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ABSTRACT

There is a special need for radiohalogenated compounds for
diagnostic nuclear medicine, in particular for no-carrier-added
(nca) short lived cyclotron products. In this study the applica-
bility of chloramine-T (CAT) and dichloramine-T (DCT) has been
demonstrated for nca-radiohalogenation with bromine-75,77 and
iodine-123% in aqueous and organic solvents. Radio gaschromato-
graphy and -HPLC are used for product analysis.

In aqueous solution the optimum reaction conditions with
respect to pH, concentration of CAT, reaction time and added
bromide-carrier are determined using tyrosine as a model sub-
strate. The suitability of the CAT method for radiobrominations
under convenient and mild conditions is demonstrated for some
biomolecules such as amino acids and nucleobases as well as for
peptides and the proteins urokinase and HSA.

High radiochemical yields (up to 85%) are obtained in the
case of activated aromatic systems. Studies on reactivity and
selectivity of the radiohalogenation reaction in the aqueous
solution show that there are different reaction mechanisms which
depend on the pH of the solution. At pH 1 the reacting species
are predominantly the interhalogens IC1 or BrCl, whereas at pH 7
the reaction probably proceeds via the N-iodo- or N-bromosulfon-
amide.

Dichloramine-T is found to be a new efficient reagent for
radiobromination and -iodination of aromatic compounds in various
organic solvents such as acetic acid, dichloromethane or carbon-
tetrachloride. A high para-selectivity is observed and the radio-
chemical yields (80%) are as high as in aqueous solution. A
comparison of this reagent with different in-situ halogenation
agents shows that DCT is superior with respect to reaction time,
concentration of the reagent and thus oxidative side reactions,
and ease of handling.

Another application of DCT is the radiohalogenation of
olefins via electrophilic addition. The added radiohalogen
specles are generated in-situ from DCT and radiohalide. By
choosing the appropriate solvent, the 1-halo-2-methoxy- (in
methanol) or 1l-halo-2-chloro- (in CH2012) addition products are
formed with such olefins as cyclohexene (70%) and tri-O-acetyl-D-
glucal (75%).
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1. EINLEITUNG
1.1. Bedeutung neutronenarmer Radionuklide in der
Nuklearmedizin

Die Verwendung neutronenarmer Radionuklide, insbesondere Posi-
tronenstrahler, zur Markierung von Biomoleklilen erlangt in den
Lebenswissenschaften, vor allem in der Nuklearmedizin, immer
grbRere Bedeutung [1]. Nicht nur kdrpereigene Wirkstoffe und
ihre Vorl&ufer, sondern auch ihre chemischen Analoga werden

zur Organdarstellung und Funktionsdiagnostik radioaktiv mar-
kiert. Flr in-vivo Untersuchungen sind die physikalischen Eigen-
schaften der verwendeten Nuklide von besonderer Bedeutung. Es
sollten keine a- oder B -Strahler sein, sondern mdglichst EC-
.oder 87 -Strahler. Die y=Strahlung sollte die K&rperbarriere
durchdringen und optimal nachweisbar sein (50-300 keV). Posi-
tronenstrahler bieten auferdem die Mdglichkeit der Ortsaufldsung
durch Nutzung der y,y-Koinzidenz nach Positron-Vernichtung.

Die nuklearmedizinische Funktionsdiagnostik hat besondere Be-
deutung, weil mit ihrer Hilfe Stoffwechselvorginge im lebenden
Organismus nicht-invasiv erfaBt werden k&nnen. Geelgnete mar-
kierte Metabolite oder ihre Analoga k&nnen beispielsweise Aus-
kunft geben lber den Energiestoffwechsel von Herz und Hirn.

Da das Herz seine Energie zu etwa 60 % aus Fettsiuren gewinnt,
sind zahlreiche Fetts&duren, insbesondere Radiohalogen-markierte
Halogenfettsduren, zur Darstellung und Funktionsdiagnostik des
Herzens vorgeschlagen und schlieRlich erfolgreich klinisch
angewendet worden [2-5]. Fiir den Energiestoffwechsel bzw.
Glukosetransport des Hirns werden mit Erfolg Glukosederivate,
z.B. 2-[*8p]-2-geoxy-2-fluor-D-glukose (8,91 und 3-[21c]-O-methyl-
D-glukose [6,7], eingesetzt. Ein weiteres Forschungsgebiet ist
die Tumordarstellung. Die Darstellung von Melanomen gelang z.B.
durch die Verwendung von L—B—[123I]—a-methyl—tyrosin, welches
sich im Tumor anreichert, da es als Vorliufer bei der Melanin-
synthese eingebaut wird [10,11]. Die Markierung von Antitumor-
AntikOrpern ist ebenfalls ein vielversprechender Versuch zur

Tumordarstellung [12].



Das moderne Konzept der nuklearmedizinischen Forschung basiert
auf der externen Erfassung regionaler Funktionen. Es umfaft die
wichtigsten Organe und Krankheiten, zu deren Untersuchung so-
genannte Radiopharmaka eingesetzt werden kdnnen. Hierbei ver-
sucht man in neuerer Zeit, als biochemischen Ansatz markierte
Metabolite, Enzyminhibitoren, rezeptorspezifische Pharmaka oder

auch Antikdrper-Antigen Systeme einzusetzen.

Biomolekiile sind {iberwiegend aus C, H, N, O, P und S Atomen
aufgebaut. Die Zahl der Radioisotope dieser Elemente mit ge-
eigneten Zerfallseigenschaften ist jedoch sehr begrenzt. Die
einzig brauchbaren Positronenstrahler sind 11C (T = 20 min),
N (7 = 10 min), *°0 (T = 2,1 min) und -°P (T = 2,3 min).
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Unter diesen "organischen" Positronenstrahlern kann
dann zur Markierung komplizierter Biomoleklile verwendet werden,
wenn die Markierungsprozedur innerhalb von 2-3 Halbwertszeiten
abgeschlossen ist. Welterhin ist die Anwendung auf schnelle
metabolische Prozesse beschrinkt, und es ist sehr schwierig,
hohe spezifische Aktivitidten in der Grdfenordnung von einigen
100 bis 1000 Ci/mMol zu erreichen [13]. Flir Rezeptorstudien oder
zentralwirksame Pharmaka sind jedoch extrem hohe spezifische
Aktivititen erforderlich [14], so daR in den letzten Jahren die
Verwendung halogenmarkierter Analoga immer mehr an Bedeutung
zugenommen hat [1,15], da hier einfacher hohere spezifische

Aktivititen erreicht werden kdnnen.

Das Halogenatom ist in den markierten Verbindungen in den
meisten Fillen ein Fremdatom, und die analoge Verbindung hat
nicht notwendigerweise die gleichen biochemischen Eigenschaften.
Allerdings sind auch zahlreiche Pharmaka bekannt, die Halogene
enthalten, da halogenierte Verbindungen leicht herstellbare

und billige Ausgangsmaterialien flir die Synthese von Pharmaka
sind. Halogene dienen als blockierende oder dirigierende Gruppen
wdhrend der Synthese von aromatischen Arzneistoffen und ver-
bleiben der Einfachheit halber im Molekiil, wenn die pharmakolo-
gische Wirkung nicht beeinfluRt wird [16]. Da Halogene mit
Kohlenstoff kovalente Bindungen bilden, kénnen sie im Prinzip
auch als "organische" Radioisotope bezeichnet werden. Mit

Halogenen k&nnen leicht analoge Strukturen von Biomolekiilen



synthetisiert werden. So kann man z.B. ohne grofere strukturelle
Verinderung ein Wasserstoffatom durch Fluor und eine Methylgruppe
durch Brom oder Iod ersetzen, da sie vergleichbare Grdfe haben.
Je nach Molekulargewicht der zu markierenden Verbindung bedingt
die Einfiihrung des radioaktiven Halogenisotops eine mehr oder
weniger starke Anderung der physikalischen und chemischen Eigen-
schaften der markierten Verbindung. Beili Verwendung dieser
analogen Substanzen muB man sicherstellen, daBk sie sich bio-
chemisch #hnlich verhalten wie die unmarkierten k&rpereigenen
Verbindungen, bzw. man muf ihr abweichendes Verhalten kennen.

So kann z.B. auch die Anderung des biochemischen Verhaltens
ausgenutzt werden, wie etwa bei einem blockierten Stoffwechsel,
mit dessen Hilfe eine Akkumulation der analogen Verbindung im
Zielorgan erreicht werden kann. Dies Konzept liegt beispielsweise
bei der 2-[18F]—2—deoxy—2—f1uor—D—g1ukose vor [8].

1.2. Auswahlkriterien flir geeignete Radiohalogenisotope

Unter den Halogenisotopen sind nur wenige Radionuklide, die
aufgrund ihrer Zerfallseigenschaften in der Nuklearmedizin flir
in-vivo Untersuchungen eingesetzt werden kdnnen. Neben der ge-
eigneten Halbwertszeit bezliglich der zu erfassenden biochemischen
Vorgdnge und den geeigneten externen Nachweismdglichkeiten sind
die generelle Verfligbarkeit und Produktionsmdglichkeit von

groper Bedeutung. Die wichtigsten Eigenschaften und Produktions-
moglichkeiten einiger neutronenarmer Halogenisotope sind in
Tabelle 1 zusammengestellt. Von den aufgefiihrten Nukliden werden
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die Positronenstrahler F und 75Br in der Positronenemissions-
tomographie (PET) eingesetzt. Bel dieser Methode k&nnen durch
Ausnutzung der Positronenvernichtungsstrahlung mit geeigneten
Vieldetektoranordnungen schichtweise Organbezirke riumlich
aufgeldst werden [27]. Bel Verwendung von Nukliden, die keine
Positronenstrahler sind, kann die riumliche Aufl&sung auch

dadurch erreicht werden, daf die bei der vollstidndigen Rotation

eines Detektors quer zur Kdrperachse gewonnene Information in
Abhdngigkeit von der Position der Kamera errechnet wird. Fiir
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diese Methode der "Single-~Photon-Emissions-Computer-Tomographie"
(SPECT) [28] 1liegt das Optimum der Ansprechwahrscheinlichkeit
der verwendeten Detektoren im Bereich von 100-200 keV. 1231
ist mit seiner 159 keV Linie gerade flir diese Methode sehr gut
geeignet. 77Br ist wegen seiner hochenergetischen y-Strahlung
weniger gut geeignet und kann nur mit einem Hochenergiekolli-
mator fir abbildende Messungen eingesetzt werden. Aufgrund der
l&ngeren Halbwertszeit kann es jedoch bei der Untersuchung

langsamer Stoffwechselvorginge angewendet werden.

Die Strahlenbelastung ist bei in-vivo Untersuchungen von gréRter
Bedeutung. Die Halbwertszeiten der verwendeten Nuklide sollten
deshalb hinreichend kurz sein, so daB selbst beil lidngeren biolo-
gischen Halbwertszeiten flr einzelne Organe die absorbierte

Dosis mbglichst gering ist. Eine optimale y-Energie (100-200 keV),
die mit hoher Nachweisempfindlichkeit detektiert werden kann,

ist ebenfalls Voraussetzung flir eine niedrige Strahlenbelastung.
Im Falle der Positronenstrahler ist eine geringe B+—Energie
vorteilhaft, weil durch die kleinere Reichweite des Positrons

das Aufldsungsvermdgen flir die PET zunimmt.

Ein weiteres Kriterium bei der Auswahl eines geeigneten Nuklids
sind die Markierungsmethoden. Die Mdglichkeiten zur Einfiihrung
des Nuklids in die zu markierende Verbindung sind durch die
chemischen Eigenschaften des Nuklids in seiner jeweiligen
Oxidationsstufe vorgegeben. Es gibt zwei grundsitzlich unter-
schiedliche Methoden:

- Direkte Methoden, bei denen das Halogen direkt in die zu
markierende Substanz eingebaut wird (Direktmarkierung),

- Konjugationsmethoden, bei denen das Halogen zunfchst in ein
kleines Molekiil eingebaut wird, welches dann in einem weiteren
Reaktionsschritt an die zu markierende Substanz angekoppelt
wird.

Da das Fluor in der Reihe der Halogene eine Sonderstellung

bezlglich seiner chemischen Reaktionen einnimmt, unterscheiden

‘sich Radiofluorierungsmethoden grundsidtzlich von den Methoden

zur Radiobromierung und -iodierung. Im Falle von Fluor ist es

wesentlich schwieriger, ohne Trigerzusatz zu arbeiten, und die
radiochemischen Ausbeuten sind wegen der hohen Hydrophilie und



den Sorbtionsverlusten meist gering. Zur Radioiodierung sind
zahlreiche Methoden bekannt, nach denen auch ohne Trégerzusatz
gute Ausbeuten erhalten werden. Die Entwicklung von geeigneten
Radiobromierungsmethoden hat erst vor einigen Jahren begonnen,
da die Bromisotope fir in-vivo Untersuchungen erst in den
letzten Jahren mit hinreichend hoher Gesamtaktivitdt an Hoch-

strom-Kompaktzyklotronen erzeugt worden sind.

1.3. Methoden zur Radiobromierung und -iodierung von

Biomolekiilen

Bei der Radionuklidproduktion f&llt das radioaktive Brom bzw.
Tod meist als Halogenid an. Es ist deshalb zweckmiBig, zeit-
sparend und ausbeutesteigernd Markierungsmethoden zu entwickeln
oder klassische Halogenierungsverfahren zu modifizieren, die es
ermdglichen, direkt vom Halogenid auszugehen. Recht erfolgreich
ist die klassische Halogenaustauschreaktion (SN), die bei nicht
isotopem Austausch ohne Trigerzusatz zu Produkten mit hohen
spezifischen Aktivitdten fthrt [29,30]. Fir die Darstellung
radiohalogenierter Fettsduren nach dieser Methode sind unter-
schiedliche Reaktionsbedingungen erarbeitet worden. Der
Austausch 18Rt sich in der Schmelze [15,31], in polaren L8sungs-
mitteln [31-33] und in unpolaren L&sungsmitteln mit Phasen-
Transfer-Katalysatoren [31,34] durchfiihren. Die nukleophile
Substitution von Tosylat fiihrte ebenfalls zu guten Markierungs-
ergebnissen [34].

Ein anderer Syntheseweg zur Darstellung von aliphatischen Radio-
halogenverbindungen ist die elektrophile Substitution an Organo-
boranen, wobei jedoch die Herstellung der Ausgangsverbindungen
aufwendiger ist [35,3%6]. Einfache aliphatische Verbindungen
lassen sich nach diesen Methoden mit guten radiochemischen
Ausbeuten bromieren bzw. iodieren, und die erreichbaren spezi-
fischen Aktivitidten sind recht hoch. Bei komplizierteren Mole-
kiilen, bei denen h#ufig ein Austausch wegen der sterischen
Hinderung nur mit sehr guten Austrittsgruppen méglich ist, sind
die radiochemischen Ausbeuten im allgemeinen geringer. Eine
Steigerung der Ausbeute wird hiufig durch Zusatz von isotopen

Halogenidtréger erreicht. Durch die damit verbundene Verringerung



der spezifischen Aktivit#dt werden die Markierungsprodukte fir
manche in-vivo Anwendungen ungeeignet. Hohe spezifische Akti-
vit&ten (3 1000 Ci/mMol) sind generell erforderlich, wenn die
markierten Verbindungen toxisch sind, oder empfindliche biochemische
Gleichgewichte nicht gestdrt werden dirfen.

Ein Nachteil bei der Verwendung von Substanzen mit aliphatischen
X-C Bindungen (X = Br, I) ist die schnelle Dehalogenierung beil
in-vivo Untersuchungen. Diese bilochemische Dehalogenierung ist

in der Natur welt verbreitet und beruht sowohl auf enzymatischen
Mechanismen als auch auf nicht enzymatischen Wechselwirkungen

der Halogenverbindungen mit -SH Gruppen von freiem und protein-
gebundenem Cystein [16]. Viele Untersuchungen bestdtigen, dak

die Stabilitdt der X~C Bindung in der Reihe C1>Br>I abnimmt,

und daR die biochemische Stabilitdt bei einigen ungesdttigten
Verbindungen etwas hdher ist [16,37]. Die Folgen sind eine
relativ kurze biologische Halbwertszeit der markierten Ver-
bindung und ein hoher Halogeniduntergrund im Blut, der sich oft
stbrend bei der Messung auswirkt. Obwohl heute noch vorwiegend
Radioiodverbindungen hergestellt und eingesetzt werden, ist die
Verwendung von Bromverbindungen vorteilhafter. So sind die
aliphatischen Br-C Bindungen etwas stabiler als die entsprechen-
den I-C Bindungen, und das im Kdrper freigesetzte Bromid wird
nicht wie Iodid in der Schilddriise akkumuliert [38]. Die Probleme
der in-vivo und in-vitro Stabilitdt von radiohalogenierten Ver-
bindungen kdnnen in der Regel umgangen werden, wenn man das

Brom oder Iod durch elektrophile Substitution in aromatische
Systeme einfihrt. Bis auf wenige Ausnahmen ist aromatisch ge-
bundenes Brom oder Iod metabolisch stabil. Oft verhindert auch
Cl, Br oder F in para Position von Phenylringen die Hydroxylierung
und die darauf folgende Konjugation mit Glucuronsiure (blockierter
Katabolismus). Die Dehalogenierung von Phenylringen erfolgt
in-vivo, wenn iiberhaupt, sehr langsam [16]. Ein Beispiel flir die
hohe in-vivo Stabilitidt von aromatisch gebundenem Halogenid sind
die 15-(p-Bromphenyl)-pentadekansdure und die 15-(p-Iodphenyl)-

pentadekanséure. Beim Abbau der Verbindungen im Organismus wurde
kein freies Bromid bzw. Todid gefunden [5,3%9,40]. Auch fiir

aromatisch gebundenes Halogenid gilt, daR die Br-C Bindung

stabiler ist als die I-C Bindung. Hinzu kommt, daB flr einige



aromatische Iodverbindungen (z.B. Thyronine) spezielle Enzyme
(Deiodasen) zur Delodierung bekannt sind; entsprechende Enzyme

zur Debromierung sind zumindest im SHugetierorganismus nicht
bekannt [41]. Der Ersatz einer Iod=- durch eine analoge Bromver-
bindung mup im Einzelfall durch in-vitro oder Tierversuche getestet
werden.

Die schnelle Expansion nuklearmedizinischer Untersuchungsmethoden
in-vitro und in-vivo fllhrte zur Entwicklung vielfdltiger Mar-
kierungsmethoden, insbesondere zur Einflihrung von Radioiod in
aromatische Systeme [42-53]. Viele Iodierungsmethoden sind
speziell zur Proteinmarkierung entwickelt worden, da sich flr
in-vitro Untersuchungen radioiodierte Biomolekiile, vorwiegend

in Radioimmunoassays, bestens bewdhrt haben. Flir diese Zwecke
werden allerdings léngerlebige Strahler verwendet wie 1251

(T = 60 d) oder 1311 (T = 8 d) [54]. Die genannten Vorteile

und die Entwicklung von Produktionsverfahren fiir die neutronen-
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armen Bromisotope Br und 77Br fihrten zu einem wachsenden
Interesse an mdglichst vielfdltigen, schonenden und relativ
schnellen Markierungsmethoden zur Einfiihrung von Radiobrom in

aromatische Verbindungen.

Flir elektrophile aromatische Halogenierungen muB das Halogenid
erst oxidiert werden, d.h. in elektrophile Spezies umgewandelt
werden. Klassische Halogenierungsmethoden sind fiir eine Markie-
rung ohne Trigerzusatz meist unglinstig oder nur nach Modifizierung
anwendbar. So i1st z.B. die Bromierung mit molekularem Brom, mit
dem fast alle préparativen Bromierungen durchgefiihrt werden,
ungeeignet, da nur relativ kleine spezifische Aktivitdten er-
halten werden k&nnen, und die radiochemischen Ausbeuten gering
sind. Aus diesem Grund sind spezielle radiochemische Methoden
entwickelt worden, die es erlauben, direkt vom Halogenid aus-
zugehen. Alle diese Methoden arbeiten nach dem gleichen Prinzip:
Das Halogenid wird mit geeigneten Oxidationsmitteln in situ in
eine reaktive elektrophile Spezies Uberfiihrt. Diese Spezies
reagiert dann in einer SE_'Reaktion mit dem im Reaktionsmedium
geldsten Substrat. Schnelligkeit und einfache Durchfiihrbarkeit
sind die Vorteile dieser Direktmarkierungsverfahren. Folgende
Methoden werden seit Jahren routinem#fRig zur Radioiodierung
eingesetzt:



- Chloramin-T Methode [42,4%,55]7,

- Iodmonochlorid Methode [44,45,58],

- elektrochemische Iodierung [49-51,62] und

- enzymatische Iodierung [46,47,63,64]7.

