HIGHLIGHTS

Markierung von Biomolekiilen fiir medizinische Anwendungen —
Sternstunden der Bio-Organometallchemie**

Nils Metzler-Nolte*

Durch die Modifizierung von Proteinen mit Ubergangs-
metallverbindungen wurden grundlegende Erkenntnisse iiber
Struktur und Funktion von Biomolekiilen gewonnen, die
nicht zuletzt auch Auswirkungen auf die medizinische For-
schung haben. In der weit tiberwiegenden Zahl der Unter-
suchungen wurden Koordinationsverbindungen mit ,,harten®
Donoratomen wie O, N und S aus Carboxylaten, Alkoholaten,
Amiden, Aminen und Sulfiden eingesetzt. Andere Eigen-
schaften und somit eine verdnderte Reaktivitidt gegeniiber
Biomolekiilen konnen von Organometallverbindungen er-
wartet werden. Diese werden typischerweise durch swt-riick-
bindende Liganden wie CO, Phosphane oder aromatische -
Systeme wie 7°gebundene Arene oder 7>-Cyclopentadien
(Cp) stabilisiert und koénnen durchaus stabil in aeroben,
wissrigen Medien sein — vorausgesetzt, geeignete Ubergangs-
metalle und Liganden werden eingesetzt. Dariiber hinaus
konnen gerade die besonderen chemischen und spektrosko-
pischen Eigenschaften von Organometallverbindungen ge-
winnbringend fiir die selektive Reaktion mit Biomolekiilen
sowie die direkte Detektion dieser Biokonjugate eingesetzt
werden. Mehrere Arbeitsgruppen berichteten in der letzten
Zeit iiber beachtliche Fortschritte in diesem schnell wachsen-
den, interdisziplindren Forschungsgebiet.

PmTc (t,,=6 h) ist ein metastabiles Isotop des langlebigen
#“Tc-Isotops (¢, =2.13 x 10° a). In Radiopharmazeutika ist es
das am hiufigsten verwendete Isotop.'S! Dies verdankt es
seinen ausgezeichneten physikalischen Eigenschaften: Eine
Halbwertszeit von 6 h ist lang genug fiir chemische Synthesen
und um nach Injektion in den Patienten aussagekriftige
Bilder zu erhalten. Andererseits ist sie so kurz, dass relativ
groBe Mengen von *"Tc gegeben werden kénnen, ohne den
Patienten einer zu hohen Dosis an Radioaktivitit auszuset-
zen. Durch die Photonenenergie von 140 keV werden ausge-
zeichnete Bilder erhalten; das *Tc-Isotop wird zudem leicht
aus kommerziell erhiltlichen *Mo-*"Tc-Generatoren ge-
wonnen. Das besser 16sliche TcO,~ wird aus an Aluminium-
oxid adsorbiertem [*Mo]Molybdat eluiert. Je nach Alter und
Hiufigkeit der Verwendung des *Mo-*"Tc-Generators ent-
hélt das Eluat zwischen 20 und 85% %™Tc in pm-Konzen-
trationen, verunreinigt lediglich mit dem langlebigen *Tc-
Isotop als Nebenprodukt. Aus den radiophysikalischen Eigen-
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schaften lésst sich leicht ableiten, dass *"Tc-Radiopharma-
zeutika jeweils frisch hergestellt und sofort verwendet werden
miissen. Idealerweise sollte die Herstellung in Form eines
,,Kits“, welches auch von technischem Personal in Kranken-
hdusern einfach, schnell, gefahrlos und ohne aufwendige
Reinigung benutzt werden kann, moglich sein. Roe und Mitar-
beiter stellten kiirzlich eine neue Festphasen-Synthesemetho-
de vor, mit der ohne nachfolgende Reinigung eine hohe Ligand-
Beladung mit ®"Tc erreicht werden kann.’l In geradezu
idealer Weise erfiillt auch ein neuer Typ von Tc-Organometall-
verbindungen diese Anforderungen. Die Verbindung wird
schnell und in quantitativer Ausbeute gebildet, indem das
Generator-Eluat einfach in ein Gefif3 gegeben wird, welches
bereits alle Reagentien in einer CO-Atmosphére enthilt.

