das Plasma. Trotz der grolen Streuung und
individueller Unterschiede ist die erhdhte gastrointestinale Absorption von Zirkonium-
Oxalat klar erkennbar. Die Lage der formspezifischen Konzentrationsverlaufe des
vorgeschlagenen Modells spiegelt dies wider.

Unabhangig von der chemischen Form des Zirkoniums in der Trinkldsung weist das
ICRP-Modell einen zu schnellen Abfall der Konzentration im Plasma auf. Fur das
vorgeschlagene Modell ist diesbezuglich nur eine qualitativ brauchbare
Ubereinstimmung festzustellen, weil zu Zeiten tber 2 d die Mehrzahl der Messungen
die Nachweisgrenze unterschreitet.
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Abbildung 14: Intravenodser Tracer in Urin.

Im Verlauf der ersten Woche nach Injektion liegt die Vorhersage fur Zirkonium im
Urin des vorgeschlagenen neuen Modells naher an den Daten als die des ICRP-
Modells, unterschatzt aber tendenziell die gemessenen Werte. Der im ICRP-Modell
auffallige und in den Messdaten nicht nachvollziehbare Scheitelpunkt bei ~1,5 d
entfallt mit dem neuen Modell.

Zu langeren Zeiten liegen kaum mehr Messwerte Uber der Nachweisgrenze vor.
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Abbildung 15: Oral verabreichter Tracer im Urin.

Die extreme Schwankung der Messdaten und die groRe Zahl der nicht mehr
nachweisbaren Konzentrationen erlauben keine abschlieRende Beurteilung der
Modelle. Das tendenzielle Verhalten der Modellvorhersagen hinsichtlich der Uber-
bzw. Unterschatzung der Messwerte ist aber ahnlich wie beim intravenos
verabreichten Tracer.

Zusammenfassend stellt das vorgeschlagene neue Modell eine Verbesserung
hinsichtlich der Beschreibung der Biokinetik von Zirkonium in Plasma dar. Durch die
EinfUhrung von Ruckstromen aus Geweben in das Transfervolumen erlaubt das
Modell besonders fur Zeiten Uber 1 d nach Aufnahme hinaus eine prazisere
Beschreibung der gewonnen Messdaten.

Die tendenzielle Unterschatzung der Urinausscheidung, verbunden mit der nicht
mehr einbezogenen Ausscheidung aus dem systemischen Kreislauf in den
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Verdauungstrakt, hat bei bekannter Aufnahme eine konservative Abschatzung der
Dosis durch langeren Verbleib von Radionukliden im Korper zur Folge.

7.5.2 Ruthenium

Die fur Ruthenium beschriebenen Ergebnisse hinsichtlich des biokinetischen
Verhaltens lassen den Schluss zu, dass keine Anderungen der ICRP-Modellstruktur
und der vorgeschlagenen fi-Werte notwendig sind. Die Ergebnisse dieser Studie
lassen den Schluss zu, dass der von der ICRP vorgeschlagene fi-Wert als eine
Obergrenze flr eine konservative Abschatzung angesehen werden kann. Dagegen
scheinen einzelne Transferkoeffizienten von der chemischen Form des verabreichten
Rutheniums abhangig zu sein. Die Anzahl der verfugbaren Datensatze reicht jedoch
nicht aus, um statistisch signifikante Aussagen hierzu zu treffen. Es konnen lediglich
vorlaufige Schatzungen fir die Plasmaclearance (20 min fir organisches Ruthenium,
1 d flr anorganisch Ruthenium) und fir die direkt ausgeschiedene Fraktion (50% fur
organisches Ruthenium, 20% fur anorganisches Ruthenium) angegeben werden.

7.5.3 Cer

Wie oben im Text naher erlautert, konnten die Arbeiten zur Biokinetik von Cer noch
nicht abgeschlossen werden. Aus diesem Grund kdnnen noch keine Aussagen zur
Modellvalidierung getroffen werden.