Diese Methoden waren Ansatzpunkte fir die Entwicklung von ana-
logen Bromierungsmethoden (s.u.).

Die Chloramin-T Methode ist die am meisten benutzte Methode

zur Radioiodierung von Proteinen. Beil ersten Versuchen zur
analogen Radiobromierung wurden zwischen Bromierung und Iodierung
Unterschiede festgestellt [56,57]. Die guten Ergebnisse bei

der Brommarkierung von aromatischen Aminos&uren zeigen, daR

eine Radiobromierung von Proteinen mdglich sein sollte, und dak
die Chloramin-~T Methode pringzipiell filir die Einflihrung von
Radiobrom in aromatische Systeme geeignet ist [56]. Beil der
Todmonochlorid Methode wird IC1 mit radioaktivem Iodid &Hquili-
briert und mit der zu markierenden Substanz in Pufferl&sung zur
Reaktion gebracht. Die analoge Reaktion mit BrCl zur Radiobro-
mierung ist in dieser Weise nicht durchfihrbar. Bromchlorid ist
eine Verbindung, die bei Raumtemperatur in Substanz instabil ist
und nur im Gleichgewicht mit grofReren Mengen 012 und Br, spek-
troskopisch nachgewiesen werden konnte [74]. Es wurde jedoch
versucht, Radiobromid in einem geeigneten LOsungsmittel mit Cl2
in situ zu BrCl zu oxidieren. Diese Oxidation wurde bisher in
Kthanol [59] und stark saurer, widssriger Ldsung [60,61] durch-
gefiihrt, jedoch ohne den Nachweis zu erbringen, daf tatsichlich
BrCl gebildet wurde.

Uber elektrochemische Radiobromierungen sind bisher keine Er-
gebnisse verdffentlicht worden, obwohl die elektrochemische

Radioiodierung recht gute Ergebnisse zeigte.

Die enzymatische Radioiodierung wurde vorwiegend mit Lacto-
peroxidase durchgefiihrt. Es ist jedoch aufgrund des Oxidations-
potentials nicht m&glich, mit diesem Enzym Bromid zu oxidieren.
Geeignete Peroxidasen mit hdherem Oxidationspotential sind
Chloroperoxidase, Bromoperoxidase und Myeloperoxidase. Mit
diesen Enzymen wurden gute radiochemische Ausbeuten erhalten
[47,57,65]; sie werden jedoch noch nicht routinem&Big eingesetzt.

Dies liegt an der aufwendigen Markierungstechnik, die nur flr
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die Proteinmarkierung gerechtfertigt scheint und an der mangelnden
Verfligbarkeit der Enzyme.

Neben diesen Methoden, die vorwiegend zur Proteinmarkierung an-
gewendet werden, ist noch ein anderes nicht-spezifisches Direkt-
markierungsverfahren bekannt, die Exponiermethode (exitation
labelling) [52,53,71-73]. Beil dieser radiochemischen Methode
wird ein Vorliufer des bendtigten Isotops mit der zu markierenden
Substanz in Kontakt gebracht, im Fall von 123I wird beispiels-
weise der Vorliufer 123Xe aufgefroren. Die durch den Zerfall
entstehenden reaktiven Ionen oder Atome reagieren mit dem Sub-
strat in verschiedenartigen Substitutionsprozessen. Wenn auch

in einigen Fillen von guten radiochemischen Ausbeuten berichtet
wurde [52], so scheiterte die Methode im allgemeinen jedoch an

den kleinen Ausbeuten und der unspezifischen Markierung.

Wihrend filir die Proteinmarkierung friihzeitig Markierungsmethoden
entwickelt worden waren, setzte die Entwicklung von speziellen
Markierungsmethoden filir aromatische Radiopharmaka erst viel
spdter ein. Sofern die Substanzen wasserldslich waren, konnten
sie nach den bekannten Methoden markiert werden [75-77]. Sub-
stanzen, die sich nur in organischen L&sungsmitteln 16sten,
wurden zundchst mit getridgertem 12 oder Br2 radiohalogeniert.
Die radiochemischen Ausbeuten waren gering und die spezifische

Aktivitidt sehr niedrig [78-80].

Die Entwicklung von Markierungsmethoden in organischen Ldsungs-
mitteln brachte eine deutliche Steigerung der radiochemischen
Ausbeute, und durch das Arbeiten ohne Trigerzusatz konnten
wesentlich hdhere spezifische Aktivitdten erreicht werden [68].
Fir die in situ Oxidation von Br bzw. I in organischen L&sungs-
mitteln werden folgende Reagenzien eingesetzt:

- N-Chlortetrafluorsuccinimid (NCTFS) [33,66-68],

- N-Chlorsuccinimid (NC3) [66,69] und

3CO2C1(BI’) und CFBSOBCI(BP) [70].

Bis auf wenige Ausnahmen [68,5] sind die meisten Reagenzien
bisher nur an Modellsubstanzen (monosubstituierte Benzole) er-
probt worden, und der Mechanismus der Reaktionen ist noch nicht
eindeutig gekldrt. Das Spektrum geeigneter L&sungsmittel ist

- Hypohalite wie CF
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begrenzt und vergleichende Arbeiten, die die Mdglichkeiten und
Grenzen der einzelnen Reagenzien aufzeigen, haben erst begonnen
[66,70]. Mbgliche Nebenreaktionen der Reagenzien sind noch wenig
untersucht, so daR die Markierung komplizierterer Moleklile eine
genaue Optimierung der Reaktionsparameter erfordert.

Enthidlt ein aromatisches System mehrere Angriffspunkte flir
Elektrophile, so erh#dlt man bei der Anwendung dieser Methoden
verschiedene Isomere der radiohalogenierten Verbindung. In
gewissen Grenzen 14Rt sich die Isomerenverteilung durch
Losungsmittel beeinflussen, und oft ist aus sterischen Grilinden
oder durch Substituenteneffekte eine Position bevorzugt. Die
meisten Isomeren lassen sich jedoch schnell chromatographisch,
z.B. mit Hilfe der HPLC, trennen, so daR die unerwilinschten
Isomeren als Nebenprodukte betrachtet werden kbnnen, die aller-
dings die radiochemische Ausbeute des gewlinschten Produkts ver-

ringern.

In jlngster Zeit sind einige regiospezifische Methoden zur
Radiohalogenierung von Aromaten angewendet worden; so z.B.

die Zersetzung von Triazenen in Anwesenheit von Radiohalogenid
[81,82] oder die elektrophile Substitution an Aryl-Bor-Ver-
bindungen [36] und Aryl-Zinn-Verbindungen [83]. Bisher liegen
nur wenige Ergebnisse vor, und es ist noch nicht absehbar,
welche Bedeutung diese regiospezifischen Methoden erlangen
werden. Nachteilig ist beili diesen Methoden der hohe préparative
Aufwand zur Darstellung der Ausgangsverbindungen. AuBerdem ist
die Anwendung, insbesondere der metallorganischen Verbindungen,
begrenzt, da von vielen Substanzen die erforderlichen Bor- bzw.
Zinnverbindungen nicht hergestellt werden kdnnen. Diese prédparativ
aufwendigen Methoden sind eine wertvolle Alternative zu den
nicht regiospezifischen Verfahren, wenn die gewlinschten Mar-
kierungsprodukte auf einfachem Weg durch die direkte H-Sub-
stitution nicht erhalten werden kdnnen, die radiochemischen
Ausbeuten zu niedrig sind, oder stereo- und regiospezifische
Produkte anders nicht herstellbar sind.
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1.4, Problemstellung

Tod-123 (T = 13,3 h) und Brom-75 (T = 1,6 h) markierte Biomole-
kiile spielen in der nuklearmedizinischen in-vivo Funktions-
diagnostik eine zunehmende Rolle. Hier sind relativ schnelle

und trigerlose Halogenierungsverfahren erforderlich, die vor
allem im Falle der Bromierung nicht in ausreichendem MaRe
vorliegen. Dies gilt insbesondere fir aromatische Halogehierungen
und flir Methoden der Einflihrung von Radiobrom in Proteine.

Es sollten deshalb in der Literatur beschriebene Radioiodierungs-
methoden auf ihre Anwendbarkeit, insbesonders flir tr&gerfreie
Radiobromierungen, ausgehend vom Radiobromid, untersucht und

ggf. modifiziert und optimiert werden. Dabei sollte experimentell
gepriift werden, ob sich in situ Oxidationsverfahren unter Ver-
wendung von N-Halogenverbindungen, wie z.B. Chloramin-T, auch

zur Radiobromierung aromatischer Biomolekiile eignen.

An monosubstituierten Benzolen sollten Reaktivitdt und Selekti-
vitdt der Chloramin-T Methode ermittelt und Untersuchungen zum
Mechanismus der Bromierung durchgefiihrt werden. Von der Auf-
klirung des Reaktionsmechanismus wurden grundlegende Erkennt-
nisse Uber mdgliche Nebenreaktionen und/oder Hinweise zur
Modifizierung der Methode erwartet mit dem Ziel, neue Haloge-
nierungsreagenzien und Anwendungsmdglichkeiten zu erschlieBen.
In Analogie zur elektrophilen aromatischen Bromierung sollte
auch die Anwendbarkeit der Methode auf die Radiobromierung von
Olefinen an einem Modellsystem erprobt werden.

Schlieflich sollten mit verschiedenen N-Halogenverbindungen wie
Dichloramin-T und Halogensuccinimiden Untersuchungen im Hinblick
auf ihre Reaktivitidt und Selektivitdt bei der Radiobromierung
und =-iodierung durchgeflihrt werden mit dem Ziel der Ausbeute-
optimierung im Vergleich zu den aus der Literatur bekannten

regilospezifischen Halogenierungsmethoden.

Aus Arbeiten Uber Radioiodierungen von Proteinen mit Chloramin-T
ist bekannt, daR bevorzugt Tyrosin markiert wird. Es sollten
deshalb am Tyrosin als Modellsubstanz zun&chst die Parameter
flir die Radiobromierung mit Chloramin-T optimiert werden. Bei

dieser Untersuchung sollte die Abhdngigkeit der radiochemischen
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Ausbeute vom pH-Wert, der Reagenzkonzentration, der Reaktions-
zeit und vom Trigerzusatz bestimmt werden. Die Anwendung dieser
Markierungsmethode ohne Trigerzusatz sollte an weiteren Amino-
sduren sowie an einigen Nukleobasen erprobt werden. Es sollten
schlieBlich einige Peptide und auch Proteine unter den geeig-

neten Bedingungen ohne Trigerzusatz radiobromiert werden.

Zur Identifizierung, Reinigung und Uberpriifung der spezifischen
Aktivitét der Reaktionsprodukte sollten radiochromatographische
Methoden, insbesondere der Hochdruckflissigkeitschromatographie
und der Gaschromatographie, ausgearbeitet werden.
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2. EXPERIMENTELLER TEIL
2.1. Produktion der Bromisotope

Die meisten Untersuchungen sind mit dem lingerlebigen 77Br

(T = 56 h) durchgefiihrt worden. Das Radioisotop wurde lber den
75As(a,2n)77Br—ProzeB erzeugt [21]. Als Targetmaterial wurde
eine Cu-As-Legierung (CuBAs) mit ca. 30 Gew.% Arsen verwendet
[22]. Diese Verbindung hat einen hohen Schmelzpunkt und eine
relativ hohe Wirmeleitfdhigkeit, beides gute Eigenschaften fiir
die Bestrahlung mit einer hohen Strahlstromdichte. Durch Auf-
schmelzen der CuBAs—Schicht auf eine Kupferscheibe wurde eine
gute Widrmeleitung erreicht. Die gewlinschte Verbindung wurde
durch Zusammenschmelzen der pulverisierten Ausgangselemente beil
900 °C in einer Schutzgasatmosphire hergestellt. Die Schmelze
wurde in zylindrische Formen gegossen und in diinne Scheiben
geschnitten. Diese wurden auf 1 mm starke Kupferplatten aufge-
schmolzen. Die CuBAs—Schicht wird auf 110 um abgeschliffen, da
bei grodReren Dicken 77Br—Ver'luste durch Abdampfen aufgrund lokaler
‘Uberhitzungen auftraten. Die Targetscheiben wurden versilbert
(<0,5 um), in eine Targethalterung zum Strahl hin offen einge-
spannt und von der Riickseite mit Wasser gekilihlt (Abb. 1). Die

Strahlrohr —}— N

halter (Cu)

[

Cu3As/Cu(¢13mm)W Target-  — \ Kiihlwasser (101/min)

'53

—
——
i
pr———"--y
——

| Targetstrom

ey

Klammer~\_T

Schraubkappe O-Ring Isolierung

Abb. 1 Schematische Darstellung des Targets fir die externe Bestrahlung

von Cu3As zur Produktion von 75'77Br (nach [22])
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Silberschicht verhindert einen Diffusionsverlust von Radiobrom
im Hochvakuumsystem des Strahlrohres.

Bestrahlt wurde am Kompaktzyklotron CV 28 mit 28 MeV a-Teilchen.
Bei externer Bestrahlung wurde mit Strahlstrdmen von 30 uA ca.
6 Stunden bestrahlt, wodurch eine Ausbeute von ca. 15 mCi
(Bestrahlungsende) erhalten wird. Das gebildete 77Br liegt in
einer Radionuklidreinheit von >99 % vor. Die Isolierung des
77Br- erfolgt ohne Trigerzusatz durch trockene Destillation beil
~950 °c. Wegen der relativ hohen y-Aktivitdten muBte diese
Abtrennung unter Fernbedienung in einer Bleizelle erfolgen.
Hierzu diente eine automatisierte Apparatur [22], die in Abb. 2
dargestellt ist. Die bestrahlte Targetscheibe wird von der

Abluft Pressluft H,0 Einlal
! ! é
i Target
Molekularsieb \ Magnetische Kupplung
H,0 Austaf N\ Zentrierbolzen
t Nfen i ol
Jég il f}»zgw%@wv L IL
'1ﬁ§ : o - — ‘, -
Helium
\
1000%;§§
SN L J
Radiobrom Bromspiegel ~
in Wasser y
| Waschflasche N _Jo

(5°/0NQOH)
1 Heizposition
2 Kihlposition
o . . 75,77
Abb. 2 Automatisierte Apparatur zur trockenen Destillation von Br

aus Cu,As (nach [22])

rechten Seite in die Mitte des Ofens geschoben. Der Ofen wird
magnetisch geschlossen, ein Heliumgasstrom wird durch das
System geleitet und die Wasserkiihlung wird eingeschaltet. In
der Heizposition (Position 1) ist innerhalb von 18 Minuten
eine Temperatur von 1000 °C erreicht. Das Radiobrom wird durch
den Heliumstrom transportiert und kondensiert im kilhleren Teil

des inneren Quarzrohres (Bromspiegel). Arsen und Selen werden
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schlecht transportiert und kondensieren am Ende des Quarzrohres
in der N&he des Ofens. Kupfer und Silber werden nicht trans-
portiert. Nach Beendigung des Ausheizvorganges (Thermochroma-
tographie) wird der Ofen in die Kiihlposition (Position 2) ge-
fahren, und der heiRe Zylinder wird mit Pressluft rasch abgekiihlt.
Nach wenigen Minuten hat die Probe eine Temperatur von ~60 °c
erreicht, und es werden 500 ul tridestilliertes Wasser in das
Quarzrohr eingeleitet, um den Bromsplegel zu 1l8sen. Die radio-
chemische Ausbeute des Destillationsprozesses ist >90 %. Man
erhdlt eine wissrige L&sung von 77Br—Bromid von hoher spezi-
fischer Aktivitit.

Einige Untersuchungen wurden mit 75Br (T = 1,6 h) durchgefiihrt,
das Uber den 75As(3He,3n)7SBr—ProzeB dargestellt wurde [22].

Bei Verwendung eines internen Cu,-As-Targets erhdlt man bei

3
einem Strahlstrom von 100 pwA in 2 Stunden bis zu 250 mCi 758r.

Die Isolierung des 75Br erfolgt nach dem gleichen Verfahren

I

wie fir Br beschrieben.

2.2. Reagenzien

Die verwendeten Reagenzien L-Tyrosin, Chloramin-T (p.a.),
Natriumbisulfit (p.a.), Kaliumbromid (Suprapur), Kaliumiodid
(Suprapur) wurden von Merck bezogen und direkt eingesetzt.
Die Peptide Gly-Tyr-Gly, Ala-Tyr-Ala, Pro-His-Tyr, Gly-His-Gly,
Gly-Phe-Gly und Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly, alle p.a., stammten
von der Firma Serva.

Von den verwendeten Aromaten wurden Anilin, Anisol, Toluol,
Phenol und Benzol (alle Schuchardt) durch Destillation iiber
eine Spaltrohrkolonne gereinigt.

Die librigen verwendeten Aromaten, insbesondere die Brom- und
Todisomeren (Schuchardt, Merck, EGA Chemie), die zur Ausar-
beitung der chromatographischen Trennungen dienten, wurden
nach chromatographischer Analyse ohne weitere Reinigung ein-
gesetzt.

Die Darstellung von Dichloramin-T (N,N-dichlor-p-toluolsul-
fonamid) und Dichloramin-N (N,N-dichlor-p-nitrobenzolsulfon-

amid) erfolgte durch Umsetzung von Toluolsulfonamid (Merck)
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bzw. p-Nitrobenzolsulfonamid (EGA Chemie) mit Cl, (Fa. Gerling,
Holz) in alkalischer Losung [84,85]. Dichloramin-T (Fp. 83 °c)
und Dichloramin-N (Fp. 143 ©°¢) wurden durch mehrfaches Um-
kristallisieren gereinigt.

Die Pufferldsungen (0,05 M) wurden nach Standardmethoden [86]
aus den entsprechenden Reagenzien (p.a. Merck) hergestellt und
mit einem pH-Meter Uberprift.

131

Fiir Radioiodierungen wurde I-Todid (Amersham) eingesetzt.

2.3. Chromatographie

Die Apparatur zur Hochdruckfliissigkeitschromatographie bestand
aus folgenden Bauteilen:

Pumpe DMPAE 10.4 (Orlita), Pulsationsddmpfer PDM 3350 (Orlita),
Manometer Typ 82.2 (Wika), HPLC Probenaufgabeventil 7120
(Latek). UV-Absorptionsdetektor 440 (A = 254 nm) (Waters), RI-
Detektor 401 (Waters) und Fraktionssammler Microcol T80 (Gilson,
Abimed).

Ein Teil der Reaktionsldsung wurde unter Verwendung der be-
schriebenen Apparatur durch Hochdruckfliissigkeitschromatographie
aufgetrennt und das Eluat diskontinuierlich zu 0,5 min Frak-
tionen aufgefangen. Die verwendeten S&Hulen und Eluentien sind
in Tabelle 2 und Tabelle 3 aufgefiihrt. Bei Verwendung der Si-60
Sdule zur Chromatographie wurde die wissrige Reaktionsldsung
mit Methylenchlorid ausgeschiittelt und die organische Phase
chromatographisch getrennt.