Schubiger, Alberto und Mitarbeiter berichteten iiber die
Synthese und Anwendungen des bemerkenswerten Komple-
xes fac-[Tc(CO);(H,0);] L7 Dieser einfache Komplex weist
neben einer ,unteren” organometalli-

schen Hilfte mit drei Carbonylliganden OH, +
eine ,obere“ koordinationschemische H,0, | \OH,
Hilfte mit drei Wassermolekiilen als oc"\'ﬂ‘co
typische Liganden vom Werner-Typ auf. 8

Ebenso wie die analoge Re-Verbindung
[Re(CO);(H,O);]" 2 ist 1 in wissriger
Losung tiber Tage stabil. Nach der Eluie-
rung des Radioisotopes *™Tc aus einem
“Mo-Reaktor (siche oben) wird eine Salzlésung (0.9 % NaCl
in H,O) von [*"TcO,]~ mit typischen Tc-Konzentrationen um
1 um erhalten. Bei der von Schubigers Arbeitsgruppe paten-
tierten Herstellung wird diese Salzlosung direkt mit einem
Uberschuss von NaBH, unter 1atm CO zur Reaktion
gebracht und 1 in weniger als 20 min quantitativ erhalten.
Der Erfolg dieser Reaktion ist bemerkenswert, weil in
Abwesenheit von CO, welches nur schlecht in Wasser 16slich
ist (ca. 1 mM bei 25°C), nur wenig TcO, entsteht. Angesichts
der geringen [TcO,] -Konzentration erscheint eine trimole-
kulare Reaktion hochst unwahrscheinlich. Andere Reduk-
tionsmittel wie SnCl, und [S,0,]*~ liefern weder 1 noch 2, und
es ist daher wahrscheinlich, dass ein Intermediat aus BH,~
und CO gebildet wird, welches als Reduktionsmittel wirkt
und dariiber hinaus mogliche Metallcarbonyl-Intermediate
stabilisiert, z. B. das bekannte Addukt H;B - CO.

Wasser- und CO-Ligandenaustauschreaktionen in 1 wurden
kiirzlich untersucht.’] Der Ligandenaustausch von '2CO
gegen BCO ist relativ langsam und konnte mit *Tc-NMR-
Spektroskopie verfolgt werden. Aufgrund der Kopplung mit
bis zu drei *C-Kernen wird nacheinander ein Dublett, ein
Triplett und schlieBlich ein Quartett beobachtet, der Isoto-
penshift betrdgt Ad=1.05 pro Kohlenstoff-Masseneinheit.
Wird 1 zwei Wochen unter CO-Druck aufbewahrt, sind alle
Wasserliganden gegen CO ausgetauscht, und der homolepti-
sche Komplex [Tc(CO)g]t wird im Gleichgewicht mit teil-
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weise carbonylierten Verbindungen erhalten. [Tc(CO)q]*
wurde bereits 1965 von Hieber und Mitarbeitern erhalten,
jedoch nur durch Elementaranalyse charakterisiert.’) Mer-
bach und Mitarbeiter erhielten infolge der hohen Symmetrie
des Kations hochaufgeloste NMR-Spektren und bestimmten
0(*Tc)=—-1961, 4(3C)=190.2 und J(Tc,C)=261 Hz fiir
[Tc(CO)q]*. Wie 1 sehr wirkungsvoll zur Markierung von
Biomolekiilen eingesetzt werden kann, wurde in mehreren
Arbeiten gezeigt.'% 1]

Die groB3e Herausforderung fiir eine neue Generation von
Radiopharmazeutika ist das Targeting spezifischer Rezepto-
ren. Erwartungsgemf werden die drei Wasserliganden von 1
leicht durch andere Donoren, z. B. Amine, ersetzt. Besonders
stabile Komplexe werden mit aromatischen Aminen wie
Histidin (His) erhalten, so entsteht der pharmakologisch
interessante Komplex 4-Tc durch Reaktion von 1 mit der
Schiff-Base des Arylpiperazins 3 (Schema 1).'%! Arylpipera-
zine sind die am besten untersuchten Liganden fiir die

OMe /_@
N
C}iN\_;\N(CHz)aN/ N
3

+ 1 oder 2
MeOH,
RT, 60 min
OMe /_@
N/
@N\%\N-(CHz)s-N.{K N
oc” (l: Yco
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4-Re

Schema 1. Markierung von 3 als Serotoninrezeptor-Ligand mit 1 oder 2.