8 Ausblick

Die im Rahmen dieses Projekts gewonnenen Ergebnisse haben bezuglich der
Biokinetik von Zirkonium, Ruthenium und Cer (als Vertreter der Lanthanide) viele
Kenntnislicken geschlossen, aber gleichzeitig auch neue Fragen mit sich gebracht.
Aufgrund des im Fall von Ruthenium nachgewiesenen grofden Einflusses der
chemischen Speziation auf die systemische Kinetik waren weitere gezielte
Untersuchungen des gastrointestinalen Absorptionsanteils von grofem Interesse.
Leider liegt jedoch im Moment keine Zustimmung des medizinischen Leiters der
Probandentests zur Durchfuhrung weiterer Studien am Menschen vor.

Die angefangenen Untersuchungen zur Biokinetik von Cer sollen zukilnftig weiter
fortgefiihrt werden. Dazu muss die Methodik zur Messung der verabreichten Cer-
Tracer in den von der Ethikkommission erlaubten Konzentrationen optimiert und
weitere Probandenstudien durchgefuhrt werden. Die Planung dieses Vorhabens ist
im Gange, ebenso wie Studien hinsichtlich weiterer Elemente mit fehlender oder
unsicherer Datenlage.
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Anhang

| Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die im Rahmen dieses Forschungsvorhabens gewonnenen Ergebnisse und
Schlussfolgerungen wurden bereits teilweise und werden auch in weiteren
Veroffentlichungen fur die Allgemeinheit und fir die ICRP im Speziellen zur
Verfligung gestellt. Durch die Validierung bzw. Verbesserung von biokinetischen
Modellen fur radiologisch relevante Radionuklide wird ein Beitrag geliefert, die
resultierende Strahlendosis nach Inkorporation radiotoxischer Umweltnoxen, sei es
fur Arbeiter im beruflichen Umfeld oder fur die Allgemeinbevolkerung nach
kerntechnischen Stoérfallen, gesicherter zu berechnen und Gefahrenpotentiale besser
vorherzusagen.

Es wird derzeit keine Verwertbarkeit der Ergebnisse dieses Forschungsvorhabens im
Sinne von Erfindungen, Schutzrechtsanmeldungen und dergleichen gesehen. Es ist
nicht vorgesehen, die Ergebnisse dieses Forschungsvorhabens im wirtschaftlichen
Sinne zu verwerten.
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[l Einhaltung der Kosten- und Zeitplanung

Die bewilligte Zuwendung betrug insgesamt 347.829,- €. Die Eigenbeteiligung am
Projekt lag bei ebenfalls 347.829,- €. Die Projektausgaben konnten exakt eingehalten
werden, so dass es zu keiner Uberziehung der Kosten kam.

Der ursprungliche Bewilligungszeitraum war vom 01.09.2005 bis 31.08.2007
vorgesehen. Aufgrund von Verzdgerung bei der Personalgewinnung wurde eine
kostenneutrale Projektverlangerung bis zum 31.12.2007 beantragt. Das Projekt
konnte in dieser Zeit abgeschlossen werden.
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IV Kurzfassung des fachlichen Inhalts

Das Wissen Uber das biokinetische Verhalten von Radionukliden ist von grofRer
Bedeutung fur die Dosisabschatzung nach Inkorporation dieser radioaktiven Stoffe.
Fur viele Radionuklide liegen jedoch bis heute nur wenige oder unzureichende
Informationen zur Biokinetik vor, da diese Daten in vielen Fallen anhand von
Tierexperimenten gewonnen wurden und die Ubertragbarkeit auf den Menschen
damit nicht gesichert ist. Dies gilt im Wesentlichen auch fur Zirkonium, Ruthenium
und auch fur Lanthanide. Radionuklide dieser Elemente kdnnen bei kerntechnischen
Unfallen signifikant zur Dosis fur beruflich Strahlenexponierte und Einzelpersonen
der Bevolkerung beitragen. Ziel des Vorhabens war es daher, das Wissen
hinsichtlich der biokinetischen Gegebenheiten fur diese Elemente direkt am
Menschen experimentell zu generieren. Dies konnte durch den Einsatz von stabilen
Isotopen ermoglicht werden, die sich aus biokinetischer Sicht von den
entsprechenden Radioisotopen nicht unterscheiden.

