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Tc-99m-Markierung von Cymantren-analogen Verbindungen mit verschiedenen
Substituenten - Ein neuer Zugang zu Tc-99m Radiodiagnostika

M. Wenzel
Pharmazeutisches Institut der Freien Universitit Berlin
Berlin-Dahlem

Tc-99m labelling of Cymantrene-analogues with different substituents.
A new approach to Tc-99m radiodiagnostics.

Summary:

The Technetium-analogues of Cymantrene derivatives containing different side chains can be
labelled with Tc-99m in a simple manner starting from labelled pertechnetate.

For the synthesis a solution of a ferrocene derivative with the wanted side chain, Tc 99m-
pertechnetate and a carbonyl-donator like Mn(CO)sBr are heated at 150°C in a small glass vessel.
There after the labelled cytectrene derivative is separated from by-products by chromatographic
methods. The radiochemical yields are between 15-95%. - Some of the compounds showed a
remarkable brain affinity with a high Tc-99m-concentration ratio brain/blood.
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Einleitung:

Das Radioisotop des Technetiums Tc-99m ist ein ideales Radioisotop fiir die Markierung von
Radiodiagnostika. Es 14Bt sich aus einem Molybdin-Generator gewinnen, besitzt keine
Partikelstrahlung und seine Gamma-Strahlung hat eine fiir die MeBtechnik optimale Energie von
140 keV. Seine Halbwertszeit ist mit 6,6 h kurz genug, um - bei einer klinischen Anwendung - die
Strahlenbelastung des Patienten gering zu halten.

Technetium ist ein Metall der 7. Nebengruppe des Periodischen Systems, daher kénnen lipophile
Radiopharmaka nur durch Komplexierung von Technetium-Ionen erhalten werden. Gebrduchliche
Beispiele dafiir sind Tc-99m-Komplexe mit Oximen oder Isonitrilen (1,2). Jedoch ist die
chemische Variationsméglichkeit lipophiler Technetium-Komplexen sehr beschrinkt. Man hat
daher immer wieder versucht, weitere Liganden fiir die Komplexierung des Technetium zu
entwickeln, die dank ihrer chemischen Variabilitit, besser den diagnostischen Erfordernissen
angepaft werden konnen.

Eine ausgezeichnete chemische Variabilitit zeigen Cyclopentadienyl-Komplexe von Metallen z.B.
vom Metallocen-Typ oder die Halbsandwich-Komplexe vom Cymantren-Typ; sie sind auBerdem
chemisch sehr stabil.
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In der folgenden Arbeit berichten wir iiber eine neue Moglichkeit, radioaktives Technetium in
verschiedenartige Cymantren-analoge Derivate auf einfache Art einzubauen. Damit gelingt eine
Kombination der Vorteile des Technetium als Strahler mit dem Vorteil der chemischen Variabilitit
der Cyclopentadienyl-Komplexe.

Dieses Verfahren erdffnet erstmals den Zugang zu Tc-99m-markierten Radiodiagnostika mit einer
unbegrenzten Vielfalt fiir die Seitenkette R:

R
Mn Tc
71N oc” | Neo
oC COCO c
Cymantren Cytectren-Derivat

Ergebnisse und Diskussion:

Der Zentralatom-Austausch von Technetium bei Ferrocen-Derivaten (Synthese von Cytectren™-
Derivaten)

Eine Reihe von fritheren Arbeiten hatten die Moglichkeit aufgezeigt, bei Ferrocen-Derivaten mit
verschiedenen Substituenten das Zentralatom Eisen gegen radioaktives Ruthenium auszutauschen
(3-7). Man erhielt dadurch radioaktive Ruthenocen-Derivate, die teilweise als Radiodiagnostika
einsetzbar sind (7,8a).

Ein analoger Zentralatom-Austausch bei Cymantren-Derivaten von Mangan gegen Technetium-
99m gelingt jedoch nicht, wie Versuche unter verschiedenen Reaktionsbedingungen gezeigt haben.
Die Synthese des unsubstituierten Tc-99m-Cyclopentadienyl-technetium-tricarbonyls wurde aber
auf einem anderen Weg von Baumgirtner et al. (8b) beschrieben. Knight Castro et al. (8c)
konnten sogar - in einem mehrstufigen Verfahren ausgehend vom Tca(CO)jg - Derivate
herstellen, die am Cyclopentadienyl-Ring mehrere aliphatische Substituenten (meist
Methylgruppen) enthielten.