5-HT,;,-Unterklasse der Serotoninrezeptoren im zentralen
Nervensystem (ZNS). Im Unterschied zu den Fortschritten
bei der Markierung anderer Peptide und Proteine mit Radio-
pharmazeutika sind nur wenige Bespiele fiir " Tc-markierte
ZNS-Rezeptoren bekannt. Ohne nachfolgende Reinigung
wurde fiir 4-Tc eine Markierungsausbeute von 90-95%
erreicht, was einer spezifischen Aktivitdit von etwa
30 GBqumol~! entspricht. Diese Aktivitit ist etwa eine
GroBenordnung hoher als die, die mit bisher bekannten Tc-
Komplexen mit einem 'N,S,’-Ligandensatz erreicht werden
konnte. Die Rezeptoraffinitdt und -selektivitdt von 4 wurden
mit dem nichtradioaktiven Re-Analogon 4-Re untersucht.
Das Konjugat 4-Re bindet mit hoher Affinitédt (542 nM) an
den 5-HT, ,-Rezeptor. Auch die Selektivitéit von 4-Re fiir den
5-HT,s-Rezeptor ist hoch, was die Bindungskonstanten
>1 M fiir die verwandten Rezeptoren 5-HT,,, Dopamin-
D2, 5-HT-Transporter und D-Transporter zeigen. SchlieSlich
ist auch die Stabilitit des Biokonjugats unter physiologischen
Bedingungen ausgezeichnet. Weder UV/Vis-Spektroskopie
noch Diinnschichtchromatographie des ,.kalten“ 4-Re zeigten
nach 24 h Inkubierung mit Serum bei 37°C Anzeichen von
Zersetzung.
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Teilstiicke aus Einzelketten-Antikorpern (single chain anti-
body fragments, scFvs) stellen eine weitere attraktive Ziel-
struktur fiir Radiomarkierungs-Studien dar, da sie die Dar-
stellung von Tumoren ermdglichen konnten. Sie werden leicht
aus kombinatorischen Bibliotheken und durch Zellexpres-
sion, z.B. in E. coli, erhalten; sie sind im Korper stabiler
gegeniiber Inaktivierung und Abbau als die kompletten
Antikorper und durchdringen die Zellmembranen leichter.
AufBlerdem zeigen sie eine hohe Tumor-zu-Hintergrund-Ver-
teilung. Bis vor kurzem war jedoch keine leistungsfihige
Methode zur Markierung von scFvs mit " Tc bekannt. Nach
Expression in E.coli werden scFvs iblicherweise durch
Affinitdtschromatographie mit immobilisierten Metallionen
(Immobilized Metal Ton Affinity Chromatography, IMAC)
gereinigt, wofiir an den N-Terminus des Peptids eine His-
Markierung, d.h. eine Folge von etwa sechs Histidinmolekii-
len, angebracht wird. Der His-Rest stellt einen chelatisieren-
den Liganden fiir 1 dar, und tatsdchlich wurden verschiedene
His-markierte scFv-Komplexe in guten Ausbeuten erhal-
ten."! In einer optimierten Methode wurden Aktivititen bis
zu 3.3 GBqmg™! (entsprechend etwa 90 % Markierungsaus-
beute) durch Mischen der Losungen von 1 und dem scFv
erhalten. Durch Vergleichsexperimente wurden Reinheit und
Identitdt der Tc(CO);-markierten scFvs bestimmt. Nach der
Inkubation mit einem 100fachen Uberschuss an freiem
Histidin wurde der Verlust an Radioaktivitdt mit dem von
nicht His-markiertem scFv verglichen und so die His-Markie-
rung als Bindungsstelle des Metallkomplexes bestétigt.