2.4, Durchfthrung der Versuche

Die zu markierende Substanz wurde in 500 pl Pufferldsung geldst.
Ca. 10 uCi 1311 oder 77Br wurden als Halogenid in 1-5 ul wéss-
riger LOsung zugesetzt und sodann 10 ul wdssrige Chloramin-T
Losung zugefligt. Nach entsprechender Reaktionszeit wurde durch
Zugabe von 100 ul Natriumbisulfitldsung die Reaktion beendet.
200 pl der Reaktionsldsung wurde unter den in Tabelle 1 bzw. 2

angegebenen Bedingungen chromatographiert. Durch Messung der
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Tabelle 3: HPLC-Daten filir die Trennung von radiohalogenierten

Aromaten
Substanz S&ule Eluens k'-Werte
Benzol Lichrosorb RP-18 Methanol:Wasser 8,4
Chlorbenzol 10 um, Merck, 1:1 19,0
Brombenzol 25 cm, 4 mm & 23,9
TIodbenzol 33,9
Toluol Lichrosorb RP-18 Methanol:Wasser 9,6
o,m,p-Bromtoluol 10 uym, Merck, 3:2 23,3
o,m,p~Iodtoluol 25 cm, 4 mm @ 30,9
Anisol Lichrosorb RP-18 Methanol:Wasser 7,6
o-Bromanisol 10 um, Merck, 1:1 15,9
m-Bromanisol 25 cm, 4 mm @ 25,5
p-Bromanisol 27,4
o-Iodanisol 25,9
m-Todanisol 36,1
p-Iodanisol 38,5
Anilin Lichrosorb Si-60 n-Heptan:n-Di- 8,9
o-Bromanilin 10 um, Merck, butyldther:Eis- 0,9
m-Bromanilin 50 cm, 5 mm @ essig 6,9
p-Bromanilin 500:400:7 7,6
o-Iodanilin 1,0
m-Iodanilin 7,1
p-Iodanilin 8,8
Phenol Lichrosorb Si-60 n-Heptan:Eisessig 18,0
o-Bromphenol 10 um, Merck, 1000:15 2,0
m-Bromphenol 50 cmy, 5 mm @ 20,7
p-Bromphenol 24,7
o-Iodphenol 2,8
m-Iodphenol 22,3

p-Iodphenol

27,6
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einzelnen Fraktionen im Auto-Gamma-Spektrometer wurden die
radiochemischen Ausbeuten ermittelt. Die genauen Reaktionsbe-
dingungen (Konzentrationen, Reaktionszeiten, etc.) sind jeweils
in den entsprechenden Tabellen bzw. Kurven angegeben (s. Ab-
schnitt 3.).

131I oder T

Es wurden ca. 10 uCi Br als Halogenid in wissriger
Losung ins ReaktionsgefiR® gegeben und bel einer Temperatur

von ~50 °c eingedampft. Sodann wurde die zu markierende Substanz
sowie 500 ul eines organischen L&sungsmittels zugegeben und
einige Minuten mit einem Magnetrihrer geriihrt. SchlieRlich wurden
10 pl einer LOsung von Dichloramin-T in Methylenchlorid zuge-
geben. Nach angemessener Reaktionszeit wurden - wie oben be-
schrieben - 200 ul chromatographiert und die radiochemischen
Ausbeuten ermittelt.

Im Falle von Trifluoressigsiureanhydrid als Ldsungsmittel wurde
die Reaktion durch vorsichtige Zugabe von 1,5 ml einer 3%igen
Natriumcarbonat/Natriumsulfit-L&sung beendet.

Genaue Reaktionsbedingungen sind jeigils bei den Tabellen zur

Radiohalogenierung in organischer Phase angegeben.

Die Peptide wurden in 500 ul Pufferldsung geldst und ca. 10 pCi
77Br als Bromid in 1-5 ul wissriger L&sung zugesetzt. Sodann
wurden 10 ul wissrige Chloramin-T L&sung zugesetzt. Nach ent-
sprechender Reaktionszeilt wurde die Reaktion durch Zugabe von
100 ul NatriumbisulfitlOsung beendet. Zur Ermittlung der radio-
chemischen Ausbeute wurden 200 ul auf einer RP-18 Siule (25 cm;
4 mm 4) mit Methanol/Wasser/Eisessig (100:10:1) chromatogra-
phiert. Die radiobromierten Peptide hatten etwa die gleichen
K'-Werte wie die unmarkierten Peptide.

Zu 500 ul Proteinldsung (m10_8 mol) wurden 500 ul 0,05 n
Phosphatpuffer pH 7 und ca. 100 uCi 77Br als Bromid in wissriger

Losung zugegeben. Sofort anschliefend wurden 10 pl Chloramin-T



- 21 -

L&sung (10_5 mol) zugegeben und 2 min gerilihrt. Sodann wurde die
Reaktion durch Zugabe von 100 ul Cysteinldsung (5'10_5 mol)
beendet. Zur Bestimmung der radiochemischen Ausbeute wurde die
Reaktionsl&sung auf Biogel P4 chromatographiert und die Aktivitit
der Proteinfraktion gemessen.

1311 oger "TBr als Halogenid in wéssriger

Es wurden ca. 10 uCi
L8sung im Reaktionsgef&® bei ~50 °c eingedampft. Sodann wurden
2-10'6 Mol Cyclohexen in 500 ul CH,Cl, bzw. 2-10'6 Mol Tri-O-
acetyl=-D-glucal in 500 ul CHBOH zugegeben und einige Minuten
gerihrt. Schlieflich wurden 10 ul einer L8sung von Dichloramin-T
(% 5-10_7 Mol) in CH,Cl, zugegeben. Nach einer Reaktionszeit

von 1 min wurde ein Teil der L&sung chromatographiert und die
radiochemische Ausbeute bestimmt. Die Trennung der Cyclohexan-
derivate erfolgte gaschromatographisch auf einer SHule mit 15 %
Tricresylphosphat auf Chromosorb-W-AW-DCMS (4 mj; 3,5 mm é) bei
125 OC, wobel die Produkte am Chromatographenausgang an Aktiv-
kohle adsorbiert wurden. Die Trennung der Zucker erfolgte durch
HPLC auf einer Si-60 Siule (25 cm; 1,6 cm 4) mit Diethyl&ther/

n-Hexan (7:3) als Eluens.

—— v ———— ] ——— - - ——— - -t — - - - - -

Die 200 ul Reaktionsl&sung, die als Aliquot diente, wurde mit
dem Eluens der Chromatographie auf das gleiche Volumen verdiinnt
wie die aufgefangenen Fraktionen der Produkte, um die gleiche
MeRBgeometrie und gleiche Absorption der y-Strahlung zu erhalten.
AnschlieRend wurden die Proben in einem NaI(Tl)-Bohrlochkristall
in einem Auto-Gamma-Spektrometer (Packard) gemessen.

Die radiochemische Ausbeute wurde nach folgender Gleichung
rechnerisch ermittelt:

radiochem. Ausbeute = Akthltat.d: ?roqukts in 200 ul‘Reak?lonslosung (cps)-100%
Gesamtaktivit&t in 200 ul Reaktionsl8sung (cps)

Aus mindestens 3 Einzelmessungen wurde ein Mittelwert gebildet
und die Standardabweichung bestimmt.
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
3.1. Zur Radiobromierung mit Chloramin-T in wissriger Phase

Die klassische Chloramin-T Reaktion ist technisch einfach und
kann schnell durchgefiihrt werden. In einer Pufferldsung (pH 7,5)
wird Radioiodid durch Chloramin-T in Anwesenheit des zu mar-
kierenden Proteins oxidiert. Die gebildeten elektrophilen Iod-
spezies werden mit hoher Ausbeute in die Tyrosylreste des Pro-
teins eingebaut. Uberschiissiges Chloramin-T und freies Iod werden
anschlieRBend mit Natriumbisulfit (Na28205) reduziert. Das mar-
kierte Protein wird dann durch chromatographische Verfahren
abgetrennt. Diese Methode wird meistens dann angewendet, wenn

ein Protein iodiert werden soll, lber dessen chemisches Verhalten
keine Erfahrungswerte vorliegen. Aufgrund dieser Vorteile erschien
~es sehr aussichtsreich, diese Methode auf ihre Anwendbarkeit

zur Radiobromierung von aromatischen Verbindungen (bzw. Pharmaka)
und Proteinen zu untersuchen. Da die Chloramin-T Methode fir
Todierungen eine deutliche pH-Abhingigkeit zeigt [55,87,88] und
generell der Reaktionsmechanismus noch nicht eindeutig aufgeklért
ist, miissen sdmtliche Parameter der Reaktion flir Brom neu optimiert
werden. Eine Untersuchung der Abhdngigkeit der radiochemischen
Ausbeuten vom pH-Wert, von der Reaktionszeit und von der Reagenz-
konzentration sollten zeigen, unter welchen Bedingungen eine
Radiobromierung méglich ist. Weil bei der Todierung von Proteinen
bevorzugt Tyrosin markiert wird, wurde Tyrosin als Modellsub-
stanz flir die Optimierung der Radiobromierung ausgewdhlt. Da

ein Teil der Ergebnisse unserer friiheren Untersuchungen [89]

fiir die Diskussion weiterfilhrender Arbeiten zur Radiobromierung
von Proteinen und insbesondere fir die Aufklérung des Reaktions-
mechnismus benétigt werden, soll die pH-Abhingigkeit zusammen

mit neuen Ergebnissen dargestellt werden.

Flir die Untersuchung der pH-Abhingigkeit wurde eine Chloramin-T
Konzentration von 3,6-10_3 M, 500 pl Reaktionsvolumen und eine
Reaktionszeit von 5 min gew&dhlt. Die bekannte pH-Abhingigkeit
der Radioiodierung mit Chloramin-T wurde an Proteinen ermittelt
und erfaRt nur den Bereich von pH 4 bis pH 9 [55,87,88].
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Da Tyrosin im Gegensatz zu Proteinen liber den gesamten pH-Bereich
stabil ist, wurde die pH-Abhingigkeit von pH 1 bis pH 14 unter-
sucht. Damit ein besserer Vergleich mdglich ist, wurde sowohl

die Radiobromierung als auch die Radioiodierung von Tyrosin
unter gleichen Bedingungen (Konzentrationen, Zeit, Pufferldsung)
durchgefithrt. In Abbildung 3 sind die radiochemischen Ausbeuten
der Radiobromierung und -iodierung in Abhingigkeit vom pH-Wert

aufgetragen.
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Abb. 3 Radiobromierung und -iodierung von Tyrosin mit Chloramin-T in
Abhidngigkeit vom pH-Wert der Reaktionsldsung [89]
(22 OC, 1,8~1O—6 M CAT, 1,2‘10_6 mol Tyr in 500 pl Ldsung, 5 min)
Die pH-Abhingigkeit der Radioiodierung zeigt zwel Bereiche
maximaler radiochemischer Ausbeute. Das Maximum bei pH 7,5
stimmt recht gut mit den von Hunter gemessenen Werten lberein
[87]. Ein weiterer Bereich hoher radiochemischer Ausbeute

tritt bei pH 1 auf.
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Die Radiobromierung zeigt eine recht hohe radiochemische Ausbeute
von >80 % bei pH 1; sie nimmt mit steigendem pH-Wert stetig ab.
Oberhalb von pH 11 ist sowohl die Ausbeute der Iodierung als auch
die der Bromierung praktisch Null.

Die unterschiedlichen radiochemischen Ausbeuten im Bereich pH 1

bis pH 6 lieBen sich durch die unterschiedliche Reaktivit&dt der

Halogene erkliren. Beide Reaktionen filihren bei pH 6 zur gleichen
Ausbeute von ca. 30 %.

Auf die mechanistischen Aspekte soll in Abschnitt 3.2. einge-
gangen werden. Es wurde welterhin untersucht, inwiewelt die
ibrigen Parameter (Zeit, Reagenzkonzentration, Tridgerzugabe)
die radiochemische Ausbeute bei pH 1 und pH 7 beeinflussen.

Aufgrund der Ergebnisse der pH-Abhi#ngigkeit sollte die Optimierung
der Radiobromierung von Tyrosin mit Chloramin-T bei pH 1 und

pH 7 durchgefiihrt werden. Da bekannt war, daf die Chloramin-T
Konzentration deutlichen EinfluR auf die radiochemische Ausbeute
hat [57,90], wurde zunichst die Reagenzabhingigkeit untersucht.
Abbildung U4 zeigt die Abhi#ngigkeit der radiochemischen Ausbeute
von der Chloramin-T Konzentration bei pH 1 und pH 7.

Die radiochemische Ausbeute 1lieR sich bei pH 7 durch Erhdhung
der Chloramin-T Konzentration bis auf etwa 65 % steigern [89].
Die Abnahme der radiochemischen Ausbeute bei hheren Chloramin-
T Konzentrationen kdnnte auf die Oxidation und Chlorierung des
3-Bromtyrosins zurilickzufilhren sein, denn bei der Chromatographie
traten neben einem Aktivitidtspeak von 3-Brom-5-chlortyrosin
zahlreiche andere nicht identifizierte Aktivit&tspeaks auf. Flr
weilterfiihrende Arbeiten zur Radiobromierung von kleineren Bio-
molekiilen in saurer Losung wurde flr pH 1 ebenfalls die Konzen-
trationsabhingigkeit der radiochemischen Ausbeute untersucht.
Bei pH 1 ist der Kurvenverlauf ganz anders; im Bereich von 10_3
M bis 20-10_3 M wird eine praktisch.konstante radiocchemische
Ausbeute von tilber 85 % erhalten. Mit einer zehnfach niedrigeren
Konzentration erhdlt man also bei diesem pH-Wert wesentlich
h8here Ausbeuten als bei pH 7.
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Abb. 4 Abhdngigkeit der radiochemischen Ausbeute der Radiobromierung von
Tyrosin von der Chloramin-T Konzentration bei pH 1 und pH 7

(2,6'10_3 M Tyr, 500 ul Loésung, 22 OC, pH 1: 30 sec, pH 7: 5 min)

e M bei

pH 7 und 10_3 M bei pH 1 wurde unter sonst gleichen Bedingungen

Bei einer optimalen Chloramin-T Konzentration von 10~

eine Zeitabhdngigkeit gemessen. In Abbildung 5 ist die radio-
chemische Ausbeute in Abhdngigkeit von der Reaktionszeit auf-
getragen.

Da bel pH 1 trotz Herabsetzung der Chloramin-T Konzentration
schon nach wenigen Sekunden radiochemische Ausbeuten von 85 %
erhalten werden, sind diese Reaktionsbedingungen, speziell flr
Molekiile, die in saurem Medium stabil sind, bedeutend glinstiger
als bei pH 7. Bei der niedrigen Chloramin-T Konzentration und
der extrem kurzen Reaktionszeit sind oxidative Nebenreaktionen
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Abb. 5 Abhingigkeit der radiochemischen Ausbeute bei der Radiobromierung
von Tyrosin mit Chloramin-T von der Reaktionszeit bei pH 1 bzw.
pH 7 [82]
(2,6°10"> M Tyr, 500 pl Lésung, pH 1: 107> M caT, pH 7: 1072 M caT,
22 c)

praktisch zu vernachlissigen, da unter diesen Bedingungen (pH 1)
das einzige beobachtete Nebenprodukt 3-Chlortyrosin ist, dessen
Bildung offensichtlich recht langsam ist. Auch die Zugabe von
Natriumbisulfit ist nicht unbedingt notwendig, sofern die Tren-
nung es nicht erfordert, denn sie hat keinen EinfluB auf die
radiochemische Ausbeute und stdrende Nebenreaktionen durch dieses
Reduktionsmittel werden vermieden.

Bei pH 7 werden bei einer Reaktionszeit von 2,5 min nur wenig
Nebenprodukte gebildet (ca. 5 %), so daB unter diesen Reaktions-

bedingungen (1072

M CAT, pH 7, 2,5 min) auch gute radiochemische
Ausbeuten erhalten werden (~65 %). Inwieweit diese Bedingungen
eine zu markierende Substanz schidigen, muf im Einzelfall

untersucht werden.
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Bei der Markierung von Biomolekiilen ist in der Regel eine hohe
spezifische Aktivit#t erwiinscht, doch es lassen sich nicht alle
Reaktionen ohne Trigerzusatz durchfiihren. Um die radiochemische
Ausbeute zu steigern, ist oft ein Zusatz von Triger notwendig.
Ob dies auch bei der Radiobromierung von Tyrosin bei pH 7 not-
wendig ist, sollte durch die Untersuchung der Trégerabhingigkeit
der Reaktion festgestellt werden. Es wurde eine Reaktionszeit
von zwei Minuten gewdhlt, bei einer Chloramin-T Konzentration
von ZLO_2 M. In Abbildung 6 ist die radiochemische Ausbeute in

Abh#éngigkeit von der Bromid-Triger-Konzentration aufgetragen.
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Radiochemische Ausbeute [%] —
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i

10°® 10°° 107 1072
ohne Trager Br™-Trager [mol - 17"

Abb. 6 Abhingigkeit der Radiobromierung von Tyrosin mit Chloramin-T von
der Konzentration an Bromid-Trager [82]

(2,6'10-’3 M Tyr, 500 pl Ldsung, 10—2 M CAT, pH 7, 2 min, 22 oC)

Erstaunlicherweise beobachtet man eine deutliche Abnahme der
radiochemischen Ausbeute durch den Zusatz von Bromid-Triger.
Selbst bei einer Bromidkonzentration von 10-3 M waren Substrat
und Reagenz noch in grofem UberschuB vorhanden. Dies zeigt, daB
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ein hoher Chloramin-T UberschuR im Verh#ltnis zu Bromid vorhanden
sein muB, um eine hohe Markierungsausbeute zu erhalten. Eine
Erklérung flir diesen Trédgereffekt soll im Zusammenhang mit dem
Reaktionsmechanismus bei pH 7 diskutiert werden. Andererseits
demonstriert diese Kurve, daB die Chloramin-T Methode ideal fiir
Radiobromierungen ohne Trigerzusatz geeignet ist. Der Verlauf

der Kurve zeigt weiterhin, daR bei dieser Untersuchung hohe
spezifische Aktivitidten erreicht worden sind, unter Beriick-
sichtigung der Bromverunreinigungen der Chemikalien ca. 5000
Ci/mmol.

5.1.1. Radiobromierung_von_Aminosduren_und Nukleobasen

Die Untersuchungen zur Radiobromierung von Tyrosin mit Chloramin-T
als Oxidationsmittel haben gezeigt, daBR die optimalen radio-
chemischen Ausbeuten in saurer L&sung (pH 1) in sehr kurzer

Zeit (10 sec) und bei relativ geringer Chloramin-T Konzentration
(10"3 M) erreicht werden.‘Biomolekule, die in saurem Milieu

stabil sind und ein aromatisches System enthalten, sind daher

fliir dieses Verfahren interessante Modellsysteme zur Bestimmung

der radiochemischen Ausbeute. Aber auch beili pH 7 werden beil

einer Chloramin-T Konzentration von 10_2

M und einer Reaktionszeit
von 2,5 min gute radiochemische Ausbeuten erhalten [89].

In dieser Arbeit sind einige Aminosiduren und die Nukleobasen
Cytosin und Uracil bei pH 1 und pH 7 radiobromiert worden, um

die Anwendbarkeit der Chloramin-T Methode an unterschiedlichen
aromatischen Biomolekiilen zu testen. Die radiochemischen Aus-
beuten der Bromilerung dieser Molekiile bei pH 1 und pH 7 sind

in Tabelle 4 zusammengefaBt.

Das a-Methyltyresin, das im Hinblick auf seine nuklearmedizini-
sche Anwendung zur Pankreasdarstellung [91] radiobromiert wurde,
zeigte bezliglich der radiochemischen Ausbeute erwartungsgemif
keinen Unterschied zum Tyrosin. Phenylalanin lieB sich dagegen
selbst nach ErhShung der CAT-Konzentration nur bei pH 1 mit ge-
ringer Ausbeute radiobromieren. Offensichtlich ist die Methode
auf Aromaten beschridnkt, die bezliglich elektrophiler Substitution
stark aktiviert sind, wie Phenole und Aniline. Beim Histidin konnte
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Tabelle U4: Radiobromierung aromatischer Molekiile mit Chloramin-T¥
ohne Trigerzusatz (radiochemische Ausbeute in %)

Markierte Verbindung pH 1 pH 7

3-Bromtyrosin 85 65

3-Brom-o-methyltyrosin 85 65

p—Bromphenylalanina) 3 -

2(5)-Bromhistidin - -

5-Bromuracil 80 83

5-Bromcytosin 30 60

*) 1,2-10-6 Mol Substrat in 500 ul Pufferldsung;
22 OC; pH 1: 1072 M CAT, 1 min; pH 7: 10°° M
CAT, 5 min.

