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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Ein effizienter Transport durch die Blut-Hirn-Schranke ist fiir den erfolgreichen Einsatz

eines Hirmradiopharmakons essentiell.

Da alle zur Zeit verfligbaren Technetium-Hirnradiopharmaka ausschiieBlich per
Diffusion ins Hirn gelangen, wurde ein Ansatz erarbeitet, um einen Carrier-vermittelten
Transport durch die Blut-Hirn-Schranke zu erméglichen. Der Transport sollte unter
Verwendung eines chimaren Nahrstoffs erfolgen, der neben der Carrier-affinen

Komponente uber eine radiopharmakophore Gruppe verflgt.

Aufgrund des sterischen Einflusses des Pharmakophors kam nur ein Transportsystem
geringer Selektivitat in Frage, wie es mit dem Catrrier flr groBe neutrale Aminoséuren zur

Verfugung steht.

Mit Phenylalanin als Aminosaurekomponente des chimaren Nahrstoffs und einem
tripodalen, kleinen und neutralen Technetiumkomplex als pharmakophore Gruppe sollte
ein entsprechender Carrier-Transport durch die Blut-Hirn-Schranke realisiert werden.

Nach Abschatzung der sterischen Anspriche des Technetium-Tripodandkomplexes
unter Verwendung der Molecular Modelling Sofiware Alchemy Il und Hyperchem 2.0/3.0

kamen nur Podanden mit dreigliedrigen heteroatom-terminierten Armen in Frage.

Zum Erhalt eines stabilen und neutralen Technetium-Tripodandkomplexes wurden
zunachst Komplexierungsversuche mit den kommerziell erhaltlichen Tripodanden Tris(2-
hydroxyethyl)-amin und Tris(2-aminoethyl)amin durchgefiihrt. Es konnten jedoch nur

hydrophile, wenn auch stabile Komplexe erhalten werden.

Laut einschlagiger Literatur handelt es sich bei den Technetium-Diamindithiolkom-
plexen um Neutralkomplexe hoher Stabilitat. Zur Darstellung eines analogen Tripodanden
wurde nun N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid in einer 4-stufigen
Synthese, ausgehend von Bis(2-Chlorethyl)amin-Hydrochlorid Uber die Intermediate
Bis(2-Benzylthioethyl)amin, N,N-Bis(2-Benzylthioethyl)-2-aminoacetonitril und
N,N-Bis(2-Benzylthioethyl)ethylendiamin, aufgebaut.

Ausgehend von Ammoniumpertechnetat und N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin
konnte mit Natriumborhydrid als Reduktionsmittel der lipophile Komplex N,N-Bis(2-Mer-

captoethyl)ethylendiamin-oxotechnetium(V) erhalten werden. Die Komplexierung wurde
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bei pH 14 unter Kontinuierlicher Produktextraktion in waBrigem Medium bei
Raumtemperatur durchgefiuhrt. Anhand elektrophoretischer Untersuchungen konnte
gezeigt werden, daB3 der Komplex bei pH 7 nur eine geringe Wanderungstendenz zur
Kathode zeigt, die mit steigendem pH-Wert gegen Null geht. Der Komplex besitzt ebenso
wie TcO-L,L-ECD zwei Aminfunktionen und kann somit als Neutralkomplex mit leicht

basischen Eigenschaften angesehen werden.

Da zur Darstellung des Phenylalanin-Tripodandkonjugats eine Bindungsknipfung
zwischen dem bereits synthetisierten Tripodanden und Phenylalanin nicht méglich war,
muBte das Molekul unter Verwendung diverser Schutzgruppentechniken in einer
7-stufigen Totalsynthese enantioselektiv aufgebaut werden. Ausgehend von Bis(2-Chlor-
ethyl)amin-Hydrochlorid und 4-Brommethylbenzonitril konnte (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-
1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propansaure mittels konvergenter Synthese-

fihrung Gber die folgenden Intermediate erhalten werden:

=]

Bis(2-Tritylthioethyl)amin
e 4-Brommethylbenzaldehyd
e N,N-Bis(2-Tritylthioethyl)-2-amino-2-(4-brommethylphenyl)acetonitril

e (8,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[cyano-bis-(2-tritylthioethyl)-

aminomethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon

¢ (S,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[2-amino-1-bis(2-trityl-
thioethyl)-aminoethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon

e (S,5)-2-t-Butyl-3-methyl-5-{4-[2-amino-1-bis(2-mercapto-

ethyl)amino-ethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon

Zur Darstellung des Technetiumkomplexes wurden (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-
mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propansaure und Ammoniumpertechnetat in sieden-
dem Ethanol zur Reaktion gebracht. Die Reaktion wurde bei pH13-14 mit
Natriumborhydrid als Reduktionsmittel durchgefiihrt.

Durch Variation der Parameter Reaktionsdauer, Ligand- und Reduktionsmittelmenge
wurden die zuvor anhand des langlebigen °Tc erarbeiteten Komplexsynthese-

bedingungen auf **"Tc iibertragen.