Umso iiberraschender war das Auffinden einer einfachen Synthese-Méglichkeit von Technetium-
analogen Cymantren-Derivaten (Cytectrene) durch Zentralatom-Austausch bei Ferrocen-Derivaten
mit Pertechnetat bei Anwesenheit von Carbonyl-Donatoren. Als ein brauchbarer Lieferant von
Carbonyl-Gruppen erwies sich die Verbindung Mn(CO)sBr. Verwendbar sind auch andere
Carbonyl-Donatoren, wie 2.B. Fea(CO)g, [Fecp(CO)2]a, Oxalsiure oder Na-Formiat. Der
Hauptvorteil gegeniiber dem Mehrstufen-Verfahren von Castro (8b) ist die Mogichkeit, selbst
Cytectren-Derivate mit sehr komplexen Substituenten in einer Ein-Topf-Reaktion ausgehend von
Pertechnetat mit Tc-99m zu markieren.

Erhitzt man die 3 Komponenten Ferrocen-Derivat, Carbonyl-Donator und radioaktives
Pertechnetat in geeigneten Losungsmitteln, z.B. Methanol oder Tetrahydrofuran auf 130-150°C.,

* Der Name Cytectren wurde vorgeschlagen von P.E. Schulze

[Institut fiir Diagnostik-Forschung GmbH, c/o Freie Universitit Berlin]
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so erhilt man zwischen 12 - 95% des Technetiums in Form der radioaktiven Cytectren-
Verbindung. Dabei enth#lt das Cytectren-Derivat die gleiche Seitenkette am Cyclopentadienylrest,
die in der Ausgangsverbindung - dem Ferrocen-Derivat - an einem der beiden Cyclopentadieny!-
reste gebunden ist. Das unsubstituierte Tc-99m-markierte Cytectren entsteht nur zu geringen
Anteilen.

Der giinstigste Temperaturbereich fiir den Zentralatom-Austausch liegt bei ca. 150°C. Wie Abb. 1
am Beispiel des Acetyl-Cytectrens zeigt, ist es manchmal méglich, die Reaktionstemperatur fiir
den Zentralatom-Austausch zu verringern. Im vorliegenden Fall konnte die Verwendung eines di-

substituierten Ferrocens als Ausgangsprodukt die Ursache fiir die verbesserte Ausbeute bei
Temperaturen unterhalb von 1400C. sein.

Zentral - hFe —T
Diacetyl-Ferrocen —-= Tc-99m-Acetyl-Cytectren
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Abb. 1; Radiochem. Ausbeute bei der Synthese von Tc-99m Acetyl-Cytectren
Synthese-Ansatz siche Methodik, Beispiel 1

Um das als Generator-Eluat anfallende radioaktive Pertechnetat in den Cymantren-analogen
Technetium-Komplex -einzubauen zu kénnen, muB das Pertechnetat reduziert werden.
Erstaunlicherweise ist die Zugabe eines separaten Reduktionsmittels zum Reaktionsansatz oft
iiberfliissig, die eingesetzte Ferrocen-Verbindung kann selbst als Reduktionsmittel wirken.
Wahrscheinlich wird dabei ein kleiner Teil des Ferrocen-Derivat (mit zweiwertigem Eisen) durch
das Pertechnetat zu der dreiwertigen Eisenverbindung mit einer Ferricinium-Struktur oxidiert. Das
Pertechnetat wird dabei zu Tc* reduziert, das dann in die Cytectren-Struktur eingebaut wird. Bei
Zugabe eines weiteren Reduktionsmittels zum Reaktionsansatz, z.B. von SnCly, ist sogar die
Ausbeute oft niedriger als bei alleiniger Zugabe der Ferrocen-Verbindung.