2) 1072 M CAT

deshalb kein Markierungsprodukt nachgewiesen werden, weil das
mdglicherweise gebildete 2(5)-Bromhistidin relativ instabil ist
[92]. Die Nukleobasen lieRen sich mit recht guten Ausbeuten radio-
bromieren. Die niedrige Ausbeute von 30 % Bromcytosin bei pH 1

ist vermutlich auf die Bildung von Brom-chlor-cytosin zuriickzu-
fiihren, welches durch Addition von BrCl an eine Doppelbindung
entsteht. Die gute Ausbeute im Fall von Uracil verdeutlicht die
hohe Reaktivitdt von Uracil bezliglich der elektrophilen Substitu-
tion [93]. Diese Versuche zeigen, daR die Chloramin-T Methode filir
die Radiobromierung von wasserlOslichen Biomolekililen, die akti-

vierte aromatische Systeme enthalten, bestens geeignet 1ist.

3.1.2. Untersuchungen _zur_Selektivitét

Untersuchungen zur Selektivitit der Bromierung mit Chloramin-T
sind besonders interessant im Hinblick auf Moleklile, die
mehrere Angriffsméglichkeiten fir das elektrophile Agens bieten.

Die Steuerung der Isomerenverteilung durch Variation von pH-
Wert und/oder Pufferzusammensetzung ist fir die praktische An-
wendung von grofem Nutzen. Weiterhin geben die Anderungen der

Isomerenverteilungen sowie der radiochemischen Ausbeuten in
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Abhingigkeit vom pH-Wert Hinweise auf den Reaktionsmechanismus.

Bei der Radioiodierung von Tyrosin wird das Maximum der radio-
chemischen Ausbeute bei pH 7,5 durch die beginnende Dissoziation
der phenolischen -OH Gruppe erklidrt [94]. Um die Bedeutung
dieser Dissoziation ndher zu untersuchen, wurde die Radio-
bromierung und -iodierung von Phenol in Abhdngigkeit vom pH-
Wert untersucht. Wenn die Dissoziation von Phenol (pKa = 10)
einen Einfluf hat, so sollte bei Bromierung und Iodierung im
Bereich von pH 7 bis pH 10 eine deutliche Anderung in der radio-
chemischen Ausbeute oder in der Isomerenverteilung auftreten.

In Abbildung 7 ist die Radiobromierung und in Abbildung 8 die
Radiolodierung von Phenol in Abhidngigkeit vom pH-Wert aufge-
tragen. Es sind jeweils die radiochemische Gesamtausbeute und
die Isomerenverteilung aufgetragen.
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Abb. 7 Abh&ngigkeit der radiochemischen Ausbeute vom pH-Wert bei

der Radiobromierung von Phenol

(4-10"% M Phenol, 500 ul Lésung, 10 ° M CAT, 3 min, 22 °C)
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Abb. 8 Bbhingigkeit der radiochemischen Ausbeute vom pH-Wert bei der
Radioiodierung von Phenol

(4-10_2 M Phenol, 500 ul Ldsung, 10 3 M CAT, 3 min, 22 C)C)

Vergleicht man die Gesamtausbeutekurven in Abb. 7 und 8 mit
denen der pH-Abhingigkeit der Radiohalogenierung von Tyrosin
(Abb. 3), so findet man einige Ahnlichkeiten: Hohe Ausbeuten
bei pH 1 und ein langsames Absinken der Ausbeute bei steigendem
pH-Wert. Ebenso wie beim Tyrosin findet man nur bei der
Iodierung ein weiteres Maximum im Bereich von pH 7 bis 8.
Allerdings zeigen sich auch deutliche Unterschiede zwischen
Tyrosin und Phenol, sowie zwischen Bromierung und Iodierung:
- Die radiochemische Gesamtausbeute der Radiobromierung ist
fiir Phenol trotz niedrigerer CAT-Konzentration (10_3 M) bei
den h8heren pH-Werten (pH 4-8) deutlich groBer.
- Die Abnahme der radiochemischen Gesamtausbeute bei der Radio-

iodierung im Bereich von pH 3 bis pH 7 beim Phenol ist deutlich
geringer (90 auf 70 %) als beim Tyrosin (70 auf 30 %).

- Die Radioiodierung zeigt bis pH 9 gute radiochemische Aus-
beuten, die Bromierung dagegen nur bis pH 7.
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Nebenreaktionen mit funktionellen Gruppen (—NHZ, -COOH) des
Tyrosins oder eine herabgesetzte Reaktivitdt durch sterische
Hinderung widren Erklirungen filir die geringeren Ausbeuten bei

der Radiohalogenierung von Tyrosin. Bei der Bromierung ist das
Fehlen eines zweiten Maximums um pH 7 sowie die sinkende
radiochemische Ausbeute oberhalb pH 7 offensichtlich auf die
unterschiedliche Reaktivitdt bzw. Stabilitit des Halogenierungs-
agens zurlickzuflhren. Die relative Isomerenverteilung, die flr
die Bromierung von Phenol in Abhidngigkeit vom pH-Wert in Abb. 9
und filir die Iodierung in Abb. 10 aufgetragen ist, zeigt deutlich
den erwarteten Einfluf der Dissoziation der OH Gruppe; die
ortho-Position des Phenolat-Ions hat eine hdhere Elektronen-
dichte, und infolge dessen steigt die ortho-Substitution deut-
lich an. Erstaunlich ist die Isomerenverteilung im sauren
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Abb. 9 Relative Isomerenverteilung in Abhdngigkeit vom pH-Wert bei der

Radiobromierung von Phenol
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Bereich (pH 1 bis pH 3). Wihrend bel der Bromierung eine hdhere
para-Substitution beobachtet wird, tritt bei der Iodierung eine
extreme Bevorzugung der ortho-Position auf. Diese hohe ortho-
Selektivitidt wurde auch beil der Iodierung von Phenol nach der
Todid-Iodat-Methode [95] und beil der Xenon-Exponiermethode [53]
festgestellt. Weiterhin ist anzumerken, daf® bei der Radioiodierung
im Bereich von pH 4 bis pH 7 starke Schwankungen bei der Iso-
merenverteilung beobachtet wurden. Konzentration und Zusammen-
setzung des Puffers beeinflussen die Isomerenvertellung ebenso
wie die nicht zu vermeidende Inhomogenitidt der LOsung beim
Zusammengeben und Mischen der Reagenzien.
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Abb. 10 Relative Isomerenverteilung der Radioiodierung von Phenol in

Abhdngigkeit vom pH-Wert

Als ein weilteres Molekiil zum Studium der Selektivitlt in Ab-
hingigkeit vom pH-Wert wurde Anilin gew&dhlt. Die Reaktivitidt des
Anilins gegenliber der elektrophilen Substitution wird durch
Protonierung der Aminogruppe stark herabgesetzt (pKa = 4,7).
Unterhalb von pH 5 ist deshalb ein Absinken der radiochemischen
Ausbeute zu erwarten. Die Abhingigkeit der radiochemischen Aus-
beute vom pH-Wert ist in Abb. 11 fiir die Radiobromierung von

Anilin und in Abb. 12 fiir die Radioiodierung von Anilin dargestellt.
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Abb, 11 Abhangigkeit der radiochemischen Ausbeute vom pH-Wert bei der
Radiobromierung von Anilin

(4-1072 M Anilin, 500 ul Lésung, 10 ° M CAT, 3 min, 22 °C)

Da bei beiden Reaktionen im stark sauren Bereich (pH 1-3) gute
radiochemische Ausbeuten erhalten werden, scheint die Proto-
nierung des Anilins keinen negativen Einfluf auf die Haloge-
nierungsreaktion zu haben. Es ist allerdings zu bedenken, daB
die halogenierenden Spezies in extrem geringer Konzentration

vorhanden (<1O_12

mol) sind und daR ferner beil pH 1 auch nicht

alle Anilinmolekiile protoniert sind. Es ist demnach vorstellbar,
daR nicht protoniertes Anilin (w10_8 mol) rasch von sehr reak-
tiven Spezies halogeniert wird, wodurch diese hohen radiochemischen

Ausbeuten erklidrbar wiren.

Auch im Anilin-System findet man wieder einen deutlichen Unter-
schied zwischen der pH-Abhingigkeit von Bromierung und Iodierung.

Wahrend bei der Iodierung bis pH 8 gute radiochemische Ausbeuten
um 80 % erhalten werden, sinkt die Bromierungsausbeute bereits

bei pH 4 deutlich ab. Oberhalb pH 5 werden nahezu keine Bromaniline
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Abb. 12 Bbhingigkeit der radiochemischen Ausbeute vom pH-Wert bei der
Radioiodierung von Anilin

(4-10"2 M Anilin, 500 ul Lésung, 10 S M CAT, 3 min, 22 °C)

gebildet. Dieses Absinken der Ausbeute ist sicherlich auf die
steigende Konzentration von nicht protonierten Aminogruppen
zurtickzufiihren, da der pKa—Wert von Anilin (pKa = 4,7) gerade

in diesem pH-Bereich liegt. Dies deutet auf eine Nebenreaktion

des Chloramin-T bzw. des gebildeten Bromierungsagens mit freien
Aminogruppen. Erstaunlicherweise hat diese Nebenreaktion keinen
Einflu® auf die Iodierungsreaktion. Da diese divergierenden
Ausbeuten im oberen pH-Bereich auch bei der Radiohalogenierung

von Tyrosin und Phenol auftreten, muf noch eine weitere Ursache
angenommen werden. Somit ist das friihe Absinken der radiochemischen
Ausbeute bei der Radiobromierung von Anilin im oberen pH-Bereich
auf das Zusammenwirken mehrerer Faktoren zurilickzufilhren. Die
relative Isomerenverteilung ist in Abb. 13 flir die Bromierung

und in Abb. 14 fiir die Iodierung von Anilin gegen den steigenden
pH-Wert aufgetragen. Bei der Bromierung ist die Isomerenverteilung
liber den interessanten pH-Bereich konstant, mit einem statistischen
o/p=Verhdltnis von 2:1.
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Abb. 13 Relative Isomerenverteilung der Radicbromierung von Anilin in

Abhdngigkeit vom pH-Wert

Bel der Iodierung wird eine hohe para-Selektivitdt beobachtet,
die mit steigendem pH-Wert von 70 % auf Uber 90 % ansteigt.
Auch hier wieder - wie beim Phenol - eine deutlich unter-
schiedliche pH-Abhingigkeit in der Isomerenverteilung von
Bromierung und Iodierung. Betrachtet man die Ergebnisse dieser
Studien zur Selektivit#dt der Chloramin-T Reaktion, so wird
klar, daB es kaum mdglich ist, flir ein beliebiges aromatisches
Molekiil eine Isomerenverteilung vorherzusagen. Zu viele Para-
meter beeinflussen die Selektivitidt, und die radiochemische
Ausbeute wird zudem durch Nebenreaktionen teilweise erheblich
reduziert. Um bessere Vorhersagen machen zu kénnen, ist eine

genaue Kenntnis des Reaktionsmechanismus notwendig.
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Abb. 14 Relative Isomerenverteilung in Abhédngigkeit vom pH-Wert bei der

Radioiodierung von Anilin

3.2. Zum Mechanismus der Chloramin-T Methode

Bisher wurden mit Chloramin-T fast ausschlieRlich Iodierungen
untersucht; neue Hinweise auf den nach wie vor unklaren Reak-
tionsmechanismus waren durch die Bromierung zu erwarten, wobeil
der radiochemische Aspekt der Trigerfreiheit zusdtzliche Infor-
mationen bieten sollte. Die Unterschiede der pH-Abhingigkeiten vor
Radiobromierung und -iodierung von Tyrosin, Phenol und Anilin,
auf die bereits bei der Optimierung der Radiobromierung und bei
den Untersuchungen zur Selektivitidt eingegangen wurde, geben
bereits vielfdltige Hinweise iilber den Reaktionsmechanismus.
Dariiber hinaus wurden zur weiteren Aufklirung zusédtzliche Experi-

mente durchgefiihrt. Die bisherigen Vorstellungen zum Reaktions-

mechanismus, die groBtenteils hypothetisch sind, sollen zun&chst

kurz skizzlert werden.
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Hunter [87] postulierte die Bildung eines Komplexes zwischen
Iodid und Chloramin-T, in dem das Iod positiv polarisiert ist.
Dieser Komplex Ubertrigt das Iod direkt auf das Tyrosin. Be-
grindet wurde dies mit der nahezu 100-%igen Ausbeute beim Einsatz
von dquimolaren Mengen Iodid und Chloramin-T. Die Autoren fiihren
an, daf im Falle von I2 als reagierende Spezies bei der hetero-
lytischen Spaltung der Molekel nur eine maximale radiochemische
Ausbeute von 50 % zu erwarten sei. Von anderen Autoren [96]
wurden jedoch auch die mdgliche Bildung und Reaktion von I2
postuliert. Das bel der elektrophilen Substitution freigesetzte
Todid sollte von Chloramin-T wieder zu I oxidiert werden.
Hierdurch wilirde eine radiochemische Ausbeute >50 % mdglich.

Wie bereits erwidhnt, erklirt Rudinger [94] das Maximum der
radiochemischen Ausbeute bei pH 7 mit der beginnenden Dissozia-
tion der phenolischen -OH Gruppe des Tyrosins. Im allgemeinen
herrscht Unklarheit liber die iodierenden Spezies. Es war sicher,
daf aufgrund der SE—Reaktion ein positiv polarisiertes Iodatom
gebildet werden muRte; diese reagierenden Spezies wurden als

"I umschrieben [54]. Fraglich war weiterhin, ob diese Spezies
ein Komplex von Chloramin-T mit Iodid war [87], oder ob durch
Hydrolyse von Chloramin-T Hypochlorit gebildet wurde, welches
dann Iodid zu einer "positiven" Iod-Spezies oxidiert. Die meisten
Autoren sind der Meinung, dap Iodid durch Hypochlorit oxidiert
wird, welches durch quantitative Hydrolyse des Chloramin-T ent-
steht [54].

5.2.1. Die_Hydrolyse_des_Chloramin-T

Zu Beginn der Diskussion des Mechanismus sollen zunichst die
Spezies betrachtet werden, die in einer Chloramin-T L&sung in
Abh8ingigkeit vom pH-Wert durch die Hydrolyse gebildet werden.

Die Hydrolyse des Chloramin-T ist weitgehend untersucht, und

flir die ablaufenden Reaktionen sind die Gleichgewichtskonstanten
ermittelt worden [97-100]. Chloramin-T ist ein starker Elektrolyt,
der in wéssriger L&sung disscziiert (R = CHB_C6H4_):

— - +
RSO2N01Na<——-RSO2NCl + Na (1)
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Durch Protonierung des Anions entsteht die freie Sdure N-Ghlor-
p-toluolsulfonamid (CAT-SHure):

RSO,NC1™ + H30+ = RSO,NHC1 + H,0 (2)

Diese kann gemdR Gleichung (3) disproportionieren in p-Toluol-
sulfonamid und Dichloramin-T (DCT):

T
2 RSO2NhCl<-——‘ RSOzNH2 + RSO2NC1

2

) (3)

Ky = 6,110

Die N-Chlor-Verbindungen hydrolysieren gemiR® Gleichungen (4) und
(5):

RSO,NHC1 + H,0 = RSO,NH, + HOC1 (4)

K, = 4,88-107°

RSO,NC1, + H,0 &= RSO,NHC1 + HOC1 (5)
_ .11

KS = 8-10

Mit Hilfe dieser Gleichgewichtskonstanten errechnete Jennings
[97] in erster Niherung die Konzentrationen der bel der Hydrolyse
entstehenden Spezies. Dabei zeigte sich, daR die HOCl Konzen-
tration tiber den Bereich von pH 1 bis pH 8 nahezu konstant und
sehr klein (<0,01 %) ist. Dies bedeutet, daf in einer 10"3 M
Ldsung von CAT eine 10_7 M L&sung von HOCl vorliegt, d.h. 103

mal hdhere Konzentration als die an Radicbromid bzw. -iodid.

Die freie Siure RSOzNH01 ist bei pH 1 das Hauptprodukt der
Hydrolyse (~80 %). Mit steigendem pH-Wert dissoziiert die S&ure
(pKa = 4,6), so dak ab pH 5 etwa 80 % des eingesetzten Chloramin-T
als RSOZN01 vorliegt. Elektrochemische Messungen haben gezeigt
[101], daB das Oxidationspotential einer Chloramin-T L&sung im
Bereich von pH 5 bis pH 8 relativ konstant ist (130 mV bei

einer 107° M Ldsung) und daR unterhalb pH 4 ein steiler Anstieg
des Oxidationspotentials (>250 mV bei einer 10"3 M Lésung)
beobachtet wird. Die Anderung des Redoxpotentials einer
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Chloramin-T L6sung wird demnach durch die Anderung der Konzen-
trationen der N-chlorierten Spezies hervorgerufen. Diese

Messungen bestdtigen die Berechnungen von Jennings und zeigen,

daR das Oxidationspotential nicht von der HOCl-Konzentration
abh&éngig ist. Uber die Hydrolyse und die Reaktionen von Chloramin-T
oberhalb pH 10 ist wenig bekannt. Oxidationen sind auch in
alkalischer L&sung mdglich, doch mechanistische Einzelheiten

sind nicht bekannt [102]. Andererseits ist dieser Bereich im
vorliegenden Falle nicht relevant, da hier keine signifikanten

Bromierungsausbeuten erhalten werden.

3.2.2. Reagierende_Spezies

—— b ——————— - ———— 1—

Die Untersuchungen zur Hydrolyse des Chloramin-T haben gezeigt,
daB Uber den gesamten pH-Bereich nur geringe Konzentrationen
von Hypochlorit auftreten (s.o.). Obwohl Hypochlorit die rea-
gierende Spezies beil Oxidationen mit Chloramin-T sein k&nnte,
so ist doch die direkte Reaktion der N-chlorierten Spezies,

die in wesentlich hoheren Konzentrationen vorhanden sind, wahr-
scheinlicher. Bestdtigt wird diese These durch zahlreiche
Untersuchungen zur Wirkung von Chloramin-T bzw. Hypochlorit auf
Proteine und Aminos&duren [103-106]. Ein oxidativer Angriff auf
Peptidbindungen, der zur Spaltung filhrt, ist beispielsweise

nur mit Hypochlorit, aber nicht mit Chloramin-T mdglich [107].
Dies zeigt, daR Chloramin-T ein milderes Oxidationsmittel ist,
das nicht liber die Bildung von Hypochlorit reagiert.

Chloramin-T wird zur Oxidation und zur Chlorierung eingesetzt
[108-110]. Diese Untersuchungen zeigen, daB alle Spezies einer
CAT-LOsung, die positiv polarisiertes Chlor enthalten, als
Donor von "C1t" fungieren k&nnen. Da das freie Chlorinium-Ion
in wédssriger L&sung nicht existiert [111], erfolgt die Uber-
tragung des "Cl+", durch Protonierung des Stickstoffs unter-
stlitzt, direkt auf einen geeigneten Akzeptor. Unabhingig von
den Reaktionspartnern werden bei der Reduktion von Chloramin-T
zwel Elektronen und zweil Protonen lbertragen. Der erste Schritt
bei Oxidationen mit Chloramin-T ist immer die Ubertragung von

. . . . . .
Cl'", denn es gibt keine Hinweise auf einen radikalischen

Reaktionsmechanismus.
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Unter Berilicksichtigung der pH-Abhingigkeit der Hydrolyse des
Chloramin-T soll die Diskussion der Radiohalogenierungsreaktionen
fiir pH 1 und pH 7 getrennt betrachtet werden. Bei diesen pH-
Werten treten die N-chlorierten Spezies in unterschiedlichen
Konzentrationen auf, und es werden unterschiedliche Oxidations-
potentiale gemessen. Auch die bisherigen Untersuchungen zur
Radiohalogenierung zeigen deutliche Unterschiede bezliglich der
Reaktionsbedingungen und der Reaktionsprodukte bei diesen
beiden pH-Werten. Dies 14/t vermuten, daB® bei pH 1 und pH 7
unterschiedliche Reaktionsmechanismen ablaufen und verschiedene
elektrophile Spezies auftreten. Ein direkter Nachweis der rea-
gierenden Spezies bzw. von Ubergangszustédnden ist mit physi-
kalischen, z.B. spektroskopischen Methoden, nicht méglich,

da die Konzentrationen der betreffenden radioaktiven Spezies
extrem gering sind. Eine Zugabe von isotopem Tréger ist nicht
sinnvoll, weil dadurch die Gleichgewichtsprozesse verédndert
werden und offensichtlich andere Spezies gebildet werden (s.
Trigerabhingigkeit). Deshalb wurde mit Hilfe von Literaturdaten
und einigen zus&dtzlichen Experimenten untersucht, welche der
theoretisch mdglichen Halogenierungspezies ausgeschlossen werden
kdnnen.