In Bioverteilungsexperimenten an NMRI-Mausen kam es zu einer signifikanten Akti-

vitdtsakkumulation des Komplexes im Herzmuskel. Bei allen Organen konnte ein
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erstaunlich langsamer Abbau der Aktivitat registriet werden. Der Komplex zeigte trotz
Verunreinigung eine geringe aber dennoch deutliche Anreicherung im Hirn. Da aufgrund
der geringen Lipophilie des Komplexes eine Diffusion durch die Blut-Hirn-Schranke nicht
zu erwarten ist, kann von einem Carrier-vermittelten Transport ausgegangen werden.
Unter Berlicksichtigung der Aminoséurekomponente des Komplexes sollte der Carrier fur

grof3e neutrale Aminoséuren involviert sein.

Die Synthese des im Rahmen dieser Arbeit zu synthetisierenden chimaren Néahrstoffs
scheint demnach gelungen zu sein. Eine weitere Bearbeitung der Thematik ware
winschenswert, in deren Rahmen weitere Bioverteilungsuntersuchungen durchzufihren

waren. Zudem ware auch die Eignung des Komplexes als Herztracer zu priifen.
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1 Theoretische Grundlagen

1.1 Technetium

In der 7. Nebengruppe des Periodensystems der Elemente findet man zwischen Mangan
und Rhenium das Ubergangselement Technetium. Als Entdecker gelten Perrier und
Segré, denen es 1937 durch Deuteronenbeschuf3 von Molybdanblech gelang, *™Tc und

"MT¢ darzustellen.

*Mo(d,n)**"Tc ®Mo(d,n)*"™Tc

Technetium ist das leichteste kilinstliche Element, das durch Kernprozesse erzeugt
wurde. Bisher sind 21 Isotope der Massenzahlen 90 bis 110 sowie zahireiche
Kernisomere bekannt, deren Halbwertszeiten zwischen 0,83 Sekunden (”OTc) und
4,2+10° Jahren (**Tc) liegen. Laut der Mattauchschen Isobarenregel sind stabile Techne-
tiumisotope nicht zu erwarten.®® Obwohl die Halbwertszeiten der verschiedenen Techne-
tiumisotope ein primordiales Vorkommen des Elements ausschlieBen,®® findet man auf
der Erde Spuren von Technetium. Diese entstehen in Uranerzen entweder durch
Spontanspaltung von ***U oder durch induzierte Spaltung von ?*U durch vagabundie-

rende Neuironen.®©

Technetium wird heute fast ausschlieBlich aus Spaltproduki-Abfalldsungen von
Kernreaktoren gewonnen. Durch Spaltung von **U erzeugt ein 100-MW Reaktor taglich

ca. 2,5 g ***Tc. Die Aufarbeitung erfolgt mittels Pyridin-Extraktion.

Mit einer Halbwertszeit von 2,14+10° Jahren geht **Tc unter B—Emission (Emax= 0,29

MeV, As= 17 uCi/mg) in stabiles *Ru tiber.”

Da die relativ niedrigenergetische B’-Strahlung Wéande normaler Glasgerédte nicht
durchdringt, 14Bt sich *®Tc bis zu einer Menge von etwa 50 mg ohne besondere
StrahlenschutzmaBnahmen im gut bellfteten Abzug handhaben. Beim Umgang mit gré-
Beren Mengen Technetium muB jedoch das Auftreten von Bremsstrahlung berlicksichtigt

werden.”

Technetium tritt in den Wertigkeiten -1 bis +7 auf und ahnelt in seinem chemischen
Verhalten eher Rhenium als Mangan.® Dieses Verhalten ist auf die beim Rhenium noch
deutlich bemerkbare Lanthanoidenkontraktion zuriickzufiihren.®%%' Die Verwandtschaft
zum Rhenium zeigt sich unter anderem in der Bevorzugung der Oxidationsstufe +7 und

im Vorkommen héherer Koordinationszahlen. Zudem sind viele Verbindungen analoger




2 Theoretische Grundlagen

Zusammensetzung bekannt, die sich in ihren physikalischen und chemischen Eigen-
schaften entsprechen. Die in wafriger Lésung stabilste lonenform des Technetiums ist
das farblose Pertechnetat(VIl), das in saurem Medium die filichtige Pertechnetium-Séure
bildet. Ein thermodynamisch stabiler Vertreter der Oxidationsstufe +4 ist das schwarz-
braune Technetiumdioxid TcO,, das in waBrigem Medium als schwerldsliches Hydrat

vorliegt und leicht bei der Reduktion héherer Oxidationsstufen anfallt.