Tab. 1 gibt eine Auswahl von Ferrocen-Derivaten, die erfolgreich fiir die Austauschversuche mit
Tc-99m Pertechnetat eingesetzt wurden. Beeindruckend ist die Vielfalt des Substituenten R, der
sich durch das neue Synthese-Verfahren in die Tc-99m Cytectren-Verbindung einbauen 148t.
Bemerkenswert ist ferner die chemische Stabilitit der neuen Verbindungen, wie sich mehrfach
durch Rechromatographie der gereinigten Produkte nach 24 h zeigen lieB.
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Bei einigen Reaktionen konnte durch vermehrten Manganzusatz (als MnClp) die analoge

Cymantren-Verbindung in ausreichender Menge hergestellt werden, so daB sie durch

Massenspektroskopie identifizierbar waren (in Tab. 1 durch MS gekennzeichnet).

Eine Abtrennung der Technetium-markierten Verbindungen von radioaktiven Nebenprodukten und

nicht-radioaktiven Begleitstoffen ist am einfachsten durch Diinnschicht-Chromatographie oder
HPLC zu erreichen. Oft gelingt dies aber auch mit Hilfe einer kleinen Kieselgel-Séule, die mit dem

Reaktionsansatz beladenen wird und anschlieBend mit unterschiedlichen Eluationsmitteln eluiert

wird.

Tab. 1: Zentralatom-Austausch Fe -> Tc-99m Mit Pertechnetat unter Bildung von

Cytectren-Derivaten

Ferrocen-Auswsprodukte Temp. | Ausbeute Losun gsmittel
Fc(-CO-Ph); * 1200C. 92 % MS MeOH
Fc(-CO-NH-CHp-COQEt); * (7 1300C. 12 % MS MeOH+3%HCI
Fc(-COOMe), * 1500C. 25 % MeOH+3%HCI
Fc(-COCH3)y * 1400C. 98% MS MeOH
Fc-CO-CH=CH-Ph (&) 1300C. 45 % MeOH+3%HCI
Fc-COOCH3 150°C. 63 % THF+ 30%H,0
Fc-CONH3z 150°C. 51% THF+ 30%H,0
Fc-CO-CH;-COOEt 1500C. 61 % THF+ 30%H;0
Fe-CO-(CH2)-COOH 150°C. 90 % THF
Fc-CO-(CHgp)14-COOH (10) 1500C. 69 % THF+ 30%H,0
Fc-Haloperidol (11) 150°C. 95 % MS EtOH, THF+ 30%H20
Fc-CH2-NH-Glukosamin (12) 1500C. 18 % THF+ 30%H,0
Fc-COO-Chinuclidinol (13) 150°C. 61 % MS THF+ 30%H,0
Fc-COO-Cholesterol (14) 150°C. 32 % THF+ 30%H20
Fc-COO-3-Estradiol (14) 1700C. 31 % THF+ 30%H,0
Fc-CH=CH-CO-CH3 170°C. 41 % MeOH
Fc-CHp-CH(-NH-isopropyl)-CHz  (8) 150°C. 45 % THF+ 30%H20
Fc-CH,-CH(-NH-isopropyl)-CoHs  (8) 150°C. 46 % THF+ 30%H,0

Fc = Ferrocenyl-

MS = Das Cymantren-Analog wurde durch MS nachgewiesen.

* das gebildete Cytectren-Derivat ist nur mono-substituiert
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Nur schwer gelingt die Trennung der Cymantren-Derivate und der analogen radioaktiven
Cytectren-Derivate z.B. durch Diinnschichtchromatographie. Die Ferrocen-Ausgangs-Verbindung
ist dagegen von den Halbsandwich-Carbonyl-Verbindungen oft gut trennbar.

Ist diese gute Trennbarkeit gegeben, erhilt man sogar die Cytectren-Verbindung frei von der
Cymantren-Verbindung, falls man als Carbonyl-Donator eine Mangan-freie Verbindung wihlt.
Als hierfiir brauchbare Carbonyl-Donatoren haben sich [Fecp(CO)2]2 oder Oxalsiure bewihrt.
Somit ist die Synthese trigerfreier 99MmTc-Cytectren-Derivate méglich. Diese Méglichkeit stellt
einen entscheidenden Vorteil gegeniiber den iiblichen - in der Klinik hergestellten - “triigerfreien”
Tc-Komplexen dar. In den dafiir verwendeten vorkonfektionierten Glischen ist nimlich ein
Komplexbildner in der Menge von 0,5-2 mg vorhanden, der nach Tc-99m Pertechnetat-Zugabe
einen trigerfreien Technetium-Komplex bildet. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, daB
korpereigene Ionen mit dem unverbrauchten UberschuB an Komplexbildnern den analogen
Komplex bilden, der dhnlich von dem zu untersuchenden Receptor gebunden wird wie der
radioaktive Komplex. Das bedeutet: Im Korper selbst gebildete Ionen-Komplexe konnen -
zumindest teilweise - den Technetium-Komplex von seiner Bindungsstelle verdringen und damit
zu einer verminderten Tc-99m-Anreicherung am Receptor fithren.