Untersuchungen zur In-vivo-Stabilitit wurden mit
PmTe(CO);-markiertem Anti-Mucin scFv-M12 in der Maus
durchgefiihrt. Eine Stunde nach Injektion zeigten Gelfiltra-
tionsprofile von Mausserum 75% der Aktivitit bei dem
intakten scFv, der GroBteil der verbleibenden AKktivitit
wurde im Serumalbumin gefunden. Die markierten scFvs
werden durch die Niere ausgeschieden, und es findet sich fast
die gesamte im Urin nachweisbare Aktivitit an den scFv
gebunden. SchlieBlich wiesen Biodistribution und Tumor-
lokalisierung Tc(CO);-markierter scFv-M12 und anti-HER2-
scFv-4D5 keine Unterschiede zu den jeweiligen '»I-markier-
ten scFvs auf.

Die besonderen Eigenschaften von 1 leiten sich aus der
ungewohnlichen Ligandenkombination ab. Die o-gebunde-
nen Wassermolekiile in 1 werden leicht durch andere
Liganden ersetzt, wohingegen die Carbonylliganden, im
Verbund mit weiteren Push-pull-Liganden wie in 4, eine hohe
kinetische Stabilitdt der gebildeten [Tc(CO);]t-Komplexe
garantieren. Aus der d-Low-Spin-Elektronenkonfiguration
resultiert eine hohe thermodynamische Stabilitit der Tc!-
Komplexe. Obwohl von Davison et al. bereits vor 15 Jahren in
Tc-Isocyanidkomplexen zur Herz-Untersuchung erfolgreich
eingefiihrt (,, Tc-Sestamibi),l”?! ist die formale Oxidations-
stufe +1 in biologisch aktiven Tc-Verbindungen eher unge-
wohnlich und allein mit Liganden vom Werner-Typ (typi-
scherweise N, O oder S) schwierig zu stabilisieren.

Komplexe mit #-gebundenen m-Liganden, z.B. [(y-
C¢Hy)Cr(CO),] oder [(n-CsHg)RuCp]*, stellen ebenfalls eine
héufige Klasse von Organometallverbindungen dar. Die
Stabilitét der beiden Verbindungsklassen in wéssriger Losung
ist bekannt, und [CpRu]*-Benzolderivate sind wertvolle
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Ausgangsverbindungen fiir die Synthese von Arylethern.['3!
Ferner koordiniert das kationische [CpRu]*-Fragment Ami-
nosdureamide und -ester. Aus dieser Erkenntnis heraus
entwickelten Beck und Mitarbeiter eine inzwischen paten-
tierte Methode zur Ubergangsmetall-katalysierten Peptidsyn-
these in Losung.'*!° Bei einer Reihe von Modellverbindun-
gen beobachteten Grotjahn und Mitarbeiter einen interes-
santen Einfluss der Temperatur auf das Koordinationsver-
halten des donorsubstituierten [CpRu]*-Derivates 5 (Sche-
ma 2).['> 81 Donorsubstituierte Cyclopentadienyl-Komplexe

©_> ' =\ N :

Modellpeptide
oder Sekretin

|
cHaeN-RU~\" | Tho |
CHiCN  Hp H—
5 Peptid oder

Sekretin

Schema 2. Schematische Darstellung der Reaktion von 5§ mit aromati-
schen Ringen in Aminosduren und Peptiden.

der friilhen Ubergangsmetalle haben als Polymerisations-
Katalysatoren einige Aufmerksamkeit erlangt (,,Constrai-
ned-Geometry“-Katalysatoren). Gibt man 5 bei Raumtem-
peratur zu Modellpeptiden wie Boc-Met-Phe-OMe oder Boc-
Phe-His-OMe (Boc = tert-Butoxycarbonyl, Met = Methionin,
Phe = Phenylalanin), so entsteht eine Mischung verschiede-
ner Spezies mit einer o-Bindung zu den Thioethern oder
Stickstoff-Donoren. Nach Erwdrmen der Probe auf 60°C fiir
6 h vereinfacht sich das 'H-NMR-Spektrum erheblich, und es
wird nur noch eine Verbindung beobachtet, die typische
Signale fiir eine m-Koordination des [CpRu]*-Fragmentes an
den Phenylring aufweist (Schema 2).