Bedingt durch seine radioaktiven Eigenschaften héalt sich die Verwendbarkeit von
Technetium bisher in Grenzen. Erwahnenswert sind jedoch die folgenden

Einsatzgebiete:®®

e Technetiummetall und Tc.O; eignen sich als Katalysatorbestandteil fur
zahlreiche chemische Prozesse.

e Pertechnetat ist ein starker Korrosionsinhibitor flr Eisen und Stahl.

e Das Metall zeichnet sich durch eine hohe Sprungtemperatur der Supra-
leitfahigkeit von 8,22 K aus. Daher waren Technetium und seine inter-
metallischen Verbindungen fir die Supraleitungstechnik von Interesse.

o Das Nuklid *™Tc ist von (iberragender Bedeutung fiir die Nuklearmedizin.

Als Griinde fiir den hohen radiodiagnostischen Wert dieses Nuklids sind die geringe
Halbwertszeit von nur 6 Stunden, die Abwesenheit gewebeschadigender Korpuskular-
strahlung"'® und die leicht detektierbare y-Energie von 140,47 keV zu nennen.") Zudem ist

. . . . . " 'Ot 71
eine einfache Bereitstellung mittels kommerzieller **"Tc-Generatorsaulen moghch.(1 18)
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1.2 ¥"Tc-Generatorsaulen

Der erste saulenchromatographisch arbeitende *"Tc-Generator wurde bereits Ende der
flinfziger Jahre im Brookhaven National Laboratory, USA, entwickelt."9?® *™Tc-Genera-
torsdulen verwenden heute als Tragermaterial saures Aluminiumoxid mit Anionen-
austauschereigenschaften, wobei im oberen Bereich der Saule *Mo als Molybdat an das
Tragermaterial gebunden ist. Wahrend 12,8% des ®Mo direkt zu **Tc zerfallen, gehen
87,2% zundchst in *™Tc Uber (Abbildung 1). Durch den Zerfall des Molybdats
entstehendes Pertechnetat laBt sich leicht mit isotonischer Kochsalzlésung eluieren,

wahrend MoO,” sowohl unter sauren als auch unter neutralen Bedingungen fest an das

Saulenmaterial gebunden bleibt.*"*
Mo 98 Te
stabil 6.0 h
H
1}, @ 0\0
A
T .
66h |\ 6 . stabil
(\:\ 7{3& » (;) ‘Ja“
% M
(4 ,# rzf?)
282 U 933 TC
X1 a 2 1x10%a

Abbildung 1: Zerfallsschema von “Mo

Da der Zeitraum zwischen Beladung und klinischem Einsatz des Generators bis zu
einer Woche betragen darf, ist es selbst verkehrstechnisch schlecht erreichbaren Kiliniken
moglich, *™Tc-Radiopharmaka einzusetzen. Moderne Technetium-99m-Generatoren,
sogenannte "Melksysteme" oder "Technetium-Kihe", benutzen eine Elutionstechnik, bei

der eine offene Handhabung des Eluats entfallt.

%™T¢ geht unter Aussendung von 140,47 keV Gammastrahlung in den Grundzustand
tiber (Abbildung 1).?® Gammastrahlung dieser Energie ist meBtechnisch gut erfaBbar,"”
was zusammen mit der einfachen Verfugbarkeit des ¥mTe dazu gefihrt hat, daB

™ Tc-Praparate zur Zeit den Radiopharmakamarkt dominieren.
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1.3 Radiodiagnostika

Radiodiagnostika sind Strahlung emittierende Substanzen, die sich in bestimmten
Organen oder Geweben anreichern und deren Verteilung bzw. Metabolisierung mit Hilfe
geeigneter Detektoren auBBerhalb des Kérpers nachweisbar ist.'® Aufgrund der Verteilung

im Organgewebe sind Aussagen bezliglich pathophysiologischer Prozesse méglich.

Strahlung emittierender Bestandteil des Radiodiag-
nostikums ist ein Radionuklid, dessen Strahlungs-
reichweite eine Detektion zulaBt. Zur Vermeidung einer
zu hohen Strahlenbelastung flr den Patienten sind eine
geringe Halbwertszeit und die Abwesenheit gewebe-
schadigender Korpuskularstrahlung wichtig. Entspre-
chend der Verbindung, zu der ein Radionuklid *N 10 Minuten

Tabelle 1: Geeignete Nuklide
fur die Radiodiagnostik

Nuklid Halbwertszeit

®0 2 Minuten

umgeseizt wird, kann die Organspezifitit des Radio- ile 20 Minuten
diagnostikums erheblich variieren. Basierend auf nur

g © ! ®Ga 68 Minuten
einem Radionuklid ist somit ein ganzes Spektrum an

113m
Radiodiagnostika fur die Szintigraphie unterschiedlicher In 1,7 Stunden

s 1,8 Stunden

Organe  zugénglich. Entscheidend  fir  eine
kontrastreiche Abbildung des Zielorgans ist neben einer ¥mgy 2,8 Stunden
selektiven Anreicherung im Zielgewebe eine maoglichst 99mr 6 Stunden

geringe Aktivitat im Blut und in benachbarten Organen. 191 8T
age

Gute regionalspezifische Anreicherungen im Zielorgan

und Retentionszeiten, die flir nuklearmedizinische
weitere 200y 73,1 Stunden

23) 13,2 Stunden

Untersuchungen ausreichen, sind
Qualitatskriterien fur Radiodiagnostika. 133%e 5,25 Tage