Auf diese Weise war es moglich, Informationen bezuglich des Absorptions-,
Retentions- und Ausscheidungsverhaltens der jeweiligen Radionuklide zu gewinnen
und daraus verbesserte biokinetische Modelle herzuleiten. Darlber hinaus galt es fur
das Element Cer aus der Gruppe der Lanthanide den Transfer in die Muttermilch
naher zu untersuchen, da hier teilweise widerspruchliche Daten in der Literatur
vorlagen.

Im Vorfeld von Probandentests mussten die fur die Untersuchungen geeigneten
stabilen Isotope und deren Verabreichungsmengen ausgewahlt werden. Dies wurde
sowohl aus toxikologischen sowie aus messtechnischen Gesichtspunkten heraus
betrachtet.

FUr die Untersuchungen mit Zirkonium wurden zwei verschiedene Methoden zur
Messung der Isotopenkonzentrationen in den biologischen Proben entwickelt und
angewendet: Thermionen-Massenspektrometrie und Protonenaktivierungsanalytik.
Insgesamt wurden 16 Experimente mit Zirkonium bei 11 Probanden durchgefuhrt.
Von weiteren 7 im Vorfeld durchgeflihrten Experimenten waren ebenfalls noch
Proben zur weiteren Verwendung vorhanden. Anhand dieser Experimente war es
mdglich, Informationen zur zeitlichen Retention von Zirkonium im systemischen
Kreislauf zu gewinnen und diese mit bisherigen Literaturdaten zu vergleichen. Es
zeigte sich, dass sich die Tracerkonzentration im Blutplasma gut mit einem doppelt
exponentiellen Abstrom mit mittleren Halbwertszeiten von 1,4 h fir den schnellen
Teilprozesses und 3,3 d flr den langsamen Teilprozess beschreiben lasst. Fur die
injizierten Zirkonium-Tracer wurde darlber hinaus die kumulative Urinausscheidung
im Verlauf der ersten Woche bestimmt. Es zeigte sich, dass innerhalb der ersten

56



24 h nach Zirkonium-Injektion 0,6-2,9 % des Tracers mit dem Urin ausgeschieden
werden. Die durchschnittliche tagliche Ausscheidung an den restlichen Tagen der
ersten Woche liegt bei 0,3-0,9 %, und die kumulierte Ausscheidung nach der ersten
Woche bei 2,5-7,0 %. Durch die Verabreichung zweier verschiedener Zirkonium-
Tracer, wovon einer oral und der andere intravends appliziert wurde, konnte der
gastrointestinale Absorptionsanteil bestimmt werden. Dabei zeigte sich, dass die
chemische Form des Zirkoniums in der Trinklésung fur die Absorption entscheidend
ist. Zirkonium-Oxalat wurde um einen Faktor 5-8 starker resorbiert als
Zirkoniumionen in  einer citratgepufferten Losung. Die gastrointestinalen
Absorptionsanteile (fa-Werte) lagen mittels Faltungsintegral berechnet bei
(7,5+2,5)10° fiir Zirkonium-Oxalat und bei (1,5+0,9):10° fur die citratgepufferte
Zirkonium-Losung. Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse wurde das bestehende
ICPR-Biokinetikmodell von Zirkonium Uberprift und in zwei wesentlichen Punkten
modifiziert. Zum einen erlaubt das neue Modell durch die Einfiihrung von
Ruckstromen aus Geweben in das Transfervolumen besonders fur Zeiten Gber 1 d
nach Aufnahme hinaus eine prazisere Beschreibung der experimentell gewonnenen
Daten im Plasma. Zum anderen wurde die Modellierung der Ausscheidung
physiologisch motiviert verandert. Neben einer grundsatzlich besseren Beschreibung
der Messdaten hat dies wegen einer leichten Unterschatzung der Urinausscheidung
eine konservative Abschatzung der Dosis durch langeren Verbleib von Radionukliden
im Korper zur Folge. Insgesamt stellt das vorgeschlagene neue Modell eine deutliche
Verbesserung hinsichtlich der Beschreibung der Biokinetik von Zirkonium dar.