Biochemische Untersuchungen

Von den Technetium-markierten Cytectren-Derivaten wurden die Organverteilungen bei Mdusen
und Ratten untersucht. Die Organverteilung der 99mTc-markierten Cytectren-Derivate ist abhingig
von dem Substituenten am Cyclopentadienyl-Ringsystem.

Tabelle 2 gibt die Organverteilung verschiedener Cytectren-Derivate an. Zum Vergleich wurde in
die Tabelle auch die Organ-Verteilung von Pertechnetat aufgenommen. Aus den Organ-
Konzentrationen ist eindeutig zu erkennen, daB die Organverteilung der Cytectren-Derivate sich
drastisch von der Verteilung nach Gabe Pertechnetat abhebt. Beim Pertechnetat ist z.B. das Organ
mit der héchsten Radioaktivitits-Konzentration das Blut (2,6 % der Dosis/% Korpergewicht).
Dagegen zeigen die Tc-99m Cytectren-Derivate ausgeprigte Affinitiiten zu anderen, jeweils
verschiedenen Organen. Die Affinitit zu dem Einzelorgan ist eindeutig von der Seitenkette der
Cymantren-Verbindung abhingig.

Von den 99mTc-markierten Verbindungen scheinen fiir eine praktische Anwendung am
interessantesten die folgenden Cytectren-Derivate zu sein: Die Hippuran-analoge Cytectren-
Verbindung (7) zur Nieren-Diagnostik und der Ester mit Chinuclidinol (13) sowie das Tropinon-
Derivat zur Gehim-Darstellung,

Uber weitere biochemisch relevante Cytectren-Derivate wird an anderer Stelle berichtet.

Material und Methoden

Allgemeine Angaben
Die Ferrocen-Derivate waren zum Teil kiiufliche Produkte, zum gréBten Teil wurden sie
entsprechend den angegebenen Literaturstellen synthetisiert. Das Tc-99m Pertechnetat war das

iibliche Eluat (mit physiol. NaCl-Lésung) eines Molybden-Generators. Die radioaktiven
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Diinnschichtplatten wurden mit dem Berthold Diinnschicht-Scanner LB 2322 direkt gemessen. Da
die eingesetzten 99MTc-Aktivititen auf dem Diinnschicht-Chromatogramm ca. 10 uCi betrugen,
war die Messung einer DC-Platte mit mehreren Bahnen in wenigen Minuten abgeschlossen.

Tc-99m Acetyl-Cytectren aus Di 1-Fe; n
In eine Glasampulle gibt man

3mg Diacetylferrocen,
6 mg Mn(CO)sBr,
1 mg MnCly, 0,1 mg SnCl,

100 uCi TcQ4- (enthalten in 10 u! Eluat eines Tc-Generators)

sowie 0,1 ml Methanol.

Die abgeschmolzene Ampulle wird 1 h auf 130°C. erhitzt.
Der Ampulleninhalt wird anschlieBend auf Kieselgel-DC-Platten der Fa. Merck aufgetragen und
Cyclohexan/Essigester (7 : 3) chromatographiert. Auf dem Chromatogramm erhilt man bei Rg
0,36 ein Maximum, das ca. 60 % der eingesetzten Tc-99m-Aktivitiit enthilt.
Der Rp-Wert ist identisch mit dem Rp-Wert der dabei gebildeten Mn-haltigen Substanz, dem
Acetyl-Cymantren, dessen Konstitution folgender Formel entspricht: CsHs-CO-CH3 « Mn « (CO)3
(Nachweis durch Massenspektrum)
Diese lipophile T¢c-99m-Verbindung kann in reiner Form durch Eluation der entsprechenden
Kieselgel-Fraktion (R = 0,36) z.B. mit Ethanol gewonnen werden. Durch Rechromatographie
des Eluates wird die radiochemische Reinheit bewiesen. Die markierte Verbindung ist chemisch
stabil, nach 24 h ist chromatographisch keine Zersetzung feststellbar.