Zwei nuklearmedizinische Methoden sind

gegeneinander abzugrenzen:
e Positron Emission Tomography (PET)

e Single Photon Emission Tomography (SPET)

PET-Untersuchungen zeichnen sich durch hohe Auflésung und gute raumliche
Abbildung aus.®*?® Da aber zur Produktion von PET-Nukliden ein Cyclotron erforderlich

ist und geeignete PET-Nuklide in der Regel kurze Halbwertszeiten aufweisen, wird der
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Transportweg vom Cyclotron flir viele Kliniken zum Entscheidungskriterium. Ein
Lufttransport ist zwar in vielen Fallen méglich, verteuert das Verfahren aber zusétzlich.

Als typische PET-Nuklide sind '°F, "'C und "N (Tabelle 1) zu nennen. Obwoh! SPET
gegenuber PET eine schlechtere Auflésung zeigt, wird diese Methode aufgrund
problemloser Verfligbarkeit und eines erheblich glinstigeren Preises der Nuklide von den

meisten Kliniken als radiodiagnostisches Standardverfahren verwendet.?®

Typische SPET-Nuklide sind '®}, 2°'TI, ®*Xe und im besonderen *™T¢ (Tabelle 1).#"2®
Neben den nahezu idealen nuklearen Eigenschaften des *"Tc haben kommerzielle und
logistische Kriterien dazu gefiihrt, daB zur Zeit rund 80% der in Kliniken eingesetzten
Radiodiagnostika auf ™ Tc basieren. Die Ubrigen hier aufgefiihrten SPET-Nuklide finden

weniger Verwendung.

Wahrend *"Tc als Pertechnetat eine gute Organspezifitat bezlglich der Schilddrise
zeigt, sind Technetium-Radiodiagnostika zur Untersuchung anderer Organe meist
Komplexverbindungen. Zur Darstellung des entsprechenden Tc-Komplexes wird Per-

technetat mit einem geeigneten Liganden meistens in Gegenwart eines Reduktionsmittels
zur Reakiion gebrachi. in der nuklearmedizinischen Praxis wird hierzu *™Tc-
Generatoreluat mit Hilfe sogenannter "Kits", das sind Fertigmischungen, die alle
Bestandteile zur Bildung des Radiopharmakons enthalien, zum injektionsfertigen Phar-
makon umgesetzt.m) Mittlerweile ist die Szintigraphie einer Vielzahl unterschiedlicher

Organe mit Hilfe spezieller Technetiumkomplexe moglich (Tabelle 2).

Als besondere Herausforderung erwies sich bisher die Radiodiagnostik des Hirns. Um

Tabelle 2: Beispiele fur *"Tc-Radiodiagnostika

Organ ¥mTe-Tracer Benotigte Aktivitat
Hirn ¥"TcO-d,I-HMPAO 259 - 555 MBq
$MTcO-L,L-ECD 925 - 1110 MBq
Schilddrise Natriumpertechnetat 18,5 - 74 MBq
Herz M Tc-HEXAMIBI 370- 1110 MBq
Leber ®¥MT¢-HIDA und Derivate 185 - 555 MBq

Nieren MTcO-MAG; 37 - 740 MBq
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ins Hirn zu gelangen, missen entsprechende Radiopharmaka zunachst die Blut-Hirn-
Schranke passieren. Aufgrund ihrer besonderen Struktur verwehrt diese Barriere den
meisten Substanzen den Zugang. Untersuchungen der regionalen Hirndurchblutung
(regional cerebral blood flow, rCBF) stellen demnach ein besonderes Problem dar.®"

1.4 Die Blut-Hirn-Schranke

Die Aufrechterhaltung eines stabilen inneren Milieus im Organismus, die Homd&ostase, ist
vor allem fur hdéherentwickelte Lebewesen lebensnotwendig. Wéahrend flir die meisten
Organe geringe Milieuverdnderungen unproblematisch sind, ist besonders das Hirn
solchen Schwankungen gegeniber auBerst empfindlich. Eine Vielzahl von Stoffen muf3
demnach vom Interzellularraum des Hirns fern-

(29)

gehalten werden. : Blut Hirn

Hierzu zé&hien toxische Substanzen, die dem

Ethanol ————{ Diffusion }———

Koérper von auBBen zugefiihrt werden, ebenso wie
kdrpereigene Stoffe, die die Funktionstlichtigkeit

99ImTe.ECD

des Hirns negativ beeinflussen kénnen. Zu

letzteren gehdren einige Hormone und Amino-

séuren, die als Neurotransmitter das Hirn zum

unkontrollierten Aussenden von Nervenimpulsen groBe, neutrale ,
Aminoséuren

veranlassen kénnen. Auch Kaliumionen gehéren

zu den fir das Hirn kritischen Substanzen, da sie

!