Diese Beobachtung nutzten die Autoren fiir die regio-
selektive Markierung von Sekretin, einem aus 27 Aminosiu-
ren bestehenden Peptid mit einer Molmasse von ca. 3 kDa.
Sekretin ist ein gastrointestinales Peptidhormon mit einem
einzigen Phenylalaninrest an Position 6. Daneben stellen ein
N-terminaler Histidin-, vier Arginin-, zwei Glutamin- und ein
Aspartat-Rest gut koordinierende Gruppen fiir Metallionen
dar. Gibt man 5 in einem NMR-Ro6hrchen zu einer wissrigen
Losung von Sekretin, so erhdlt man nach 8 h bei Raum-
temperatur ein gut aufgeldstes 'H-NMR-Spektrum. Vor allem
fallt auf, dass die Signale des Phenylalanins im aromatischen
Bereich zu hoherem Feld (ca. 6.2) verschoben sind, wie
iiblicherweise bei der Koordination von Arenen an [CpRu]*
beobachtet wird. Eine Bindung von [CpRu]* an Sekretin wird
auch durch Elektrospray-Ionisierungs-Massenspektrometrie
bestitigt. SchlieBlich beweist der Edman-Abbau des Peptids,
dass die Bindungsstelle des Metallfragments in der Tat das
Phenylalanin 6 ist, da in dem HPL-Chromatogramm des
teilweise abgebauten Ru-Sektretins das Signal fiir Phenylala-
nin eindeutig fehlt. Die Regioselektivitit dieser Reaktion in
Gegenwart von iiber 25 Amidbindungen, Carboxylatgruppen
und sogar einem Histidin (man erinnere sich an die bereits
beschriebene stabile Bindung von 1 an His) ist beeindru-
ckend. Grotjahn und Mitarbeiter beobachteten eine Art
»Wasser-Effekt: Die Wanderung des [CpRu]*-Fragmentes
von N-, S-, O-0-Koordination zu dem n-Komplex vollzog sich
fiir Sekretin in Wasser erheblich schneller als fiir die Modell-
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peptide in Wasser-Methanol-Mischungen. Moglicherweise ist
das relativ unpolare [(Benzol)RuCp]*-Fragment in Wasser
aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen gegeniiber
[CpRuL;]*-Komplexen, in denen L ein harter Donorligand
des Peptids (N, S oder O) ist, stabilisiert. Diese Stabilisierung
konnte sich schon in Ubergangszustinden der Reaktion
auswirken und damit den beobachteten kinetischen Effekt
erkldren. Alternativ konnten Intermediate mit koordinierten
Wassermolekiilen analog zu 1 auftreten. Es lohnt sicherlich,
dieser Frage weiter nachzugehen. Ebenfalls in Analogie zu 1
zeigt das Organometallfragment [CpRu]* eine einzigartige
Reaktivitdt und Selektivitit, die mit Koordinationsverbin-
dungen so nicht erreicht werden kann.