Mit Ruthenium konnten im Rahmen dieses Vorhabens aus toxikologischen Bedenken
keine Probandentests durchgefuhrt werden. Jedoch wurden bereits einige
biologische Proben in einer vorausgegangenen Probandenstudie gesammelt, die
damit zur weiteren Analyse und Auswertung zur Verfigung standen. Zur Messung
der Ruthenium-Tracer wurde eine Protonenaktivierungsanalysemethode am
Tandembeschleuniger des Maier-Leibnitz Laboratoriums in Garching etabliert und
durchgefuihrt. Die Ergebnisse zur zeitlichen Retention im systemischen Kreislauf
zeigten, dass die Plasmaclearance deutlich von der chemischen Form von
Ruthenium abhangt. Die Retentionszeit von anorganischem Ruthenium im Plasma
betragt 23+2 h, und die von Ruthenium-Citrat 17+2 min. Ebenso spielt die
chemischen Speziation des Tracers auch bei der Urinausscheidung eine grof3e Rolle.
So betragt die nach 48 h kumulierte Ausscheidung ca. 25% fur anorganisches
Ruthenium und zwischen 55% und 75% flur die komplexierte Tracerlosung. Diese
experimentellen Daten deuten darauf hin, dass die tatsachliche kumulierte
Urinausscheidung insgesamt groRer ist, als das ICRP-Modell vorhersagt (16% nach
48 h). Fiir den absorbierten Bruchteil wurden Werte zwischen 4,4:10° und 5,5:10% je
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nach Verabreichungsform ermittelt. Daher entspricht der von der ICRP empfohlene
f;-Wert von 5:10% eine Obergrenze der experimentell ermittelten Werte und kann
somit zur konservativen Abschatzung verwendet werden.

Die Untersuchungen zur Biokinetik von Cer konnten im Rahmen dieser Studie noch
nicht abgeschlossen werden, da sich die Neuentwicklung einer Methode zur
Messung von Cer-Isotopen in den von der Ethikkommission erlaubten
Konzentrationen in biologischen Proben sehr aufwandig und problematisch
gestaltete. Die ebenfalls zu beantwortenden Fragen zum Transfer von Cer in die
Muttermilch  konnten jedoch weitgehend geklart werden. Dazu wurden
Muttermilchproben von stillenden Muttern gesammelt und auf ihren naturlichen Cer-
Gehalt hin mittels Massenspektrometrie (ICP-MS) untersucht. Die so gemessenen
Cer-Konzentrationen in der Muttermilch lagen zwischen der Nachweisgrenze und
25,8+1,3 ng/L. Diese Werte in der Muttermilch entsprechen damit in guter
Ubereinstimmung den Werten im Blutplasma aus eigener Messung bzw. aus der
Literatur. Aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass entgegen einer erst
kurzlich veroffentlichten Studie, in der 10-mal hohere Cer-Konzentrationen in der
Muttermilch gefunden worden waren, von keiner Aufkonzentrierung von Cer aus dem
Plasma in die Muttermilch wahrend der Laktation auszugehen ist.
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V Summary of the scientific content

The knowledge about the biokinetic behaviour of radionuclides is of great importance
for the dose estimation after incorporation of these radioactive substances. However,
only little or insufficient information on the biokinetics is available so far, since these
data have been obtained in many cases in animal experiments and their
transferability to humans is still not assured. This is valid also for zirconium,
ruthenium, as well as for lanthanides. In case of nuclear fallouts, the radionuclides of
these elements can significantly affect both the occupational radiation exposure dose
and that of the individuals among the population. The aim of the project was to
experimentally generate the knowledge about the biokinetic properties of these
elements directly on humans. This could be made possible by the use of stable
isotopes, which, from the biokinetic view, do not differ from the corresponding
radioisotopes.

In this way, it was possible to obtain information on the absorption, retention, and
excretion behaviour of the respective radionuclides, which allowed generating
improved biokinetic models. Furthermore, the transfer of the element cerium, a
representative of the lanthanides, into human breast milk has been examined more
closely, since in literature contradictory results have been published in this respect.
Prior to the volunteer tests the appropriate stable isotopes had to be selected and the
administration dose determined. This was considered both from toxicological as well
as from analytical criteria.