Bliut-Hirn Schranke

einen starken EinfluB auf die Weiterleitung von
Nervenimpulsen haben. Hieraus ergibt sich, daf3
alle  Wirbeltiere zur Gewahrleistung der

Hirnhomodostase eine Blut-Hirn-Schranke (BHS)
(30-33)

Abbildung 2; Schematische Darstellung
der BHS

besitzen.

Das Vorhandensein einer solchen Barriere wurde erstmals in den sechziger Jahren
durch T. S. Reese und M. J. Karnovsky schlissig bewiesen.®" Nach Injektion des
Enzyms Meerrettichperoxidase in die Blutbahn von Tieren reicherte sich die Substanz in
den meisten Organen problemios an, wahrend sie in den Hirnzellen des Tieres nicht
nachweisbar war. Als Gegenexperiment injizierten M. W. Brightman und T. S. Reese

Meerrettichperoxidase in eine der Hirnkammern.®” Das Enzym wanderte zwar in die
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HirnrickenmarksflUssigkeit, wurde aber ansonsten am Verlassen des Hirns gehindert, so

daf3 es in keinem der librigen Organe nachweisbar war.

Funktion und Lokalisierung der Blut-Hirn-Schranke blieben lange Zeit ungeklart. Heute
wei3 man, daf3 die Endothelzellen der Hirnkapillaren die eigentliche Blut-Hirn-Schranke
bilden. Zum Aufbau einer llickenlosen Wand sind die Endothelzellen dieser Kapillaren
nicht wie normale Zellen miteinander verbunden, sondern (berlappen sichelférmig
miteinander und bilden sogenannte ‘"tight junctions" (feste Zellkontakie). Ein unein-
geschrénkter Stofftransport durch die Zwischenrdume der Endothelzellen ist somit

unterbunden.®?

Verstandlicherweise stellt die Blut-Hirn-Schranke flr die therapeutische und
diagnostische Medizin ein erhebliches Problem dar. So wird z.B. Penicillin, ebenso wie
viele andere Pharmazeutika, fast quantitativ am Eindringen ins Hirn gehindert. Ein véllig
isoliertes Hirn ist jedoch indiskutabel, da die N&hrstoffversorgung des Organs nicht
gewdhrleistet und das Eindringen gewisser Drogen in den Interzellularraum des Hirns
nicht erklérbar wéare. Fir den Stofftransport durch die Blut-Hirn-Schranke sind zwei

grundsatzlich verschiedene Mechanismen bekannt (Abbildung 2).

Die Passage miitels Diffusion ist ausschlieBlich lipophilen Substanzen vorbehalten, so
dafl eine Vielzahl fettléslicher Molekile auf diesem Wege nahezu ungehindert ins Hirn
gelangen kann. Die Erklarung flir dieses Verhalten liegt im prinzipiellen Aufbau von
Zellmembranen begriindet. Diese bestehen vorwiegend aus Lipidmolekilldoppel-
schichten, die als eine Art zweidimensionale Flissigkeit anzusehen sind. Durch diesen
Flussigkeitsfilm diffundieren fettlésliche Moleklile problemlos hindurch. Lipophile
Substanzen, wie Nikotin, Ethanol und Heroin, kénnen auf diesem Wege, trotz ihrer
Gefahrlichkeit, problemlos ins Hirn eindringen und dessen Funktionstuchtigkeit erheblich
beeintréchtigen. Einige Radiopharmaka machen von diesem Mechanismus Gebrauch und
kénnen auf diesem Wege ins Hirn gelangen.®® Abbildung 3 zeigt einige Beispiele

hierftr.

Die Nahrstoffversorgung des Hirns erfolgt in erster Linie Uber den zweiten der beiden
Transportmechanismen, den Carriertransport.(“) Carrier bestehen aus Proteinkanalen,
die die Zelimembran fir bestimmte Substanzen passierbar machen oder flr deren aktiven
Transport sorgen. Die Blut-Hirn-Schranke verfligt Uber eine Vielzahl unterschiedlicher

42,43)

Carrier, die zum einen die Nahrstoffversorgung des Hirns sicherstellen,( zum anderen

aber auch flir den Abtransport kritischer Substanzen verantwortlich sind.




8 Theoretische Grundlagen
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Abbildung 3:  Beispiele flr lipophile Hirnradiopharmaka

23 IMP: N-isopropyl-p('#l)-iodoamphetamin

- Abkilirzungen:
9™ 160-L,L-ECD: N,N’-1,2-ethandiylbis-(L-cysteinethylester)oxotechnetium
ngTc-d,I-HMPAO: Hexamethylpropylenaminoxim-oxotechnetium

99™T¢-Bato: Bis[2,3-butanedionedioximato(1-)-OJ[2,3-butan-dioximato-(2-)-O]2-methyl,

1-propylborato(2-)N,N*,N**,N**",N""*,N"""""|chlorotechnetium

Zu den Stoffen, die aus dem Hirn entfernt werden missen, gehéren Kalium und Glycin.
Beide haben einen negativen EinfluB auf die Weiterleitung von Nervenimpulsen. Zu den
essentiellen Substanzen, die dem Hirn Uber die Blut-Hirn-Schranke zugeflihrt werden
mussen, gehdéren sowohl die groBen neutralen Aminosduren als auch der
Hauptenergielieferant des Hirns, die Glucose. Letztere wird von einem hdchst selektiven

Carrier beférdert, der nur eines der beiden Glucosestereoisomeren ins Hirn la3t.