Auch bei der Anwendung von Bio-Organometallverbin-
dungen fiir biologische Assays gibt es erhebliche Fortschritte.
IR-spektroskopische Untersuchungen von Carbonylliganden
in Organometallverbindungen bieten die Moglichkeit, Bio-
konjugate dieser Organometallverbindung selbst in komple-
xen Mischungen wie Zellextrakten oder dem Serum von
Patienten selektiv und mit hoher Empfindlichkeit zu detek-
tieren, da die Banden mit etwa 2000 cm~! in einem Bereich
liegen, in dem wenige andere organische Gruppen absorbie-
ren. Zudem haben die Carbonylbanden iiblicherweise hohe
Extinktionskoeffizienten, was die gute Empfindlichkeit der
Methode sichert. Die Anwendung dieser Technik fiir Steroid-
hormone, Peptide und biogene Amine wurde von Jaouen und
seiner Arbeitsgruppe entwickelt und hierfiir der Name
Carbonyl-Metallo-Immuno-Assay ~ (CMIA)  vorgeschla-
gen.['> 21 Ein wesentlicher Vorteil der Methode besteht darin,
dass die iiblicherweise in Immunoassays verwendeten radio-
aktiven Marker (RIA) tiberfliissig werden. Fiir die Routine-
analytik, z.B. in Krankenhdusern, muss sich diese Technik
allerdings mit anderen etablierten, nichtradioaktiven Assays
auf der Basis von Fluoreszenzdetektion oder enzymatischen
Methoden messen, die bei einfacher Handhabung ebenfalls
eine hohe Empfindlichkeit und Selektivitit garantieren.
Allerdings ist keine dieser eher traditionellen Techniken fiir
die gleichzeitige Analyse von mehr als einer Substanz
geeignet. Andererseits steigt durch die Kostenexplosion im
Gesundheitswesen die Nachfrage nach simultanen, kosten-
giinstigen Analysemethoden, bei denen in einem Assay auf
mehrere Substanzen gleichzeitig getestet werden kann.
Jaouen und seine Mitarbeiter an der Université Paris Sud
haben nun eine Erweiterung der CMIA-Technik fiir die
gleichzeitige Analyse von zweil?!! und sogar drei Verbindun-
gen in einem Sonderband des Journal of Organometallic
Chemistry zum Thema ,,Bio-Organometallic Chemistry“ ver-
offentlicht.”?l In Verbindung mit instrumentellen Verbesse-
rungen! ist nun die gleichzeitige Analyse mehrerer Spezies,
z.B. die Kontrolle des Medikamentenspiegels im Blut von
Patienten, in nur 20 uL Serum moglich.

Die Grundlage der Methode sind die unterschiedlichen
Frequenzen der Metall-Carbonyl-Streckschwingungen in
verschiedenen Metall-Carbonyl-Komplexen.?? Tabelle 1 ent-
hélt drei Beispiele solcher Komplexe, 6—8, zusammen mit
ihren charakteristischen Streckschwingungen v(CO). Die
Konjugate 6 -8 wurden erhalten, indem die Metallkomplexe
kovalent an Carbamazepin, Phenobarbital und Diphenylhy-
dantoin, drei bekannte Medikamente gegen Epilepsie, ge-
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Tabelle 1. Carbonylkomplexe von Antiepilepsie-Medikamenten und ihre
IR-Carbonylstreckschwingungen. Die charakteristischen Banden sind fett
gedruckt.

Metallcarbonyl-Komplex 7 [em™!]
(0]
H—=—(CHp <
C0,(CO)s R 2095, 2058, 2032

6: R = Carbamazepin

(0]
N
| R 2033, 1958
Mn(CO)3
7: R = Phenobarbital
(0]
{L—ern
R 1973, 1899

ér(CO)a
8: R = Diphenylhydantoin

bunden werden. Fiir alle drei Verbindungen wurden Mono-
CMIAs bereits beschrieben. Epilepsie-Patienten werden zu-
weilen mit einem ,,Cocktail“ aller drei Medikamente behan-
delt. Da die individuelle Empfindlichkeit von Patient zu
Patient erheblich variiert, ist es wiinschenswert, zumindest
wihrend einer stationdren Behandlung die Serumkonzentra-
tion regelméBig zu kontrollieren, wodurch die optimale Dosis
fiir jeden Patienten erreicht und unerwiinschte Nebenwir-
kungen minimiert werden.