Ester der Tc-99m-Cytectrencarbonsiure mit Estradiol aus 3-Estradiol-Ferrocen-carboxylat (14)

In einer Glasampulle werden

1 mg 3-Estradiol-Ferrocencarboxylat
2mg (Mn(CO)sBr
1 mg Tl-acetat

0,2 ml Tetrahydrofuran mit 30 % Wasser

0,02 ml Pertechnetat-Lsung mit 1,05 MBq
1 h auf 170°C. erhitzt. DC in Cyclohexan/Essigester (60 : 40), Radiochem. Ausbeute des
Cytectrenesters (Rr = 0,33) 31%.

Tc-99m-Cytectren-Haloperidol aus Fi
a) Zur Herstellung der tréigerfreien Cytectren-Verbindung (siche Formel unten) werden in einer
Glasampulle

2mg Ferrocen-Haloperidol
4mg [Fecp(CO)2]2
1mg MgCla s 6 HO

0,2 ml Tetrahydrofuran
0,02 ml Pertechnetat-Losung mit 0,5 MBq

647
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1 h auf 170°C. erhitzt. AnschlieBend DC in Ethanol/Aceton/Ammoniak (5 : 95 : 0,5),
Fc-Haloperidol: R = 0,60, Radiochem. Ausbeute an Cytectren-Haloperidol (Rg = 0,71), 41 %.
Wiihlt man als Carbonyl-Donator 4 mg Oxalsiure, so liegt die radiochem. Ausbeute bei 21 %.

b) Zur Herstellung der Cytectren-Verbindung (im Gemisch mit Cymantren-Haloperidol) gibt man
in eine Glasampulle

2 mg Ferrocen-Haloperidol

4mg Mn(CO)sBr

0,2ml Ethanol

0,02 m! Pertechnetat-Losung mit 0,7 MBq
und erhitzt die zugeschmolzene Ampulle 1 h auf 1500C., Radiochem. Ausbeute: 93 %, mit THF
als Losungsmittel 95 %.
Das Tc-99m Cytectren-Haloperidol wird durch UV-Licht (z.B. beim lingerem Betrachten von
Diinnschichtchromatogrammen unter einer UV-Lampe) langsam zersetzt.

@eocurcurcarnoé—@

99mTc-Cytectren-Haloperidol

| co
co

Herstellung von 2-Ferrocenyliden-tropin-3-on und Markierung mit Tc-99m

Die Ferrocen-Verbindung wurde analog zu (15) aus Ferrocenaldehyd und Tropinon hergestellt.
Rote nadelformige Kristalle aus Petrolether Fp 93°C.

Aus dem Reaktionsansatz lidBt sich ebenfalls das Kondensationsprodukt mit 2 Molen
Ferrocenaldehyd isolieren. Fp 221-224°C.

Zur Tc-99m-Markierung gibt man in eine kleine Glasampulle:

2mg 2-Ferrocenyliden-tropin-3-on

0,5 mg Mn(CO)sBr

30 ul Tetrahydrofuran

20 ul Pertechnetat-Losung mit 20 MBq Tc-99m

Nach 1 h bei 150°C wird der Reaktionsansatz auf 2 Kieselgelplatten aufgetragen und in
Aceton/Ethanol/Ammoniak (35 : 5 : 0,4) chromatoraphiert.
Radiochem. Ausbeute bei Rp 0,46 =72 %.
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Messung der Organverteilung

Die gereinigten Tc-99m-markierten Cytectren-Derivate wurden in einer Mischung von 30 %
Ethanol/50 % physiol. Kochsalzlosung gelost und Ratten bzw. Miusen in die Schwanzvene
injiziert. Zu den in Tab. 2 angegebenen Zeiten wurden die Tiere getttet, die Organe entnommen
und die Radioaktivitits-Konzentration analog zu (11) bestimmt.
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