Theoretische Grundlagen

Wahrend ins Muskelgewebe sowohl D-, als auch L-Glucose gelangt, wird aufgrund der
Stereoselektivitdt des BHS-Glucosetransporters, ins Hirn nur D-Glucose beférdert; die als
Energielieferant wertlose L-Glucose kann den Carrier nicht passieren. An diesem Beispiel
wird klar, daf jeder essentielle Nahrstoff zunachst von seinem Transportsystem erkannt

werden mufB, bevor er beférdert wird.

DaB aber nicht alle Carrier gleich selektiv sind, zeigt der BHS-Aminosauretransport.+*”)

Zehn groBBe neutrale Aminosauren sind flr das Hirn essentiell, da sie zur Proteinsynthese
in gréBeren Mengen benétigt werden. Bemerkenswert hierbei ist, daB nicht jeder
einzelnen Aminosdure ein eigenes Transportsystem zur Verfugung steht, sondern alle 10
groBen neutralen Aminosduren um ein und den selben Carrier konkurrieren. Die

Selektivitat des Carriers beschrankt sich offenbar auf drei Punkte:

e |st das Moleklil eine Aminoséaure?
e Ist die Aminosaure neutral?

e Besitzt der Aminoséaurerest ein gewisses Mindestvolumen?

Sind alle Kriterien erflllt, wird die Substanz transportiert. Aufgrund der geringen
Selektivitit des Aminosauretransporisysiems kann z.B. das Cytostatikum Melphalan
(4-[Bis(2-chlorethyl)-amino]-L-phenylalanin), ein chiméarer Nahrstoff, ins Hirn gelangen

und somit zur Therapie von Hirntumoren eingesetzt werden, 48

1.5 Chimaéare Nahrstoffe

Chimare Nahrstoffe bestehen aus einer Tragersubstanz, an die ein pharmakologisch
wirksamer Rest angeheftet ist.®® Aufgrund der Affinitat des Tragers zu einem Carrier-
oder Rezeptorsystem wird der Trager zusammen mit der pharmakologisch wirksamen

Komponente vom entsprechenden Transportsystem beférdert.

Zu den chiméaren Nahrstoffen gehort das bereits erwahnte Cytostatikum Melphalan
(4-[Bis(2-chlorethyl)-amino]-L-phenylalanin). An die als Trager fungierende natlrlich
vorkommende Aminosdure Phenylalanin ist in Paraposition der pharmakologisch
wirksame Rest Stickstofflost (Bis(2-chlorethyl)-methylamin) gebunden (Abbildung 4).

Aufgrund seiner Phenylalaninkomponente wird Melphalan vom Carrier flir gro3e neutrale
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Aminosauren durch die Blut-Hirn- O\Cyo )

Schranke befordert, wobei die bereits HN+_C|H o\C/o

beschriebene geringe Selektivitét des o HaNt——éH

Carriers den Transport begtinstigt. %) ik éHz
Um Technetium-Radiopharmaka mit

Hilfe dieses Aminosédurecarriers ins Hirn

zu beférdern, wére ein chimarer

Néahrstoff denkbar, bei dem die Para- HZC/N\CH2 echnetium

position des Phenylalanins durch einen _CH, HC._

addquaten Technetiumkomplex besetzt “ “ Carriertransportiertes

wird (Abbildung 4). Da die Carrier- - emoret)- Him-Agens

Transferrate des Melphalans geringer ist

als die des Phenylalanins, sollte der Abbildung 4: Gegenliberstellung Melphalan « Tech-

. tiumkomplex-Phenylalaninkonjugat
entsprechende Technetiumkomplex ste- nefiimiomplex-rhenyiaianinionjuga

risch weniger anspruchsvoll sein als der Stickstofflostrest des Melphalans.

Zudem haben Untersuchungen von Greig et al. gezeigt, daB3 die Ladungsneutralitat des
Parasubstituenten von Bedeutung ist.“® Wahrend raumliche Ausdehnung und
Ladungsneutralitat die Ansprliche des Carriers berlicksichiigen, ergibt sich die Forderung
nach einer hohen Komplexstabilitdt aus der Notwendigkeit, daB der Komplex nicht bereits

auf dem Weg zum Hirn zerfallen sollte.