Fiir alle drei Biokonjugate wurden nach Standardmethoden
polyklonale Antikorper in Kaninchen geziichtet. Durch die
entsprechenden mono-CMIAs wurde sichergestellt, dass
keiner der Antikorper mit den anderen zwei Konjugaten
oder den Tracern Kreuzreaktionen zeigt. Abbildung 1 zeigt
die v(CO)-Region des IR-Spektrums einer Mischung der

0.012 1

b

2058

----8

2033 1973

-0.002 T T T T T 1
2150 2100 2050 2000 1950 1800 1850

viem” ——
Abbildung 1. Carbonylbereich des IR-Spektrums einer dquimolaren Mi-
schung von 6, 7 und 8 (oben) und Uberlagerung der drei Einzelspektren
(unten). Die charakteristische Bande aller drei Komplexe ist in den unteren
Spektren markiert.
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Konjugate 6-8, zusammen mit einer Uberlagerung der TR-
Spektren der reinen Verbindungen bei gleicher Konzentra-
tion, die das mathematische Problem verdeutlicht. Die
charakteristische Bande des Komplexes 6 bei 2058 cm™! ist
einer quantitativen Analyse direkt zugénglich, da sie nicht mit
anderen Banden iiberlappt. Hingegen ist die charakteristische
Bande von 7 bei 2033 cm™' vollstindig unter der des
Komplexes 6 bei 2032 cm~! verborgen, und die Bande von 8
bei 1973 cm™! iiberlappt zumindest teilweise mit der Bande
von 7 bei 1958 cm~!. Trotzdem ist eine quantitative Dekon-
volution nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate
moglich, die bei Kenntnis der molaren Extinktionskoeffizien-
ten der drei Verbindungen minimal detektierbare Mengen um
1 pmol ergibt. Dieser Multi-CMIA wurde durch Vergleich mit
den Standard-Kalibrierungskurven der entsprechenden Mo-
no-CMIAs validiert, wobei eine ausgezeichnete Ubereinstim-
mung verzeichnet wurde. Dartiiber hinaus wurde fiir alle drei
Verbindungen in Mono- und Triple-Assays eine &hnliche
Empfindlichkeit beobachtet, was ebenfalls fiir die Praxis-
tauglichkeit der Methode spricht.

Die drei in diesem Beitrag genannten Beispiele belegen ein
wachsendes Interesse an Organometallverbindungen zur
Losung biologischer oder medizinischer Probleme. Verschie-
denen Bereichen entstammend weisen sie doch einige Ge-
meinsamkeiten auf. Die Organometallverbindungen reagie-
ren naturgemdf} anders als Koordinationsverbindungen, die
iiblicherweise in vergleichbaren Untersuchungen eingesetzt
werden. Dadurch wird die Markierung von Biomolekiilen an
ungewohnlichen Positionen (z.B. mit 5) oder mit bisher
unerreichter Geschwindigkeit und Selektivitdt (z.B. mit 1)
moglich. Die oben diskutierten Verbindungen sind sehr stabil,
nicht zuletzt aufgrund ihrer d®-Low-Spin-Elektronenstruktur
mit gefiillten t,,-Orbitalen in einem (pseudo-)oktaedrischen
Ligandenfeld. Als solche widerlegen sie die unter Chemikern
weit verbreitete Annahme, dass Organometallverbindungen
generell empfindlich gegen Sauerstoff und Feuchtigkeit sind
und nur in Schlenk-Gefden oder Handschuhkésten gehand-
habt werden konnen, ohne eine Zersetzung zu riskieren. Es
gibt sicherlich noch eine ganze Reihe weiterer Organometall-
verbindungen, die durch die Reaktion mit Biomolekiilen
Konjugate mit auBergewohnlichen neuen Eigenschaften zu
bilden vermag. Denkbar sind z.B. hochspezifische, enantio-
selektive Katalysatoren aus katalytisch aktiven Organome-
tallverbindungen und Peptiden. Neue Methoden fiir die
Molekularbiologie konnten aus der Kombination funktionel-
ler Organometallfragmente mit Oligonucleotiden resultieren.
Konjugate aus Organometallverbindungen und biologisch
aktiven Peptiden oder Antikorper(fragmente)n konnten eine
neue Ara in der medizinischen Diagnostik einleiten und die
Voraussetzungen fiir neue Behandlungsmoglichkeiten schaf-
fen. Allerdings steht die Forschung in diesen Bereichen erst
am Anfang.
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