Bei pH 1 entstehen durch Protonierung des CAT-Anions und durch
Disproportionierung als Hauptprodukte die CAT-S&ure RSO2NH01
und Dichloramin-T RSO,NC1, [97]. Durch Hydrolyse dieser Sub-
stanzen sind bei pH 1 auch stets geringe Konzentrationen von
H2001+ vorhanden [112,113]. Wenngleich dieses Elektrophil auf-
grund der Gleichgewichtskonstanten der Reaktionen in sehr ge-
ringer Konzentration vorliegt, sind dennoch die folgenden
Reaktionen mdglich [89]:

Br~ + H2001+ = HzOBr+ + C1° (6)

Bro . H2001+ == BrCl + H,0 (7)
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Die Reaktionen mit I lassen sich analog formulieren. Die durch
,01"
sind sehr reaktive elektrophile Spezies [114,115], die mbglicher-

die Reaktion (6) entstehenden Spezies HQOBr+ bzw. analog H

weise gebildet werden und iiber eine SE—Reaktion mit einem Aromaten
zu den brom- bzw. iodmarkierten Produkten fiihren. Aufgrund der
Konzentrationsverhdltnisse bei trigerfreiem Halogenid (ca. 10—9 M)
werden die Reaktionen nach Gleichungen (6) und (7), wenn {iber-
haupt, nur eine untergeordnete Rolle spielen. Die Bildung der
Interhalogene XC1 (X = Br, I) durch direkte Reaktion von CAT-
Sdure bzw. Dichlofamin—T mit Halogenid ist favorisiert:

RSO,NHC1 + X~ + H30+ T RSO,NH, + XC1 + H,0 (8)

RSO,NC1, + X + H30+ T RSO,NHC1 + XC1 + H,0 (9)
Die Bildung von XCl aus CAT und Halogenid ist in stark saurer
Losung quantitativ und dient beispielsweise zur titrimetrischen
Bestimmung von Iodid [102,116]. Diese Reaktion verliuft HuBerst
schnell und die gebildeten Interhalogene werden in saurer L&sung
durch reversible Komplexbildung, z.B. als XC12—, stabilisiert
[114,117-120]. Die Interhalogene BrCl und ICl, in denen das
Brom- bzw. Iodatom positiv polarisiert ist, sind sehr reaktive
elektrophile Spezies, die mit aktivierten Aromaten schnell und
mit hohen Ausbeuten liber eine SE—Reaktion die entsprechenden
Halogenverbindungen bilden.

Durch Komproportionierung kénnten aus den Interhalogenen bzw.
den Hypohaliten und Halogenid nach folgenden Gleichungen prin-
zipiell auch Br,- bzw. I,-Molekiile gebildet werden (X = Br, I):

XCl + X &= X, + C1~ (10)

H.OXT + X~ = X, + H

5 0 (11)

2
Die molekularen Halogene kénnten ebenfalls als halogenierende
Spezies an der Reaktion beteiligt sein. Bei der Radioiodierung
bzw. -bromierung wird das Halogenid jedoch ohne Trigerzusatz
(ca. 1077 M) eingesetzt, und Chloramin-T ist in groBem Uber-
schuf vorhanden. Angesichts der beobachteten sehr kurzen
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Reaktionszeit und der Konzentrationsverh&ltnisse ist deshalb die
Bildung von X2 unwahrscheinlich. Es ist bekannt, daf Tyrosin

bei pH 1 mit molekularem Iod nicht reagiert [121,122]. Um sicher-
zustellen, dak 12 als reagierende Spezies auch in mikromolaren
Mengen unter den angewendeten Bedingungen auszuschlieBen ist,
wurde dariiber hinaus ein Tracer-Experiment gemacht.

Eine gesittigte wissrige LOsung von I, wurde mit 125I—Iodid
versetzt und 10 Minuten geriihrt. Dabei findet ein schneller
Isotopenaustausch statt:

12507 4 = (PPr-1-1)” =17+ PRI (12)

Einige Mikroliter dieser L&sung wurden zu einer Tyrosinldsung
von pH 1 bzw. pH 7 gegeben. Aus statistischen Griinden wilrde die
maximale radiochemische Ausbeute bei einer Iodierung Uber 125II
bei 50 % liegen. Das Experiment zeigte nach einer Reaktionszeit
von 5 Minuten bei pH 7 etwa 20 % 1ZSI—Tyrosin, dagegen bei pH 1
weniger als 0,1 %. Somit kann I als reagierende Spezies beil

pH 1 ausgeschlossen werden.

Unter Beriicksichtigung dieser Aspekte 18Rt sich zusammenfassend
sagen, daR die halogenierenden Spezies bei pH 1 mit groRer Wahr-
scheinlichkeit BrCl bzw. IC1l sind; HZOBr+ und H201+ spielen

bei diesem pH-Wert eine untergeordnete Rolle, da sie nur in sehr
geringer Konzentration auftreten kdnnen.

Wie bereits erwdhnt, entstehen bei pH 7 durch die Hydrolyse des
Chloramin-T nur geringe Mengen von Hypochlorit. Da bekannt ist,
da® die Oxidation von Bromid bzw. Iodid mit Hypochlorit eine
extrem schnelle Reaktion ist [123], kann man nicht ausschlieRen,
daR® die ebenfalls sehr geringen Mengen Radiohalogenid quantitativ
zu Hypobromit bzw. Hypoiodit oxidiert werden. Um dies zu Uber-
priifen, wurde die Radiobromierung von Tyrosin mit Hypochlorit

als Oxidationsmittel ndher untersucht. Es wurde die Abh&ngigkeit
der radiochemischen Ausbeute von der Hypochloritkonzentration

im Bereich von 10~ bis 1072 M ermittelt. L&st man Chlorgas in

Wasser, so bildet sich durch Disproportionierung Hypochlorit
und Chlorid:
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Cl, + H,0 == HOC1 + H' + C1~ (13)

2
Bei Cl2—Konzentrationen unter 10"2 M ist die Hydrolyse nahezu
quantitativ; Uber 99 % des eingesetzten Chlors liegt als Hypo-
chlorit vor. Aus diesem Grund konnten fiir die Radiobromierung
Clg—Lbsungen verwendet werden, deren Hypochloritgehalt titri-
metrisch bestimmt wurde. In Abbildung 15 ist die radiocchemische
Ausbeute der Radiobromierung von Tyrosin mit Hypochlorit als
Oxidationsmittel in Abhdngigkeit von der HOCl-Konzentration auf-
getragen. Eine maximale radiochemische Ausbeute von etwa 25 %
wird bei einer HOCl-Konzentration von ca. 5-10"3 M erhalten.

Mit Chloramin-T erhilt man eine maximale Ausbeute von 65 % bei

2 M. Eine 1072 M CAT-L&sung ist
aber nur etwa 10"7 M an Hypochlorit und bei dieser geringen

einer CAT-Konzentration von 10~

HOCl-Konzentration liegt die radiochemische Ausbeute, wie aus
Abb. 15 zu ersehen ist, wohl unter 1 %. Daraus 14/t sich
schliefen, daR die Hypohalite HOX (X = Br, I), die durch die
Oxidation von X durch Hypochlorit entstehen, nicht die halo-
genierenden Spezies bei pH 7 sind, sondern daf die N-chlorierten
Spezies in der Chloramin-T LOsung offensichtlich an der Reaktion
beteiligt sind. Weiterhin zeigt die Abb. 15, daB HOC1l ein
aggressiveres Oxidationsmittel ist als Chloramin-T, denn das
rasche Absinken der radiochemischen Ausbeute bei steigender
HOCl-Konzentration ist auf die Bildung zahlreicher Nebenprodukte
zurtickzufihren, die schon bei vergleichsweise geringeren Konzen-
trationen auftreten, als im Falle von Chloramin-T.

Die Reaktionen von Chloramin-T mit Todid sind von pH 1 bis pH 9
untersucht worden, und es ist bekannt, daR I bei pH 7 zu Iy
oxidiert werden kann [102]. Die Oxidation von Bromid ist nicht
speziell untersucht worden, doch eigene Untersuchungen haben
gezeigt, daB unter den gegebenen Bedingungen bei pH 7 aus Bromid
Br2 gebildet werden kann, wenngleich die Reaktion nicht quanti-
tativ ist. Aufgrund der Konzentrationsverhiltnisse bei der Radio-
halogenierung mit Chloramin-T bei pH 7 (CAT: X = 106:1) ist die
Bildung von molekularem Halogen unwahrscheinlich.
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Abb. 15 Abhingigkeit der radiochemischen Ausbeute bei der Radiobromierung
von Tyrosin von der HOCl-Konzentration bei pH 7

(2,6°107°> M Tyr, 500 ul Lésung, 3 min, pH 7, 22 °C)

Ein weiteres Argument gegen X2 als halogenierende Spezies ist
die Trigerabhingigkeit. In Abbildung 16 ist die radiochemische
Ausbeute der Radiobromierung von Tyrosin bei pH 7 in Abhdngig-
keit vom Logarithmus des Konzentrationsverh&dltnisses CAT/Br~
aufgetragen. Je hdher die Bromidkonzentration bei konstanter
Chloramin-T Konzentration, d.h. je kleiner der log%%%z%, desto

geringer ist die radiochemische Ausbeute.

Der Verlauf der Kurve deutet an, daR bel etwa gleichen Konzen-
trationen von Chloramin-T und Bromid die radiochemische Ausbeute
gegen Null geht. AKhnliche Ergebnisse zur Trigerabhingigkeit
wurden bei der Radioiodierung von Chloroquinen und Uracilen

mit Chloramin-T erhalten [75,124]. Bei hoheren Bromidkonzentra-
tionen wird offensichtlich durch Komproportionierung Br2 ge-
bildet:

HOBr + Br —> Br, * OH™ (14)
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Abb. 16 Abhdngigkeit der radiochemischen Ausbeute bei der Radiobromierung
von Tyrosin mit Chloramin-T vom Konzentrationsverh&dltnis CAT/Br~
bei pH 7

(2,6-10"> M Tyr, 500 ul Lésung, 10 ° M CAT, 2 min, pH 7, 22 °C)

Dies 14Rt sich bereits an der Firbung der Reaktionsl8sung er-
kennen. Das gebildete Brom reagiert bei pH 7 aber nicht mit dem
aromatischen System des Tyrosins, sondern bevorzugt mit der Amino-
gruppe unter Bildung von N-Bromtyrosin [(125]. Aus dieser in-
stabilen Verbindung kénnten durch Folgereaktionen zahlreiche
nicht identifizierte Nebenprodukte gebildet werden, wodurch
eine geringe Ausbeute an 3-Bromtyrosin erhalten wird. Da beil
der Radioiodierung mit Chloramin-T wahrscheinlich ebenfalls
erst bei hbdheren Iodidkonzentrationen molekulares Iod gebildet
wird, kann man die molekularen Halogene als reagierende Spezies
zumindest bel der Bildung des 3-Halogentyrosin bei pH 7 aus-
schlieRen.

Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, daf man die meist
diskutierten Spezies ausschlieRBen kann. Es kommen deshalb

als reagierende Spezies offensichtlich nur noch
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N-Halogenverbindungen in Frage. Kinetische und thermodynamische
Untersuchungen von Chlorierungsreaktionen mit Chloramin-T haben
gezeigt, dak bei pH 7 als Chlorierungsagens nur die N-Chlorver-
bindung RSO,NHC1 an der Reaktion beteiligt ist [109]. Bromierungen
mit Bromamin-B (N-Brom-Benzolsulfonamid Natriumsalz) zeigten
ebenfalls, daB die bromierende Spezies die N-Halogenverbindung
RSO2NHBP und nicht HOBr ist [126].

Die in dieser Arbeit [126] diskutierten Spezies treten wahr-
scheinlich im alkalischen sowie im neutralen Bereich (>pH 6) auf.
Der Grund, da® wir bei hdherem pH (>pH 8) keine radiochemische
Ausbeute finden, muR dann an den "trigerfreien" Konzentrations-
verhiltnissen liegen. Alles HOX wird unter unseren Reaktionsbe-
dingungen in 0X {iberfiihrt, damit ist die Bildung der N-X
Spezies nicht mehr mdglich.

Die Bildung der N-Halogenverbindungen 18Rt sich folgendermaBen
formulieren (X = Br, I):

RSO,NH, + HOX <= RSO,NHX + H,0 (15)
RSO,NHC1 + HOX <= RSO,NHX + HOC1 (16)
RSO,NHC1 + HOX => RSO,NC1X + H,0 (17)
RSO,NC1, + HOX T= RSO,NC1X + HOC1 (18)

Als erster Schritt der Reaktion wird dabei die schnelle Oxidation
von X durch HOCl zu HOX vorausgesetzt. Nach Gleichungen (15)

und (16) entstehen die Monohalogenverbindungen N-Brom-p-toluol-
sulfonamid bzw. N-Iod-p-toluolsulfonamid. Auch die Bildung der
gemischten N-Dihalogenverbindungen nach Gleichungen (17) und (18)
ist vorstellbar, doch diirften diese Reaktionen aufgrund der
geringeren Konzentration von Dichloramin-T und der geringen
Bildungswahrscheinlichkeit der N-Dihalogenderivate bei diesem
pH-Wert (vgl. Gl. 2 und 3) nur eine untergeordnete Rolle spielen.
Diese Reaktionen wiirden auch erkliren, warum die Radioiodierungen

bis etwa pH 10 mdglich sind, die Radiobromierungen dagegen nur

bis etwa pH 8 (vgl. S. 31). Die Bildung der N-Halogenverbindungen
erfolgt aus hypobromiger Siure (pKa = 8,7 [127]) und hypoiodiger
SHure (pKa = 10,6 [127]1); wenn diese zu den Hypohalit-Anionen
dissoziieren, ist die Bildung der N-Halogenspezies nicht mehr
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méglich, da die Anionen keine elektrophilen Reaktionen eingehen
[128,129].

Eine weitere MOglichkeit der Bildung der N-Halogenverbindungen
ist der oxidative Austausch der Halogene, wie er in Gleichung
(19) flr Iodid dargestellt ist, wobeil man den Ubergangskomplex
als 1012_ Analog verstehen kann:

0 0 0

A Gl [ o (19
R—S=N +I = |R—S=N :_'__—‘R—-S::N\ + Cl

| | e |

Op 0, ! 0,

Die Bildung der N-Bromverbindung kénnte analog verlaufen. Der
formulierte Ubergangszustand wird bei pH 1 zwar &hnlich aus-
sehen, aber durch die hohe H*-Konzentration wird die Protonierung
des Komplexes unter Abspaltung von XC1l bevorzugt ablaufen.

Die betrachteten N-halogenierten Spezies reagieren offensicht-

lich nur mit aktivierten Aromaten.

Im Bereich zwischen pH 1 und pH 7 findet ein kontinuierlicher
Ubergang von einem Reaktionsmechanismus zum anderen statt,
bedingt durch die Verschiebung komplexer Gleichgewichtsprozesse.
Weiterhin muf noch auf die vielf#dltigen katalytischen Effekte
hingewiesen werden, die auf die Anionen der verwendeten Puffer-
1l8sungen zurlckzufihren sind. Sie sind m8glicherweise die Ur-
sache flr die stark schwankende Isomerenverteilung bei der
Radioiodierung von Phenol im Bereich von pH 3 bis pH 6. Praktisch
alle anionischen Substanzen, die in der Reaktionsl&sung vorhanden
sind, kdnnen als "Halogeniumtriger" am Mechanismus beteiligt

sein. Dies so0oll anhand der folgenden Gleichung erliutert werden:

S+, ,68-

HOX + HA —=— H,0 + °"XA (20)

2
X ist das positiv polarisierte Halogen, A ein Anion und HA die
konjugate Sdure. Die Eigenschaften des Anions sind maBgebend

fir die Stabilit&t und Reaktivitdt der Verbindung XA [128,130].
Somit konnen verschiedene elektrophile Spezies auftreten, die

sich in ihrer Reaktivitit und Selektivitit deutlich unterscheiden.
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Ein weiterer katalytischer Effekt von Anionen beruht auf ihrer
Unterstiitzung der Abspaltung eines Protons aus dem aromatischen
o-Komplex, der durch Angriff des Elektrophils auf den Aromaten
entsteht. M8glich ist auch eine synchrone Reaktion, beil der x*
Ubertragen und gleichzeitig u' abstrahiert wird. Fir das Acetat-
Anion wird der Ubergangszustand dieser Reaktion folgendermaRen
formuliert [131]:

(21)

3.2.53. Wichtige Nebenreaktionen

Um das Reaktionsschema der Chloramin-T Reaktion klarer dar-
stellen zu kdnnen, sollen zundchst noch einige wichtige Neben-
reaktionen beschrieben werden. Die Optimierung der Chloramin-T
Methode fir Radiobromierungen wurde an Tyrosin als Modellsub-
stanz durchgefiihrt. Es war zu erwarten, daf bei h&heren
Chloramin-T Konzentrationen oxidative Nebenreaktionen auftreten,
da die Oxidationswirkung auf Proteine und Aminos#uren bekannt
sind [100,103%-107]. Aminosiuren werden von Chloramin-T in neu-
traler wissriger LOsung zu Aldehyden oder Nitrilen abgebaut.
Bel der Radiohalogenierung von Tyrosin mit Chloramin-T k&nnen
demnach u.a. folgende Nebenreaktionen auftreten:

o He ,0
N — CH — coo® \(‘:// CN
CH, CH, CH,

Q Chloramin T und

OH OH OH

(22)
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Dieser oxidative Abbau beginnt formal mit der Ubertragung von
no1tr gqur die NH,-Gruppe der Aminosdure [103,1047. Die ent-
stehenden N-Chlor-Derivate sind instabil und werden in wéissriger
55 NHuCl und HC1l zersetzt. AuBerdem
tritt als Nebenprodukt 3-Chlortyrosin auf, da das aromatische

L8sung durch Abspaltung von CO

System im Tyrosin durch die phenolische OH-Gruppe bezliglich
elektrophiler Substitution aktiviert ist:

HsN — CH — coc® H;R — CH — cOo®
CH, CH,
(c') (23)
—=1
Cl
OH OH

Das Elektrophil ist Jje nach pH-Wert RSOzNHCl oder eine andere
Spezies, in der das Chloratom positiv polarisiert ist. Die
Oxidationsreaktionen verlaufen nur bei hdherer Temperatur
quantitativ und im allgemeinen sehr langsam [107]. Durch diese
Nebenreaktionen entstehen jedoch keine halogenmarkierten Produkte,
so daR die radiochemische Ausbeute nicht beeinfluft wird, wenn

das Substrat, in diesem Fall das Tyrosin, in ausreichend hoher
Konzentration vorhanden ist.