Die Berlcksichtigung der bisher genannten Kriterien fihrt zur Substanzklasse der
Diaminodithiol-*"Tc-Komplexe, zu der in letzter Zeit umfangreiche Untersuchungen
durchgefuhrt wurden. Ein typischer Vertreter dieser Gruppe ist das bereits erwéhnte
$¥MTcO-L,L-ECD. Obwohl diese Komplexe alle Forderungen beziiglich Stabilitat und
Neutralitdt erflllen, sind sie in Bezug auf ihre sterischen Anspriiche als kritisch
anzusehen. Die raumliche Ausdehnung des kleinsten, noch stabilen Vertreters dieser
Klasse liegt noch deutlich (iber der des Melphalan-Parasubstituenten. Es ist zwar nicht
auszuschlief3en, daf3 eine entsprechende Spezies noch vom Carrier transportiert wird,
Auswirkungen auf die Carrier-Transferrate sind jedoch nicht abschéatzbar. Sucht man

nach kleineren Komplexen, so bieten sich die bereits aus der Komplexchemie bekannten

Polypodandkomplexe an.
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1.6 Polypodandkomplexe

Polypodanden oder Krakenmolekille gehdéren zu den Liganden, die drei oder mehr Arme

besitzen, mit denen sie ein Zentralatom im Komplex wie eine Krake umschlief3en. Besitzt

der Ligand nur drei Arme so spricht man von
Tripodanden, verfligt er Uber vier oder mehr Arme
so ist von Tetra-, Penta-, Hexapodanden, u.s.w. die
Rede. Zu den prominentesten Veriretern dieser
Substanzklasse gehéren sowohl Ethylendiamino-
tetraessigsdure (EDTA) nebst Salzen als auch
Tris(2-hydroxyethyl)amin und Tris(2-aminoethyl)-
amin (TREN), die als hervorragende Chelat-Bildner

fur Metall-lonen Verwendung finden.

Aufgrund der mehrarmigen UmschlieBung des
Zentralatoms bieten sich Polypodanden zur Bildung
kompakter Technetiumkomplexe an. Da die
Eigengréf3e des Liganden ein begrenzender Faktor
ist, sind volumindése Polypodanden wie EDTA
ganzlich ungeeignet. Kleine Tripodanden wie TREN
kommen aufgrund ihrer geringen GréBe eher in

Frage.

Entsprechende tripodale Komplexe sind aus der
Literatur fur Molybdan, Nickel, Kobalt, Mangan,
Titan, Chrom, Eisen, Kupfer, Zink und Vanadium
bekannt,®**® wobei die Ladung des Komplexes je

nach Zentralatom variiert (Abbildung 5).

2+

2+

Abbildung 5: Beispiele fir Tri-
podandkomplexe mit Ubergangs-
metallen

Da Untersuchungen zu Technetiumtripodandkomplexen zu Beginn dieser Arbeit noch

nicht vorlagen, waren zunichst theoretische Uberlegungen beziiglich eines geeigneten
Komplexes nétig. Fir entsprechende Planungen bieten sich computergestitzte
Strukturberechnungen an, wie sie mit Molecular Modelling Programmen durchfuhrbar

sind.
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1.7 Molecular Modelling Software

Molecular Modelling Software bietet die Méglichkeit, Strukturberechnungen organischer
und anorganischer Verbindungen sowie von Biomolekiilen unterschiedlicher GroBe
durchzufiithren.®*®® Nach Vorgabe der Moleklkonfiguration versucht die Software eine
energieminimierte Konformation zu errechnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei

verschiedene Programme verwendet.

Zu Beginn dieser Arbeit stand lediglich die Molecular Modelling Software Alchemy |l der
Firma Tripos Associates, Inc. zur Verfligung. Da Berechnungen von Technetium-
komplexen mit der Originalversion nicht moglich waren, muBten entsprechende
Anpassungen vorgenommen werden. Technetiumspezifische Daten bezliglich
Elektronegativitat, Van-der-Waals-Radien, Bindungsgeometrien, Bindungslangen zu
Sauerstoff, Stickstoff, Schwefel, Chlor und Phosphor wurden hinzugefligt. Zu diesem

Zweck muBten die folgenden ASCII-Dateien erganzt bzw. modifiziert werden:

ATOMDEF.TAB
BNDINFO.TAB
MINBND.TAB
MINVDWR.TAB

®

@

@

Spezielle Optionen zur Auswahl verschiedener Berechnungsmethoden waren bei
diesem Produkt nicht vorhanden, so daf3 eine exakte Anpassung an die jeweilige

Problemstellung nur bedingt méglich war, 7"

Bedeutend exaktere Berechnungen waren mit der, erst nach Beginn dieser Arbeit
verfligbaren Software Hyperchem 2.0, bzw. dem Update auf Version 3.0, der Firma
Autodesk Inc. moglich. Dieses Programm bietet zwei Haupt- und eine Vielzahl von
Unteroptionen, mit deren Hilfe eine exakte Anpassung des Berechnungsalgorithmus an
die jeweilige Problematik moglich ist. Bei den Hauptoptionen handelt es sich um

Molecular Mechanics und Semi-Empirical.>"®

1.7.1 Molecular Mechanics

Diese Methode behandelt Atome als Newtonsche Massenpunkte, die (iber eine
Potentialenergiefunktion miteinander wechselwirken. Die potentielle Energie ergibt sich
aus Bindungslangen, Bindungswinkeln, Torsionswinkeln und zwischenmolekularen
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Kraften wie Wasserstoffbrliickenbindungen, Van-der-Waals-Kraften und elektrostatischen

Wechselwirkungen.