For the investigations with zirconium, two different methods were developed and
used for the measurement of the isotope concentrations in the biological samples:
Thermion Mass Spectrometry and Proton Activation Analysis. Altogether, 16
experiments with zirconium were conducted with 11 volunteers. Samples from 7
precedent experiments were still available for further use. On the basis of these
experiments, it was possible to obtain information about the temporal retention of
zirconium in the systemic cycle and to compare it with previous literature data. It
appeared that the tracer concentration in the blood plasma can be described as a
double exponential clearance function with average half-lives of 1.4 h for the fast
subprocess and of 3.3 d for the slow subprocess. Furthermore, the cumulative urine
excretion of the injected zirconium tracers was determined during the first week.
Within the first 24 h after zirconium injection, 0.6-2.9% of the tracer has been
excreted with the urine. The average daily excretion in the following days of the first
week is 0.3-0.9%, and the cumulated excretion after the first week is 2.5-7.0%. By
the administration of two different zirconium tracers, one orally and the other one
intravenously, the rate of the gastrointestinal absorption could be determined. This
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has shown that the chemical form of the zirconium in the drinking solution is very
important for the absorption. Zirconium oxalate was by a factor of 5-8 more strongly
absorbed than zirconium ions in a citrate buffer solution. The gastrointestinal
absorption rates (fa-Values) calculated by convolution integral method were (7.5-
2.5)-10'3 for zirconium oxalate and (1.5-0,9)-10'3 for the citrate buffered zirconium
solution. On the basis of the results obtained, the existing ICPR biokinetic model of
zirconium was examined and modified in two substantial points. On the one hand, the
new model allows a more precise description of the data obtained experimentally in
the plasma by the introduction of back currents from tissues into the transfer volume,
particularly for periods of time beyond the first day after incorporation. On the other
hand, the modelling of the excretion was changed of physiological reasons. Apart
from an essentially better description of the measurement data, this entails a
conservative estimation of the dose because of a slight underestimation of the urine
excretion due to a longer presence of the radionuclides in the body. Altogether, the
suggested new model represents a clear improvement regarding the description of
the biokinetics of zirconium.

Due to toxicological concerns, no volunteer tests with ruthenium could be performed
on volunteers within this project. However, some biological samples had already
been collected in a previous volunteer study and were available for further analysis
and evaluation. For the measurement of the ruthenium tracers, a proton activation
analysis method at the tandem accelerator of the Maier Leibnitz Laboratory was
established and performed in Garching, near Munich. The results for the temporal
retention in the systemic cycle showed that the plasma clearance depends obviously
on the chemical form of ruthenium. The retention time of the inorganic ruthenium in
the plasma amounts to 23+2 h, and of the ruthenium citrate to 172 min. Similarly,
the chemical speciation of the tracer also plays a large role in the urine excretion.
Thus, the cumulated excretion amounts after 48 h to approximately 25% for the
inorganic ruthenium and to between 55% and 75% for the complexed tracer solution.
These experimental data indicate that, on the whole, the effective cumulated urine
excretion is higher than predicted by the ICRP model (16% after 48 h). For the
absorbed fraction, values between 4.4:10° and 5.5:10 were ascertained, depending
on the administration mode. Therefore, the f; value of 5102 recommended by the
ICRP corresponds to an upper limit of the experimentally determined values and can
thus be used for a conservative estimation.

The investigations on the biokinetics of cerium could not be accomplished within this

study, because the concentrations of the biological samples allowed by the Ethics
Committee made the development of a new method for the measurement of cerium
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isotopes very problematic and extensive. However, the questions concerning the
transfer of cerium into human breast milk could be clarified to a large extent. For this
purpose, samples of breast milk from breastfeeding mothers have been collected and
examined for natural cerium content by mass spectrometry (ICP-MS). The cerium
concentrations measured in the breast milk lay between the detection limit and
25.841.3 ng/L. These values in the breast milk are in good agreement with
concentrations of cerium in the blood plasma published in literature or obtained within
an earlier own analysis.

It can be concluded from these results that during lactation, contrary to a recently
published study, in which 10-fold higher cerium concentrations in the breast milk had
been reported, an enrichment process of cerium in the breast milk through the blood
plasma cannot be assumed.
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