Bei der Proteinmarkierung wird die Radioiodierungsreaktion
iblicherweise durch Zugabe von Natriumbisulfitldsung beendet.
Dieses Reduktionsmittel soll das {liberschiissige Chloramin-T
abbauen und eventuell gebildetes molekulares Iod zu Iodid re-
duzieren [55]. Es sollte deshalb der EinfluR von Bisulfit auf
die radiochemische Ausbeute geklirt werden. Bei der Radio-
iodierung von Tyrosin wurde kein EinfluB auf die radiochemische
Ausbeute festgestellt. Einen deutlichen Einflu® hatte die
Bisulfitzugabe jedoch bei der Radiobromierung von Tyrosin bei
pH 7, nicht aber bei pH 1. Wird die Reaktion unter optimalen

Bedingungen durchgefiihrt, so erhdlt man mit Bisulfitzugabe
eine radiochemische Ausbeute von ca. 65 % Bromtyrosin.
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Ohne Bisulfitzugabe werden, unter sonst gleichen Reaktionsbe-
dingungen, nur 1 bis 2 % Bromtyrosin gebildet. In Abbildung 17
sind die Chromatogramme der HPLC-Trennung fir die beiden Pro-
duktldsungen mit und ohne Na28205 dargestellt. Ohne Bisulfit
findet man nach einer Reaktionszeit von 3 Minuten 2 bis 3 %

Puffer, Bromid

Cps ==

- 3-Bromtyrosin
Toluolsulfonamid
- Eluens:Methanol

90-95%
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Abb. 17 Chromatogramme (UV-Absorption und Radioaktivitdt) der HPLC-Trennung

flir die Radiobromierung von Tyrosin bei pH 7 ohne (oben) und mit
Bisulfitzugabe (unten)

(2,6-107> M Tyr, 500 pl Lésung, 10 2 M CAT, 3 min, 22 °C)
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Radiobromid, 1 bis 2 % 3-[77Br]-Bromtyrosin und nur 10 bis 20 %
des eingesetzten inaktiven Tyrosins (UV-Absorption). Beim Wechsel
des Eluens auf Methanol werden die restlichen 90 bis 95 % der
eingesetzten Radioaktivitidt eluiert. Das zweite Chromatogramm
zeigt die Analyse der Reaktionsl®sung, der nach 3 Minuten
Bisulfit zugesetzt wurde. In dieser Ldsung findet man 10 bis 15 %
Radiobromid, 60 bis 65 % 3—[77Br]—Bromtyrosin und erstaunlicher-
weise 90 bis 95 % des eingesetzten inaktiven Tyrosins. Bei der
Oxidation von Tyrosin findet wahrscheinlich der Austausch von
"c1*" zwischen der Aminogruppe des Sulfonamids und der Amino-
gruppe des Tyrosins in einem zyklischen Ubergangszustand statt,
wie er flir die Halogenilibertragung zwischen Aminen beschrieben
ist [109]. Dieser Komplex wird durch die Bisulfitzugabe zer-
stért, und das Tyrosin wird wieder freigesetzt. Da die N-Brom-
spezies wahrscheinlich auch bevorzugt in dieser Weise reagieren,
wird nur wenig 3-Bromtyrosin gebildet. Nur wenn zum richtigen
Zeitpunkt (2,5 min, s. Abb. 5) Bisulfit zugegeben wird, erhilt
man die maximale radiochemische Ausbeute von 65 % 3—[77Br]-
Bromtyrosin. Unerkldrlich bleibt jedoch die Wirkungsweise des
Bisulfits; wie kann durch Zugabe eines Reduktionsmittels eine
elektrophile Reaktion ausgeldst werden? Im Falle der Iodierung
reagiert mdglicherweise die N-Iodverbindung aufgrund der leich-
teren Polarisierbarkeit des Iods - eventuell in einer intra-
molekularen Reaktion - mit dem aromatischen System des Tyrosins;
dies wire eine Erklérung daflir, daR hier die Bisulfitzugabe
entbehrlich ist.

Um den EinfluR von freien Aminogruppen ndher zu untersuchen,
wurden noch zwei weitere Experimente durchgefiihrt. Bei einer
Radiobromierung von Phenol bei pH 7 wurde der Reaktionsldsung
eine dem Phenol #quimolare Menge Glycin zugesetzt. Auf diese
Weise enth&dlt die Reaktionsl&sung die gleichen funktionellen
Gruppen wie die Tyrosinl8sung, nur sind sie diesmal auf zwei
Molekiile (intermolekulares Konkurrenzexperiment) verteilt. Die
radiochemische Ausbeute der Bromphenole sank durch die Glycin-
zugabe von ca. 65 % auf 1 bis 2 %. Weiterhin wurde eine Radio-
bromierung von N-Formyltyrosin bei pH 7 durchgefiihrt. Durch die
Formylierung sollte die stdrende Nebenreaktion nicht mehr
mdglich sein. Es wurde bei pH 7 selbst bei einer CAT-Konzentration
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von nur 10-3 M und ohne Bisulfitzugabe liber 60 % 3—[77Br]—N-Formyl-f
bromtyrosin gebildet. Dies verdeutlicht die stdrende Nebenreaktion
mit freien Aminogruppen, die auch die Ursache sein wird fir

das Absinken der radiochemischen Ausbeute oberhalb pH 5 bei der

Radiobromierung von Anilin.

3.2.4, Reaktionsschema_in_wissriger_Ldsung

Durch Zusammenfassung der Informationen Uber den Mechanismus
der zum Monohalogenderivat filihrenden Reaktionen (ohne Berilick-
sichtigung von Nebenreaktionen) ergibt sich filir die Radio-
bromierung bzw. -iodierung von Tyrosin mit Chloramin-T bei

pH 1 ein Reaktionsschema, das in Abb. 18 dargestellt ist.

HsN- CH - COOH
= H,0"X" =51 CH,
|

CAT +"X™ — I
*X

B (. OH

*X =Br,1

Abb. 18 Reaktionsschema flir die Radiohalogenierung von Tyrosin mit

Chloramin-T bei pH 1

Bei pH 1 handelt es sich beil den reagierenden Spezies mit grofer
Wahrscheinlichkeit um BrCl bzw. ICl. H20Br+ und H2OI+ spielen
nur eine untergeordnete Rolle. BrCl und ICl, in denen das Brom-
bzw. Iodatom positiv polarisiert ist, sind reaktive elektrophile
Spezies, die mit aktivierten Aromaten in einer elektrophilen
Substitution die entsprechenden Halogenverbindungen bilden.

Da BrCl ein besseres elektrophiles Agens ist als ICl, erh&lt man
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bei der Radiobromierung etwas hohere Ausbeuten. Untersuchungen
zur priparativen Halogenierung von Aromaten haben gezeigt, daB
nur aktivierte Aromaten, wie z.B. Phenole, mit Interhalogenen
bromiert bzw. iodiert werden k&nnen [118,13%2,133]. Dies erklirt
die geringen radiochemischen Ausbeuten bel der Radiobromierung
von z.B. Phenylalanin.

Die mit steigendem pH-Wert geringer werdenden radiochemischen
Ausbeuten bei der Radiohalogenierung mit Chloramin-T, insbesondere
beim Tyrosin, deuten darauf hin, daR® die Bildung der genannten
reagierenden Spezies abnimmt und andere, weniger reaktive
Spezies gebildet werden.

Bei pH 7 wird die Reaktion, wie bereits bei der Diskussion der
reagierenden Spezies demonstriert, Uber die Bildung der N-halo-
genierten Spezies verlaufen. Das Reaktionsschema filir pH 7 am
Beispiel von Phenol, ohne Berlicksichtigung von Nebenreaktionen,
ist in Abb. 19 dargestellt.

0
] /
Ho"x —AT RS -N_
0 ™ (HeOHX
AT s Hoal . —£22 O )-oH
Hzo 0 H
"X | R-S-N.
>( ClXT i \i
0 *X

*X =Br,I ; R=CH;CH,

Abb. 19 Reaktionsschema filir die Radiochalogenierung mit Chloramin-T bei

pH 7 am Beispiel von Phenol
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N-Halogenverbindungen werden durch oxidativen Halogenaustausch
oder {iber die Hypohalite gebildet und reagieren dann mit dem
Substrat in einer SE-Reaktion zu den entsprechenden Halogenver-
bindungen. Aufgrund der Polarisierung der N-X Bindung kann man
folgende Reaktivitdtsabstufung ableiten:

N-Cl < N-Br < N-I

Die N-Iodverbindung hat das kleinste Dipolmoment, well TIod in
der Reihe der betrachteten Halogene die geringste Elektronega-
tivitdt aufweist. Dadurch ist die Elektronendichte des Halogens
beim Iod am geringsten und I kann am leichtesten Ubertragen
werden Dies zeigt sich auch bei den durchgefiihrten radio-
chemischen Untersuchungen. Bei der Radioiodierung werden

(béi pH 7) die hBchsten Ausbeuten von iiber 90 % erhaltén, bei
der Bromierung sind es nur ca. 65 %, und Untersuchungen zur
Radiochlorierung haben gezeigt, daB nur etwa 20 % chlormarkierte
Produkte erhalten werden [75]. Trotz hoher Chloramin-T Konzen-
trationen wird deshalb nur wenig 3-Chlortyrosin als Nebenprodukt
bei der Radiohalogenierung von Tyrosin gebildet. Filir die N-Brom-
bzw. N-Iodverbindung lieBe sich ein Ubergangszustand formulieren,
bei dem die X' Ubertragung auf den Aromaten und H® Abstraktion
synchron ablaufen, wie fiir das Acetat-Ion (s. S. 49) beschrieben
wurde:

R'= —CH,— CH — Cc00°
|
NH,

®
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Weitere mechanistische Betrachtungen, insbesondere die Diskussion,
ob bei der Halogenierung von Phenol und Anilin zundchst die O-
Halogen- bzw. N-Halogenverbindungen entstehen [106,13%8], sowie

die Diskussion, ob die Reaktion {iber einen wn-Komplex oder einen
o-Komplex verlduft, sollen hier nicht behandelt werden, da dies

allgemeine Probleme der Aromatensubstitution sind [130].

Die Bildung der Interhalogenverbindungen in-situ, ausgehend von
Halogenid, hat mittlerweile auch in der priparativen "kalten"
organischen Synthese Bedeutung erlangt [135,136], doch der Vor-
teil dieser Reaktion zeigt sich besonders bei Synthesen mit
trégerfreiem Radiobromid bzw. -iodid, da die Halogenide hier
praktisch quantitativ zu elektrophilen Spezies oxidiert werden.
Dadurch k&nnen im Gegensatz zur Oxidation zu X, (X = Br, I)
radiochemische Ausbeuten weit Uber 50 % als praktisch tridgerfreie
Produkte erhalten werden [36,56,137].

Wdhrend die Reaktion bei pH 1 auch bel Zusatz von Halogenid-
Tréger liber die Interhalogenverbindung verlaufen sollte [102],
ist die Reaktion bei pH 7 ein Sonderfall. Die Bromierung von
Aromaten mit geeigneten N-Bromsulfonamiden (z.B. Bromamin-B)

ist eine bekannte Reaktion [126], die auch im alkalischen Bereich
bis pH 12 abliuft. Die in-situ Erzeugung der N-Brom- bzw. N-Iod-
verbindung, ausgehend von Halogenid und Chloramin-T, 14Rt sich
jedoch nur mit mikromolaren Mengen an Halogenid und nur bis

wpH 8 durchfiihren. Somit ist diese in-situ Oxidation nur fir
radiochemische Synthesen ohne Trigerzusatz und nur im neutralen

und schwach alkalischen Bereich geeignet.
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3.3, Radiobromierung von Peptiden und Proteinen

Die Radioiodierung von Proteinen wird seit Uber 20 Jahren prakF
tiziert. Iodmarkierte Proteine werden aufgrund der erreichbaren
hohen spezifischen Aktivitit fiir viele biochemische, pharmako-
logische und medizinische Untersuchungen eingesetzt. Eines der
bekanntesten Anwendungsgebiete sind die Radioimmunoassays fir
Antigen-Antikdrper Systeme [54,134,139] und Hapten-Antikdrper
Systeme [54,140,141], mit deren Hilfe geringste Konzentrationen
bestimmter Substanzen im Organismus erfaft werden kdnnen.
Weiterhin sind viele Proteine markiert worden, um deren Meta-
bolismus in Organen [142], Gewebehomogenisation [143] und in
Zellkulturen [144] zu untersuchen. Auch bei der Erforschung

der Peptidhdrmone wurden iodmarkierte Molekiile erfolgreich ein-
gesetzt. In letzter Zeit konzentriert sich dabei das Interesse
auf die Bindung der Hormone an Zellmembranen (Rezeptorstudien),
das Eindringen in die Zelle und den anschliefenden Katabolismus

[145-247]7.

Fiir die Iodmarkierung von Proteinen stehen mehrere Methoden zur
Verfiigung, von denen die Chloramin-T Methode, die Iodmonochlorid
Methode, die enzymatische Iodierung und die elektrochemische
Iodierung die wichtigsten, routineméfig angewendeten Direktmar-
kierungsverfahren sind. Allerdings werden bei der Anwendung
dieser Methoden die zu markierenden Proteine bzw. Peptide durch
Nebenreaktionen mit den zugesetzten Reagentien hiufig so stark
in ihren spezifischen biochemischen Eigenschaften verdndert, daB
die markierten Produkte filir die vorgesehenen Untersuchungen un-
brauchbar sind [148-154]. Dies flhrte zur Entwicklung zahlreicher
Konjugationsmethoden, bei denen zunidchst ein kleineres Molekll
markiert wird, welches dann in einem weiteren Reaktionsschritt,
unter wesentlich milderen Reaktionsbedingungen, an das Protein
angekoppelt wird [155-158]. Im Laufe der Zeit entwickelte sich
die Proteinmarkierung somit zu einem Spezialgebiet der Halogen-
markierung, denn die Konjugationsmethoden konnen praktisch nur
bei Proteinen angewendet werden, da die Einflihrung eines grofRen
Restes nur bei makromolekularen Substanzen zu einer vernach-
l4ssigbar kleinen Anderung der physikalischen und chemischen
Eigenschaften fllhrt. Es gibt jedoch keine Radioiodierungsmethode,
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die filir alle Proteine geeignet ist. Da die spezifischen bio-
chemischen Eigenschaften eines Proteins auf unterschiedliche
funktionelle Gruppen von Aminosiduren und deren Anordnung im
Moleklil zurilickzufilhren sind, kdnnen bei jedem Protein andere
Nebenreaktionen zum Verlust der biologischen Aktivit&t flhren.

Es héngt von der Art der durchzuflhrenden Untersuchung ab, wie
wichtig die speziellen biochemischen Eigenschaften markierter
Proteine sind. Um sicher zu sein, daR das markierte Protein
durch die Reaktionsbedingungen bei der Markierung und durch die
Einfiihrung des Isotops bzw. eines radioaktiv markierten Molekiils
(Konjugation) funktionell nicht beeinfluft wurde, untersucht

man die markierten Proteine auf ihre Bindungsspezifitdt, ihre
biochemische Aktivitdt, z.B. Enzymaktivitit, oder ihre immuno-
logische Reaktivitidt. Werden durch diese Tests keine Anderungen
im biochemischen Verhalten festgestellt, so ist die Eignung
dieser Substanzen filir biochemische Untersuchungen sichergestellt.
Doch selbst, wenn die biologische Aktivitdt vollsténdig er-
halten bleibt, 14Rt sich daraus nicht ableiten, daf sich das
markierte Protein in-vivo genauso verhidlt wie das unmarkierte
Molekiil. Bei dem Protein Vitellogenin, das nach der Chloramin-T
Methode radioiodiert worden war, fand man beispielsweise, dah
die spezifische Bindung an die Zellmembran und der Transport
durch diese Membran v6llig mit dem Verhalten des unmarkierten
Proteins lilbereinstimmte (Erhalt der biologischen Aktivitidt).
Dennoch war die intrazelluldre Abbaurate des markierten Proteins
wesentlich hSher als die des unmarkierten Proteins [147]. Wichtig
ist demnach, das Protein nach der Markierung auf die biologischen
Eigenschaften zu testen, die flir die durchzufiihrenden Unter-
suchungen entscheidend sind. Wenn wichtige Eigenschaften des
Proteins verlorengegangen sind, so bringt oft das Ausweichen

auf eine andere Methode den gewlinschten Erfolg. Es ist deshalb
vorteilhaft, daB mdglichst viele verschiedene Markierungsmethoden
zur Verfilgung stehen.

Wihrend fir in vitro Untersuchungen praktisch nur iodmarkierte
Proteine eingesetzt werden, ist es filir in-vivo Untersuchungen,
insbesondere fiir Studien im menschlichen Organismus, oft vorteil-
haft, brommarkierte Verbindungen zu verwenden. Auf die Vorteile

radiobromierter Biomolekiile ist bereits in der Einleitung
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hingewiesen worden. Flir die Entwicklung von Radiobromierungs-
methoden sind die bekannten Iodierungsmethoden brauchbare Ansatz-
punkte. Wie bereits erwidhnt, treten bei der Adaption dieser
Methoden filir Radiobromierungen jedoch hiufig Schwierigkeiten auf,
die eine Modifizierung der Methoden erfordern.

Die Untersuchungen zur Radiobromierung aromatischer Molekiile
mit Chloramin-T haben gezeigt, daB viele Molekiile, die fir
Konjugationsmethoden verwendet werden, mit hohen radiochemischen
Ausbeuten und mit hoher spezifischer Aktivitit dargestellt
werden kdnnten. Als Beispiele seien hier genannt das Bolton-
Hunter-Reagenz [155] und Anilin [157], zwel Kopplungsreagenzien,
die sehr gut mit Chloramin-~T radiobromiert werden kdnnen.

Da direkte Methoden den Vorteil der einfacheren Durchfihrung
haben, sollte auch untersucht werden, inwieweit die Chloramin-T
Methode filir die direkte Radiobromierung von Proteinen geeignet
ist. Fiir diese Untersuchungen wurden zunidchst kleinere Peptide
radiobromiert, um chemische Aspekte der Reaktion zu studieren.
AnschlieBend wurde die Radicbromierung von Proteinen durchge-
fiihrt, wobei auch der Erhalt der biologischen Aktivitdt liber-
priuft wurde.

3.3.1. Markierung_von_Peptiden_mit_ Radiobrom

Im Hinblick auf Proteinmarkierung ist bekannt, daR® bei der Radio-
iodierung vor allem Tyrosinreste markiert werden [159]. In
kleinerem AusmaR werden aber auch Histidin [160], Phenylalanin
[159] und Tryptophan [161] radioiodiert. Es wurde deshalb unter-
sucht, inwieweit sich Oligopeptide, die diese potentiell halo-
genierbaren Aminosiuren enthalten, radiobromieren lassen. Aus-
gewdhlt wurden die Peptide Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly und Gly-His-Gly.
Es wurden Peptide verwendet, weil sie bessere Modellsubstanzen
fiir Proteine als Aminosiuren sind, und Unterschiede bei der
Reaktion von freien Aminosduren und proteingebundenen Amino-
siduren auftreten [162]. Aus diesem Grunde und zur besseren Uber-
sicht sind auch 3 Peptide, die Tyrosin enthalten, in diese

Arbeit nocheinmal mit einbezogen worden, obwohl wir lber die
Ergebnisse bereits berichtet hatten [89]. Die Radiobromierung
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wurde bel pH 1 und pH 7 durchgefiihrt. In Tabelle 5 sind die
radiochemischen Ausbeuten fir die verschiedenen Peptide bei
pH 1 und pH 7 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Trigerfreie Radiobromierung von Peptiden nach der
Chloramin-T Methode® [89]

Peptid % radiochemische Ausbeute
pH 1 pH 7
Gly-Tyr-Gly 85+5 65+3
Ala-Tyr-Ala 7845 6U+Y
Pro~His-Tyr 80+5 65+3
Glu-His~Phe~Arg-Trp-Gly 0 0
Gly-His-Gly 0 0

* -
) 2.4-10"3 M Peptid in 500 ul Puffer;
22 9C; pH 1: 1072 M CAT, 2 min; pH 7: 1072 M
CAT, 5 min.

Neben Tyrosin wurde in dieser Untersuchung keine andere Amino-
sdure markiert. Die radiochemischen Ausbeuten sind innerhalb

der Fehlergrenzen flir alle Peptide etwa gleich grof, wie aufgrund
der Radiobromierung von Tyrosin zu erwarten ist. Eine Radio-
bromierung von Proteinen sollte also nach dieser Methode prinzi-
piell mdglich sein und zu einer Tyrosin-spezifischen Markierung
fiihren.

5.5.2. Untersuchungen_zur_trégerfreien_Radiobromierung_von

Die radiochemischen Ausbeuten bei der Peptidmarkierung lassen
sich prinzipiell nicht auf Proteinmarkierungen libertragen.
Proteine bieten durch ihre zahlreichen funktionellen Gruppen
viele Mdglichkeiten zu Nebenreaktionen [148-154]. Leicht oxidier-

bare Gruppen sind zum Beispiel ~SH in Cystein, =SCH,; in Methionin,

3
Disulfidbriicken und die Aminosidure Tryptophan. Diese oxidativen
Nebenreaktionen fiihren zu einer Verringerung der Chloramin-T

Konzentration in der Reaktionsl8sung, was den Einsatz einer
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hoheren Chloramin-T Menge erforderlich macht. Durch die inter-
medifre Bildung von instabilen Markierungsprodukten, wie z.B.
-3-X Verbindungen (X = Br, I) aus Cysteinresten, die durch die
Zugabe von Bisulfit das Radiohalogenid wieder abspalten, wird
die radiochemische Ausbeute verringert. Auch sind nicht alle
Tyrosinreste eines Proteinmolekilils flir das Markierungsreagenz
sterisch zugdngig, was ebenfalls zu einer geringen radiochemischen
Ausbeute fiihren kann [163]. Die oxidativen Nebenreaktionen
flihren vor allem zu Anderungen der biochemischen Eigenschaften.
In der Literatur sind Modifizierungen der Chloramin-T Methode
beschrieben, die in der Regel auch dazu beitragen, die biolo-

gische Aktivitidt des zu markierenden Proteins zu erhalten

[164-166].

Um die Eignung der Chloramin-T Methode filir die Radiobromierung
von Proteinen zu testen, sind als Beispiele die Proteine Albumin
(HSA) und Urokinase bei pH 7 unter den in Abschnitt 3.1.1.
optimierten Bedingungen radiobromiert worden. In Tabelle 6 sind
die radiochemischen Ausbeuten der Markierung und zum Vergleich

auch die bekannten Radioiodierungsausbeuten angegeben.

Tabelle 6: Trigerfreie Radiohalogenierung von Proteinen nach der
Chloramin-T Methode® (% radiochemische Ausbeute)

Protein Bromierung Todierung
Albumin 35+5 60 [167]
Urokinase 18+8 30 [168]

* —
) 10 2 M Protein, 1 ml Puffer,
1072 M CAT,2 min,22 °cC.

Bel der markierten Urokinase ist in diesem Institut eine Unter-
suchung der enzymatischen Aktivitidt durchgefiihrt worden [168].

Es zeigte sich, daR bei den gewidhlten Reaktionsbedingungen ein
nahezu vollstidndiger Verlust der biologischen Aktivitdt einge-
treten war. Untersuchungen zur Abhingigkeit der biologischen
Aktivitidt des markierten Proteins von der eingesetzten Menge an
Chloramin-T haben gezeigt, daR bereits bei einer CAT-Konzentration
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von 2,5-10_3 M etwa 90 % der biologischen Aktivit&t des Proteins
zerstdrt waren [168]. Mit diesen geringen CAT-Konzentrationen ist
eine Radiobromierung bei pH 7 nicht mehr durchfihrbar (radio-
chemische Ausbeute 1-2 %). Offensichtlich ist die sonst sehr
stabile Urokinase sehr empfindlich gegenliber Oxidationsmitteln.
Durch Ausweichen auf eine Konjugationsmethode lieRe sich diese

oxidative Zerstdrung des Proteins vermeiden.

ErwartungsgemiR® sind die radiochemischen Ausbeuten beil der Radio-
bromierung etwas niedriger als bei der Todierung. Dennoch kann
man aufgrund der Beispiele sagen, dak die Chloramin-T Methode
grundsidtzlich auch flir die Einfilhrung von Radicbrom in Proteine
geeignet ist. Bezliglich des Erhalts der biologischen Aktivitit
treten groRere Probleme auf, als sie hinlénglich fir die Radio-
iodierung von Proteinen mit Chloramin-T bekannt sind. Bei der
Radiobromierung werden jedoch hdhere CAT-Konzentrationen benttigt,
so daR Nebenreaktionen eher auftreten kdnnen. Somit ist bei der
Optimierung der Reaktionsparameter CAT-Konzentration, pH-Wert

und Reaktionszeit nicht nur eine méglichst hohe radiochemische
Ausbeute von Bedeutung sondern auch die Erhaltung der biologischen
Aktivitdt der markierten Substanz. Vergleicht man die Reaktions-
bedingungen der Radiobromierung mit denen der Radioiodierung,

so kann man zusammenfassend feststellen, daf die Iodierung unter
milderen Bedingungen durchgefiihrt werden kann. Ob die Chloramin-T
Methode filir die Radiobromierung von Proteinen &hnliche Bedeutung
erlangt, ist nicht allein eine Frage der erreichbaren spezi-
fischen Aktivitdten, sondern es hingt auch davon ab, welche
alternativen Radiobromierungsmethoden zur Verfiligung stehen. Die
Darstellung radiobromierter Kopplungsreagenzien flr die Protein-
markierung, die mit Chloramin-T schnell und mit hohen spezifischen
Aktivitdten durchfiihrbar ist, ist eine brauchbare Alternative

zu den direkten Radiobromierungsmethoden.
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3.4, Dichloramin-T zur Radiobromierung und -iodierung in

organischen L&sungsmitteln

3.4.1. Vorversuche zur Auswahl des_organischen LOsungsmittels

—— . - —— — ———— (o ] —- ——— — i ——— " o o Df - Vo G o o - —

Aus Radiohalogenid und Chloramin-T bilden sich in saurer wéssriger
Losung die Interhalogene XCl (X = Br, I), die auch zur Markierung
von wasserunl®slichen Molekiilen in organischer Phase verwendet
werden kdnnten. Da Chloramin-T in den meisten organischen
Lésungsmitteln unldslich ist, miBRte man die Reaktion in einem
Zwei-Phasen-System durchfiihren. Die Interhalogene entstehen
offensichtlich durch die Ubertragung von me1tr aur X", deshalb
sollte die Bildung von XCl auch aus Radiohalogenid und
Dichloramin-T (N,N~dichlor-p-toluolsulfonamid) in einem orga-
nischen Losungsmittel mdglich sein. Eine weitere MOglichkeilt

der Bildung von radiohalogenierenden Spezies ist der direkte
oxidative Halogenaustausch am Stickstoff, der zu den gemischten
N-Dihalogenderivaten fihrt (vgl. Abschnitt 3.2.2.). Dichloramin-T
(DCT), eine wasserunldsliche Verbindung, ist in den meisten
organischen Ldsungsmitteln 16slich und bietet sich deshalb fir
diese Untersuchung an. Es 14Rt sich einfach durch Chlorierung

von Toluolsulfonamid darstellen [85].

In ersten Vorversuchen mit DCT in Chloroform konnten bei der
Radiobromierung von Phenol sehr gute radiochemische Ausbeuten
von itiber 80 % erhalten werden. Das in wissriger Ldsung vor-
liegende Radiobromid wurde im ReaktionsgefdR getrocknet, eine
Lésung von Phenol in Chloroform (500 pl) zugegeben und die Reaktion
durch Zugabe einer L&sung von DCT in Chloroform gestartet. Nach
einer Reaktionszeit von 1 min wurde das Reaktionsgemisch durch
HPLC analysiert und die radiochemische Ausbeute bestimmt.

Der anfangs beflirchtete Verlust des trédgerfreien Radiobromids
durch Adsorption an der GefdRwand und durch die geringe L&slich-
keit von Bromid in organischen Lésungsmitteln konnte durch
entsprechende Vorkehrungen weitgehend vermieden werden, indem
die Temperatur beim Trocknen der wissrigen Bromidl&sung mdg-
lichst niedrig gewdhlt wurde (<60 °C) und nach der Zugabe des

organischen L&sungsmittels einige Minuten geriihrt wurde.
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Die Radiobromierung von Phenol mit DCT wurde in mehreren or-
ganischen Losungsmitteln getestet. Dabeil wurde das DCT stets
in Methylenchlorid geldst zugegeben, um eine Zersetzung von
DCT in den untersuchten L&sungsmitteln schon vor der Reaktion

zu vermeiden.

Fiir die Radiobromierung von Phenol mit DCT waren die folgenden
Losungsmittel geeignet:
Eisessig, Dichlormethan, Chloroform, Tetrachlormethan, Hexan

und Dimethylformamid.

Ungeeignet waren aufgrund der Bildung von zahlreichen nicht
identifizierten radioaktiven Nebenprodukten und/oder wegen
geringer Ausbeuten (<10 %) folgende Ldsungsmittel:
Acetonitril, Dimethylsulfoxid, Aceton und HMPT.

Bei der Verwendung von unpolaren Ldsungsmitteln (Hexan, CClu)
war die radiochemische Ausbeute sehr unterschiedlich, was wahr-
scheinlich auf die schlechte L&slichkeit von Bromid zuriickzu-
flhren war. Durch Zusatz von Tetrabutylammoniumchlorid (10—4 M)
als Phasen-Transfer-Katalysator wurden gleichmdfig hohe radio-
chemische Ausbeuten erhalten.

Bei der Suche nach geeigneten L&sungsmitteln zeigte sich, dak
prinzipiell alle Losungsmittel, die oxidierbare funktionelle
Gruppen haben, wie z.B. -OH, € = 0, S = 0O, —NH2, nicht oder
nur bedingt zur Durchfiihrung der Reaktion geeignet sind. -Dies
ist darauf zurlckzufiihren, daf das oxidierte, elektrophile
Radiohalogen potentiell auf Lésungsmittelmolekiile libertragen
werden kann, die freie Elektronenpaare haben und nukleophile
Eigenschaften besitzen. Durch &hnliche nukleophile Nebenreaktionen
tritt auch die Zersetzung des DCT in diesen LOsungsmitteln ein,
und es wurden hier nur kleine radiochemische Ausbeuten radio-
bromierter Phenole erhalten.

Die hohen radiochemischen Ausbeuten bei relativ geringer Konzen-
tration des zugesetzten Oxidationsmittels (1072 M), die kurze (1 min)
Reaktionszeit und das breite Spektrum geeigneter LOsungsmittel
waren entscheidende Griinde filir weiterfiihrende Untersuchungen

mit Dichloramin-T.
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Fiir weitere Untersuchungen wurden drei representative LOsungs-
mittel ausgewdhlt: Eisessig (protisch, polar), Dichlormethan
(aprotisch, polar) und Tetrachlormethan (aprotisch, unpolar).
In diesen LOsungsmitteln sollte bei den aktivierten Aromaten
Phenol und Anilin der EinfluR des L8sungsmittels auf die Selek-
tivitdt der Radiohalogenierungsreaktion studiert werden. Da

mit Dichloramin-T auch Radioiodierungen in organischen Ldsungs-
mitteln méglich sein sollten, wurde sowohl die Radiobromierung
als auch die Radioiodierung durchgefiihrt. In Tabelle 7 sind die
radiochemischen Ausbeuten und die absoluten und relativen
Isomerenverteilungen der Radiobromierung von Phenol in Abhéngig-
keit vom Losungsmittel aufgefiihrt. Tabelle 8 enthdlt die ent-
sprechenden Werte flir die Radioiodierung.

Tabelle 7: Trigerfreie Radiobromierung von Phenol¥*

% radiochemische Ausbeute % relative Isomerenverteilung

Solvens & H-Subst. ortho para ortho para
AcCH T2+4 17 55 24 76
CHzcl2 82+6 38 Ly U6 54
CClu 6L4+5 23 I 36 64

¥* - -
) 21072 Mol Phenol in 500 ul Solvent; 107> M DCT; 1 ming 22 °C.

Tabelle 8: Trigerfreie Radioiodierung von Phenol*

% radiochemische Ausbeute % relative Isomerenvertellung

Solvens © H-Subst. ortho para ortho para
AcCH 3748 27 10 73 27
CH2012 T3+7 33 4o 45 55
CClu 80+8 34 1) 42 58

* -
) 2.1072 Mol Phenol in 500 wl Solvent;

107> M DCT; 1 min; 22 °C.
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In allen L&sungsmitteln wurden gute radiochemische Ausbeuten

erhalten. Die relative Isomerenverteilung zeigt, daf ein deut-

licher, aber nicht sehr grofer Einfluf des LOsungsmittels auf

die Selektivitdt vorhanden ist. Die ErhShung der absoluten ortho-

Substitutionsausbeuten von 17 auf 38 % beim Wechsel von AcOH auf

CH2Cl2

ist von priparativem Nutzen, wenn von zwei mdglichen

Substitutionsprodukten nur eines gewlnscht wird. Die relativen

Isomerenverteilungen der Bromierung und Iodierung in Dichlor-

methan und Tetrachlormethan sind sehr dhnlich mit einem o/p-

Verh#ltnis von 0,8+0,1. In Eisessig tritt erstaunlicherweise

ein deutlicher Unterschied auf zwischen Bromierung (o/p = 1/3)

und Iodierung (o/p

3/1).

In Tabelle 9 sind die radiochemischen

Ausbeuten und die absoluten und relativen Isomerenverteilungen

der Radiobromierung von Anilin in Abhingigkeit vom L&sungsmittel

aufgefiihrt. Tabelle 10 enthdlt die entsprechenden Werte flr die

Radioiodierung von Anilin.

Tabelle 9: Trigerfreie Radiobromierung von Anilin¥*

% radiochemische Ausbeute

% relative Isomerenverteilung

Solvens ¥ H-Subst. ortho para ortho para
AcOH 7645 22 54 29 71
CH2C12 7643 14 62 18 82
CClu 81+4 12 69 15 85

# _ -
) 2+10™ Mol Anilin in 500 yl Solvent; 107> M DCT; 1 min; 22 °C.

Tabelle 10: Tr#gerfreie Radioiodierung von Anilin*

% radiochemische Ausbeute

% relative Isomerenverteilung

Solvens I H-Subst. ortho para ortho para
AcOH TT+7 12 65 16 84
CHyC1, T0+7 8 62 12 88
CC1,, 60+8 19 41 31 69

3* -
) 5.107° Mol Anilin in 500 ul

Solvent; 10

=5 M DCT; 1 min; 22 °cC.
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Bei der Radiohalogenierung von Anilin liegt der EinfluR des
Losungsmittels auf die Selektivitit in etwa der gleichen GroRen-
ordnung wie beil der Radiohalogenierung von Phenol. Leichte
Unterschiede zwischen Bromierung und Iodierung lassen sich bei
der relativen Isomerenverteilung in AcOH und CClq erkennen.

Bei der Betrachtung aller Ergebnisse erkennt man, daR in fast
allen Systemen eine deutlich h8here para-Selektivitidt auftritt.
Bei der priparativen Halogenierung wird im allgemeinen eine

hohe ortho-Selektivitidt beobachtet, was auf der intermediiren
Bildung von N- bzw. O-halogenderivaten beruht, die in einer
intramolekularen Folgereaktion die ortho-Substitutionsprodukte
bilden [109,138]. Mdglicherweise ist die hier beobachtete hohe
para-Selektivitdt auf sterische Hinderung zurilickzufilhren; das
wirde bedeuten, da® die halogenierenden Spezies sehr groB sein
milkten, bzw. sich Komplexe unter Beteiligung der Solventmolekiile
bilden.

Eine Vorhersage der Isomerenverteilung filir die Radiohalogenierung
beliebiger Molekiile ist nach den vorliegenden Ergebnissen nicht
mdglich, da sich keine GesetzmidRigkeiten erkennen lassen. Es

ist auf jeden Fall ratsam, auch andere L&sungsmittel zu testen,
um eine gewlinschte Isomerenverteilung zu erreichen. Durch die
hohen radiochemischen Ausbeuten bei aktivierten Aromaten ist
diese schnelle und einfache Direktmarkierungsmethode auch bei
unglinstiger Isomerenverteilung den regiospezifischen Markierungs-
methoden mit relativ niedrigen Ausbeuten [36,81-83] hiufig liber-
legen, zumal sich bei kleinen Moleklilen die Isomeren durch HPLC

leicht auftrennen lassen.

3.4.3, Untersuchungen zur_Reaktivitit

Die radiochemischen Ausbeuten bei der Radiobromierung und
~iodierung von aktivierten Aromaten, wie Phenol und Anilin,

sind in der organischen Phase &dhnlich hoch, wie in der wissrigen

Phase bei pH 1. Flr weniger aktivierte Aromaten ist nach den

bisherigen Erfahrungen eine Abnahme der radiochemischen Ausbeute
zu erwarten. Beil der Radiobromierung von Anisol in AcOH, CH2Cl2
und CC1, mit DCT wurden nur geringe Ausbeuten erhalten (2-10 %),
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obwohl Anisol noch zu den aktivierten Aromaten z&hlt. Durch
Trigerzugabe oder durch Verwendung von Trifluoressigsiure
(TFA) als Ldsungsmittel stieg die radiochemische Ausbeute auf
ca. 80 %. Die Reaktionsbedingungen und die radiochemische
Ausbeute der Radiobromierung und -iodierung sind in Tabelle 11
aufgefiihrt.

Tabelle 11: Trigerfreie Radiohalogenierung von Anisol¥®

Reaktionsbedingungen % radiochemische Ausbeute
Bromierung Iodierung
AcOH, 107> M DCT 9+3 10+5
AcOH, 1077 M DCT, 80+5 Th+l
107" M Triger
TFA, 1072 M DCT 79+5 7546

#* -
) 2.107° Mol Anisol in 500 ul Solvent; 1 min; 22 °C.

Die Steigerung der radiochemischen Ausbeute durch Trégerzugabe

ist ein hiufig beobachteter Effekt in der Radiochemie, doch er-
staunlich ist hier die hohe Ausbeute ohne Trégerzusatz bei Ver-
wendung von Trifluoressigsiure als LYsungsmittel. Die besondere
Eignung von TFA als L8sungsmittel flir Radiohalogenierungen wurde
bereits demonstriert [33,66], doch eine umfassende Erklérung
dieses Phinomens ist bisher nicht bekannt. Flir weitere Unter-
suchungen zur Reaktivitit wurde die Radiohalogenierung von weniger
aktivierten Aromaten ohne Trigerzusatz in TFA als L8sungsmittel
durchgefiihrt. Tabelle 12 zeigt die radiochemischen Ausbeuten

der Radiobromierung und -iodierung von Anisol, Toluol und Benzol.

Die Ausbeuten der Radiobromierung und -iodierung sind innerhalb
der Fehlergrenzen etwa gleich grof. Die drastische Abnahme der
Substitutionsausbeuten mit abnehmender Aktivierung des aroma-
tischen Kerns entsprechen einer elektrophilen Substitutions-
reaktion. Diese Untersuchungen haben gezeigt, daf auch beil
weniger aktivierten Aromaten durch Zusatz von Trdger oder durch
Verwendung von TFA als LBsungsmittel gute radiochemische
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Tabelle 12: Radiohalogenierung von Aromaten mit DCT in TFA¥

Substrat % radiochemische Ausbeute
Bromierung Todierung
Anisol 79+6 7548
Toluol 48+8 49+8
Benzol b+2 3+2

3* - -
) 2.107° Mol Substrat in 500 ul TFA; 5-1072 M DCT; 2 min; 22 °C.

Ausbeuten bel der Radiohalogenierung mit Dichloramin-T erhalten
werden kdnnen.

Beim Arbeiten in TFA ist das Trocknen der Radiohalogenidldsung
nicht notwendig, denn bei der Radiohalogenierung von Anisol
wurde kein EinfluB auf die radiochemische Ausbeute festgestellt,
wenn der ReaktionslOsung bis zu 10 % Wasser zugesetzt wurden.

In diesem Fall ist deshalb auch die Verwendung einer wissrigen
Chloramin-T L¥sung anstelle einer DCT-Ldsung mdglich.

3.4.4, Versuche mit Dichloramin-N

Bei der Radiohalogenierung von weniger aktivierten Aromaten
wurde bei der chromatographischen Analyse der Reaktionsl&sung
neben dem erwarteten markierten Produkt nur wenig Radichalogenid
gefunden und bis zu 50 % nicht identifizierte radioaktive Neben-
produkte. Da auch in Arbeiten liber die Radiohalogenierung mit
Chloramin-T iiber die Selbstmarkierung des Reagenzes berichtet
wurde [96], handelt es sich bei den gefunden Nebenprodukten
méglicherweise um kernhalogenierte Substitutionsprodukte des
DCT. Durch Substitution der Methylgruppe des DCT durch eine
Nitrogruppe wird das aromatische System des DCT bezliglich
elektrophiler Substitution stark desaktiviert und somit eine
Kernhalogenierung weitgehend verhindert. Ausgehend von p-Nitro-
benzolsulfonamid wurde durch Chlorierung das N,N-dichlor-p-nitro-
benzolsulfonamid (Dichloramin-N,DCN) dargestellt [85].
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Bei den Untersuchungen zur Radiohalogenierung von Toluol und
Benzol mit Dichloramin-N konnten jedoch keine Unterschiede

zum DCT festgestellt werden. Die radiochemischen Ausbeuten
waren innerhalb der Fehlergrenzen gleich, und auch die Bildung
von markierten Nebenprodukten war unveridndert. Die Radiohalo-
genierung des aromatischen Kerns ist demnach nicht der Grund
fiir die Bildung von markierten Nebenprodukten; eine Selbst-
markierung von Chloramin-T bzw. Dichloramin-T ist somit unwahr-
scheinlich. MOglicherweise wurden die Nebenprodukte durch die
Markierung von Verunreinigungen im Reaktionsansatz gebildet,

da die Menge und die Art der Nebenprodukte sehr unterschiedlich

war.

3.4.5. Vergleich von Chloramin-T_und Dichloramin-T mit

In den letzten Jahren sind einige Radiohalogenierungsmethoden
flir die organische Phase entwickelt worden. N-Chlortetrafluor-
succinimid (NCTFS) wurde in diesem Institut zur Radiobromierung
und -iodierung von aromatischen Biomolekiilen eingesetzt
[33,68,70]. N-Chlorsuccinimid (NCS) ist ebenfalls filir die Radio-
bromierung und -iodierung ohne Trigerzusatz geeignet [66,69].
Diese Reagenzien sind, wie Chloramin-T und Dichloramin-T,
N-Chlorverbindungen, die als Oxidationsmittel in organischen
Losungsmitteln mit Radiobromid bzw. =-iodid elektrophile Radio-
halogenspezies erzeugen. Ein Vergleich dieser N-Halogenverbin-
dungen sollte die Einsatzmbglichkeiten und die Grenzen der
einzelnen Reagenzien aufzeigen. Flir diese Untersuchung wurde
Anisol als Substrat gewdhlt und Trifluoressigsiureanhydrid (TFAA)
als Ldsungsmittel. Es wurde nur die Radioiodierung untersucht,
da N-Bromsuccinimid (NBS) ebenfalls als Oxidationsmittel einge-
setzt werden sollte. Unter Berlicksichtigung von Literaturdaten
und eigenen Ergebnissen wurden flir die verschiedenen Reagenzien
unterschiedliche Reagenzkonzentrationen und Reaktionszeiten
gewdhlt, um die optimalen Reaktionsbedingungen flr jedes Reagenz
zu erreichen. Tabelle 13 zeigt die radiochemischen Ausbeuten

und die Isomerenverteilungen, die bei der Radioiodierung von
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Anisol mit NCTFS, NCS, NBS, CAT und DCT erhalten wurden.

Tabelle 13: Trigerfreie Radioiodierung von Anisol in TFAA mit

verschiedenen N-Halogenderivaten als Oxidations-

mittel®

Reagenz % radiochem. Ausbeute % rel. Isomerenverteilung

NCTFS 68 + 5 o- 25
m- -—
p- 75

NCS 72 + 4 o- 21
m— —
b= 79

NBS 15 + 3 o- 26
m— -
p- 73

CAT 75 + 8 o- 21
m—- —
p- 79

DCT Th o+ U4 o- 22
m— —
p- 78

*) -5 : . i o

2-10 Mol Anisol in 500 ul TFAA; 22 ~C
NCTFS: 1072 M; 4 h

NCS,NBS: 5-107° M; 2 h
CAT,DCT: 10™° M; 0,5 h

Die radiochemischen Ausbeuten und die Isomerenverteilungen sind
innerhalb der Fehlergrenzen gleich, wenn man die N-Chlorver-
bindungen berlicksichtigt. Die niedrigere Ausbeute im Fall von
NBS beruht wahrscheinlich auf Bromierungsnebenreaktionen, denn

in diesem System wurden die meisten Nebenprodukte gebildet.
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NBS ist demnach nicht filir Radioiodierungen geeignet. Im Gegen-

3803X

und CF3002X (X = Br, Cl) die Hypobromite ebensogut wie die

satz zu dieser Untersuchung waren bei den Hypohaliten CF

Hypochlorite flir Radioiodierungen geeignet [70]. Wie erwartet,
wird fir die Reagenzien CAT und DCT kein Unterschied in der
Radiciodierung festgestellt.

Weiterhin wurde mit den Reagenzien NCTFS, NCS und CAT eine
Radioiodierung weniger reaktiver Aromaten durchgefiihrt. Tabelle
14 zeigt die radiochemischen Ausbeuten der Radioiodierung von
Anisol, Toluol und Bengzol.

Tabelle 14: Trigerfreie Radioiodierung von Aromaten® mit NCTFS,
NCS und CAT in TFAA (% radiochemische Ausbeute)

Substrat NCTFS (4 h) NCS (4 h) CAT (10 min)

Anisocl 68 + 5 72 + 4 75 + 8
Toluol 47 + 8 30 + 6 49 + 8
Benzol vl vl "3
* -
) 5.107° Mol Substrat in 500 w1l TFAA; 2 mg
Oxidationsmittel; 22 °cC.

Ebenso wie bei der Radiohalogenierung mit Dichloramin-T sinken
die radiochemischen Ausbeuten mit abnehmender Aktivierung des
aromatischen Systems. Die etwa gleich groRen Ausbeuten zeigen,
daR die eingesetzten Oxidationsmittel NCTFS, NCS und CAT/DCT
gleich gut fir die Radioiodierung ohne Trigerzusatz geeignet
sind. Die radiochemischen Ausbeuten bei weniger aktivierten
Aromaten lassen sich durch Trigerzugabe bei allen hier unter-
suchten Reagenzien, auRer NB3S, steigern, d.h. die Nebenreaktionen
der radioaktiven Spezies werden kompetitiv unterdriickt. Bei den
sehr reaktiven Substraten ist die Substitutionsreaktion so schnell,
daB® ein Zusatz von Tréger keine zusitzliche Ausbeutesteigerung

mehr bringt.

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Radioiodierung von einfachen
Aromaten in TFAA, so ergeben sich fur CAT/DCT Vorteile bezliglich
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der Reagenzkonzentration, der Reaktionszeit und der einfacheren
Handhabung. Bei der Radioiodierung und -bromierung von kompli-
zierteren Molekiilen k&nnten durchaus Unterschiede auftreten,
insbesondere im Hinblick auf m&gliche Nebenreaktionen. Darum ist
flir jedes System eine Optimierung der Reaktionsparameter
erforderlich.

3.5. Weitere Anwendungen von Chloramin-T und Dichloramin-T

(elektrophile Addition an Doppelbindungen)

Die in situ Erzeugung von elektrophilen Radiobrom- bzw. Radio-
iodspezies aus Halogenid und CAT oder DCT wird bisher praktisch
nur zur Einflhrung von Radiohalogenen in aromatische Systeme
tiber eine SE-Reaktion genutzt. Mit elektrophilen Spezies ist
jedoch neben der SE—Reaktion auch eine elektrophile Addition

an Doppelbindungen mdglich, deren Endprodukte aliphatische
Halogenverbindungen sind.

Im allgemeinen verliuft die elektrophile Addition von elektro-
philen Brom- bzw. Iodspezies Uber die primire Bildung der ent-
sprechenden Bromonium- bzw. Iodoniumionen [114]. Diese reagieren
dann in einem weiteren Reaktionsschritt mit einem Nukleophil

zu einer gesittigten aliphatischen Verbindung. Enthilt die un-
gesdttigte Verbindung weitere Doppelbindungen oder bestimmte
funktionelle Gruppen, so kénnen auch Umlagerung stattfinden,
oder die Doppelbindung wird unter Austritt einer funktionellen
Gruppe rilckgebildet.

Die Diskussion des Reaktionsmechanismus legt nahe, daB bei der
Reaktion von Halogenid und CAT die Interhalogene XCl oder die
oNHX (X = Br, I) entstehen. Diese

Spezies werden wahrscheinlich auch bei der Reaktion von DCT

N-Halogenverbindungen RSO

mit Halogenid in organischen L8sungsmitteln gebildet. Durch
Reaktion dieser elektrophilen Spezies mit einer Doppelbindung
werden zundchst die Halogenoniumionen gebildet. Es ist zu erwarten,
daf im Fall von XCl das Chloridion als Nukleophil angreift,

so daB letztlich eine Addition von XCl an die Doppelbindung
resultiert. Bei der Reaktion der N-Halogenverbindungen RSO,NHX

mit einem Olefin k®nnte im zweiten Reaktionsschritt das Anion
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RSOzNH— als Nukleophil addiert werden, denn bei préparativen
Arbeiten zur Reaktion von Olefinen mit N-Halogenverbindungen
wurde dies beobachtet [169,170]. Beili beiden Reaktionen werden
jedoch nur dann die genannten Additionsprodukte in gr&Reren
Mengen gebildet, wenn keine anderen Nukleophile im Reaktions-
medium vorhanden sind, die mit den entsprechenden Anionen

konkurrieren.

Die Eignung von Dichloramin-T zur Radiobromierung und =-iodierung
von Olefinen wurde an zweil Modellsubstanzen untersucht. An
Cyclohexen sollte eine Addition von XCl durchgefihrt werden,

und an Tri-O-acetyl-D-glucal sollte eine Addition von X/OCH3
durchgefihrt werden, um zu zeigen, da® das primdr gebildete
Halogenonium auch mit einem anderen Nukleophil, in diesem Falle

das Losungsmittel Methanol, reagieren kann.

Die Radiobromierung und -iodierung von Cyclohexen wurde mit
DCT und Radiohalogenid in Methylenchlorid als Ldsungsmittel
durchgefiihrt. Es wurden die erwarteten XCl Additionsprodukte,
d.n. 1-[/"Br]-1-Brom-2-chlorcyclohexan und 2-[ 22 T]1-1-Chlor-2-

iodecyclohexan, mit radiochemischen Ausbeuten von 70-80 % gebildet.

Die Radiohalogenierung von Tri-O-acetyl-D-glucal wurde auch im
Hinblick auf eine nuklearmedizinische Anwendung durchgefihrt,
mit dem Ziel, die radiohalogenierte 2-Halogen-2-deoxy-D-glucose
ohne Trigerzusatz darzustellen [171]. Die Radiobromierung und
~iodierung wurde mit DCT und Radiohalogenid in absolutem
Methanol durchgefiihrt (1 min, RT). Die erwarteten Additions-
produkte (X/OCHB) wurden mit etwa 70 bis 75 % radiochemischer
Ausbeute gebildet.

CH,0ACc CH,0AC CH,0AC
0 H ° H H ° OCH
H/H DCT, X /A od L e
ACO OAc / CHOH  pcp\DAc X OCH, Aco\GAC H/
H | H H H X
X = Br: 30 + 5% X = Br: 43 + 5%
X = I: 30 + 5% X = I: 43 + 5%
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Wie bereits flr die Todierung von Tri-O-acetyl-D-glucal be-
schrieben [114,172], wurde nahezu ausschlieRlich eine trans-
Addition beobachtet, die zur Bildung von 1-O-methyl-2-halogen-
3,4,6-tri-0O-acetylglucopyranosid (rel. 60 %) und 1-O-methyl-2-
halogen-3,4,6-tri-0O-acetyl-mannopyranosid (rel. 40 %) fiihrte.
Die radiochemischen Gesamtausbeuten und das Verhiltnis der

Isomeren (~3:2) war bel Bromierung und Todierung etwa gleich.

Diese ersten Versuche mit DCT haben gezeigt, daf die Radio-
bromierung und -iodierung von Olefinen durch elektrophile Addition
méglich ist und zu recht guten Ergebnissen fiihrt. Auch
Chloramin-T sollte fiir diese Reaktion geeignet sein und k&nnte
beispielsweise zur Darstellung radiohalogenmarkierter Halogen-
hydrine in wéssriger L&sung eingesetzt werden. Es sind jedoch
weiterfiihrende Arbeiten ndtig, um zu sehen, inwieweit sich die
umfangreichen Erfahrungen und GesetzmiRigkeiten der elektro-
philen Addition auf die radiochemische Arbeitsweise mit nano-

molaren Mengen elektrophiler Spezies iibertragen lassen.



b, ZUSAMMENFASSUNG

Im Hinblick auf die Bedeutung von Halogenanalogen filir die
nuklearmedizinische in-vivo Funktionsdiagnostik wurden, aus-
gehend von trédgerfreiem Radiohalogenid, einige grundlegende
Untersuchungen liber die Radioiodierung und insbesondere Radio-
bromierung im nanomolaren Bereich durchgefihrt. Hierbei wurden
als in situ Oxidationsmittel N-Halogenverbindungen, insbesondere
Chloramin-T (CAT) und Dichloramin-T (DCT), sowie in geringerem
Umfang halogenierte Succinimide in wissriger L8sung und/oder

in verschiedenen organischen Ldsungsmitteln eingesetzt. Es war
das Hauptziel dieser Arbeit, geeignete Verfahren fiir die tréger-
freie Bromierung von Aromaten zu entwickeln und im Hinblick auf
ihren weiteren Einsatz die zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen

zu untersuchen.

Als Markierungsnuklide wurden auBer dem nuklearmedizinisch
interessanten Positronenstrahler 75Br (T = 1,6 h) und dem "Photon-
strahler" 1231 (T = 13,3 h), die am Jilicher Kompaktzyklotron

liber den 75As(3He,3n)75Br— bzw. 124
ohne Trigerzusatz abgetrennt werden konnten, auch die lingerlebigen
Radioisotope gy (T = 56 h) und 1311 (T = 8 d) eingesetzt. Zur

Identifizierung und Qualit&tskontrolle wurde insbesondere die

Te(p,2n)12BI—ProzeB erzeugt und

Hochdruckfliissigkeitschromatographie in Verbindung mit Radio-
aktivitidtsmessung eingesetzt. Hierzu wurden geeignete Trennbe-
dingungen erarbeitet.

Mit Tyrosin als Modellsubstanz wurde die Abhidngigkeit der
radiochemischen Ausbeute vom pH-Wert, von der Konzentration

an Chloramin-T, der Reaktionszeit und vom Zusatz der Bromid-
Trégermenge bestimmt. Die Untersuchung der pH-Abhingigkeit

zeigt einen deutlichen Unterschied zwischen Radiobromierung

und -iodierung. Bei der Iodierung von Tyrosin tritt ein scharfes
Maximum der radiochemischen Ausbeute bei pH 7 (~80 %) und

ein weiterer Bereich hoher radiochemischer Ausbeute (60 %)

bei pH 1 bis pH 2 auf. Dagegen zeigt die Bromierung unter
gleichen Reaktionsbedingungen eine maximale radiochemische Aus-

beute von lber 80 % bei pH 1, die mit steigendem pH-Wert stetig
bis auf Null abnimmt.
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Bei pH 1 wird bei einer Reaktionszeit von nur 10 Sekunden und
einer sehr niedrigen Chloramin-T Konzentration von 10_3 M eine
radiochemische Ausbeute von iiber 80 % 3—[77Br]—Tyrosin erhalten.
Die Optimierung der Reaktion bei pH 7 zeigt eine optimale
Reagenzkonzentration von 10_2 M und eine optimale Reaktionszeit
von 2,5 Minuten. Unter diesen Reaktionsbedingungen treten nur
geringfligig Nebenreaktionen (<5 %) auf, und die radiochemische
Ausbeute betrigt etwa 65 %. Der Zusatz von 10~ bis 107° M
Bromid-Tréger fiihrt zu einer beachtlichen Abnahme der radio-
chemischen Ausbeute von 65 auf 10 %. Dies Beispiel verdeutlicht,
daf trégerfreie radiochemische Reaktionen hier zu anderen
Produkten fiihren als im makroskopischen Bereich, wo in vor-
liegendem Fall (CAT) eine Bromierung nicht mdglich ist. Besonders
hohe radiochemische Ausbeuten werden bei der Radiobromierung von
Aminosduren und Nukleobasen bei pH 1 und pH 7 erhalten.

Bei Tyrosin-Peptiden als Modellsubstanzen fiir die Proteinbro-
mierung werden radiochemische Ausbeuten von 75 bis 85 % bei pH 1
und 60 bis 65 % bei pH 7 erreicht. An Peptiden, die andere
aromatische Aminos&uren, aber kein Tyrosin, enthalten, wie z.B.
Gly-His-Gly und Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly, kann eine Radiobromierung
nicht beobachtet werden. Die Radiobromierung der Proteine Albumin
und Urokinase bei pH 7 mit radiochemischen Ausbeuten von 35 bzw.
18 % zeigt, daB die Chloramin-T Methode grundsdtzlich flir die
Radiobromierung von Proteinen geeignet ist. Bei den erforderlichen
Reaktionsbedingungen treten jedoch Nebenreaktionen auf, die zur
Anderung der Eigenschaften der Proteine fiihren.

Im Zusammenhang mit der Untersuchung des Reaktionsmechanismus
zeigt die Selektivitédtsstudie der Radiobromierung und -iodierung
‘von Phenol und Anilin in Abh#ngigkeit vom pH-Wert deutlich, daB
bei pH 1 und pH 7 unterschiedliche Reaktionswege vorherrschen.
Aufgrund dieser Ergebnisse und einiger zus#tzlicher Experimente
zur Kl&drung von Nebenreaktionen konnten Informationen {iber den
Reaktionsmechanismus der Chloramin-T Methode erhalten werden.
Bei pH 1 werden aus Chloramin-T und Radiohalogenid die Inter-
halogene BrCl und IC1 gebildet, H,0Br® und H,0I' sollten nur
eine untergeordnete Rolle spielen. Bei pH 7 erscheint es wahr-

scheinlich, daB die N-Halogenverbindungen CH C6HMSOZNHBr und

3
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CHBC6HMSO2NHI als halogenierende Spezies auftreten.

Die Bildung der Interhalogene in situ, ausgehend von Halogenid,
ist besonders vorteilhaft beil Synthesen mit praktisch trégerfreiem
Radiobromid bzw. -iodid im nanomolaren Bereich, weil die Halogene
hier nahezu quantitativ zu elektrophilen Spezies oxidiert werden.
Dadurch kdnnen im Gegensatz zur Verwendung von X5 (X = Br, I)
radiochemische Ausbeuten von weit tiber 50 % als praktisch
trigerfreie Produkte erhalten werden. Widhrend bei pH 1 auch bei
Zusatz von Halogenidtriger die Interhalogene gebildet werden,
stellt die Reaktion bei pH 7 einen Sonderfall dar: die in situ
Erzeugung der N-Brom- bzw. N-Iodverbindungen, ausgehend von
Halogenid und Chloramin-T, 18Rt sich nur mit nanomolaren Mengen,
d.h. praktisch trigerfreiem Halogenid durchfiihren. Somit ist
diese in situ Oxidation nur fir radiochemische Synthesen ohne
Trigerzusatz geeignet.

Durch die Aufklidrung des Reaktionsmechanismus wurden Hinweise
zur Modifizierung der Methode erhalten, die zur Entwicklung
einer neuen Radiohalogenierungsmethode flr die organische Phase
fiihrten. Dichloramin-T (DCT), erweist sich als geeignetes
Reagenz zur Radiobromierung und -iodierung von Aromaten in
organischen Ldsungsmitteln. Hohe radiochemische Ausbeuten
(Phenol, Anilin, Anisol ~80 %), niedrige Konzentration des
Oxidationsmittels DCT (10—3 M), kurze Reaktionszeit (1 min)

und ein breites Spektrum geeigneter Losungsmittel sind die Vor-
teile dieser Direktmarkierungsmethode fiir die Radiohalogenierung
ohne Trigerzusatz. Bei einem Vergleich mit anderen N-Halogen-
derivaten zur Radiohalogenierung von einfachen Aromaten in Tri-
fluoressigsiureanhydrid bieten die CAT- und DCT-Methode insbesondere

den Vorteil kleiner Reagenzkonzentration und kurzer Reaktionszeit.

Untersuchungen zur Radiohalogenierung von Olefinen zeigten, dab
mit Dichloramin-T und trigerfreiem Radiohalogenid auch elektrophile
Additionen an Doppelbindungen mdglich sind. An Cyclohexen erfolgte,
ausgehend von Radiobromid bzw. ~iodid, mit DCT in Dichlormethan

eine Addition von T7rc1 bzw. 1271C1 ohne Trigerzusatz mit radio-

chemischen Ausbeuten von 70 bis 75 %. Bei der Radiobromierung
bzw. -iodierung von Tri-O-acetyl-D-glucal mit DCT und Radiohalogenid



_79_

1311) an

in Methanol wurde eine Addition von X/OCH3 (X = 77Br,
die Doppelbindung beobachtet. Auch hier wurden radiochemische
Ausbeuten von 70 bis 75 % erhalten. Das Verhdltnis der beiden

Isomeren (gluco/manno) der trans-Addition betrug etwa 3:2.
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