Vier verschiedene Berechnungsmethoden ermdglichen eine exakte Anpassung an die

jeweilige Problemstellung:

e Zur Berechnung organischer Molekdle stellt MM+ die ideale Methode dar.

e BIO+ wurde zur Berechnung biologischer Makromolekdle entwickelt.

e Amber eignet sich zur Berechnung von Proteinen und Nukleinséuren.

e Als Weiterentwicklung von Amber steht OPLS zur V'erfl'Jgung. Zwischenmolekulare

Wechselwirkungen werden bei OPLS exakter berlicksichtigt.

1.7.2 Semi-Empirical

Um die elektronischen Eigenschaften von Atomen und Molekilen zu beschreiben, wird
die Schrédinger-Gleichung unter Einsatz verschiedener Naherungsmethoden verwendet.
Um Naherungsfehler zu eliminieren und aufwendige Berechnungen zu vermeiden werden
experimentell ermittelte Parameter in die Kalkulation mit einbezogen. Hier stehen
insgesamt sechs verschiedene Berechnungsmethoden zur Verfiigung:™7"

e Extended Hiickel ist eine sinnvolle Methode zur Berechnung von Molekilorbitalen.
Zur Geometrieoptimierung ist das Verfahren ungeeignet.

e CNDO ist die einfachste Methode dieser Gruppe, mit der Berechnungen energie-
minimierter Konformationen méglich sind. Es werden jedoch nur die Elemente
Wasserstoff bis Argon und darlber hinaus Germanium, Arsen, Selen und Brom
unterstitzt.

e Eine Weiterentwicklung von CNDO steht mit INDO zur Verflgung. Es kommen jedoch
keine weiteren Elemente hinzu.

e MINDO3 verwendet flr eine Vielzahl von Wechselwirkungen Parameter anstelle von
Berechnungen und unterst{itzt bedeutend weniger Elemente als CNDO und INDO.
Berlicksichtigung finden neben Wasserstoff bis Fluor noch die Elemente Silicium bis
Chlor. Das Verfahren eignet sich zur Berechnung groBer organischer Molekille.

e Mit MNDO steht eine Weiterentwicklung von MINDOS3 zur Verfligung. Es werden

auBerdem die Elemente lod und Germanium unterstitzt.
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e Bei AM1 handelt es sich im Vergleich zu MNDO und MINDO3 um das genaueste
Berechnungsverfahren. Zusétzlich finden die Elemente Brom und Zink

Berlicksichtigung.

Ab Version 3.0 steht mit ZINDO/1 eine Methode zur Verflgung, die besonders zur
Berechnung anorganischer, metallorganischer und bioanorganischer Verbindungen
geeignet ist. Zu diesem Zweck stehen mit Aushahme der Edelgase, die Elemente
Wasserstoff bis Calcium und dariiber hinaus die Ubergangsmetalle Scandium bis
Cadmium zur Verfigung. Zur Berechnung von Komplexen mit gréBeren organischen
Liganden ist die Methode jedoch weniger geeignet, da selbst auf leistungsfahigen
Computersystem extrem lange Berechnungszeiten erforderlich sind. Auf einem Computer
mit 80486-DX2 66 Prozessor ware alleine flir den tripodalen Liganden eine

Berechnungszeit von ca. 6 Wochen erforderlich gewesen.

Sowohl fur Semi-Empirical als auch fir Molecular Mechanics stehen die Minimierungs-
algorithmen Steepest Descent, Fletcher Reeves, und Polak-Ribiere zur Verfigung.

AusschlieBlich fir MM+ kann zuséatzlich Block Diagonal Newton Raphson eingesetzt

werden.

Grundsatzlich gilt fur den Einsatz von Molecular Modelling, daf3 selbst bei Verwendung
schneller Berechnungsmethoden ein relativ hoher Zeitaufwand einzukalkulieren ist. Es

sollte folglich eine sorgfaltige Vorauswahl der zu berechnenden Molekiile stattfinden.

1.8 Auswahl geeigneter Tripodanden

Wie bereits in Kapitel 1.6 gezeigt, bieten sich Technetium-Tripodandkomplexe aufgrund
ihrer geringen GroéBe als Parasubstituenten fir Phenylalanin an. Die Beispiele aus
Abbildung 5 (Kapitel 1.6) zeigen, daf3 Stickstoff als Verzweigungsstelle der Alkylketten-
arme sinnvoll ist. Uber das freie Elektronenpaar des Stickstoffs ist eine weitere
koordinative Bindung zum Zentralatom mdoglich. Die Alkylkettenenden des Tripodanden
soliten mit Schwefel, Stickstoff oder Sauerstoff besetzt sein, da Technetium zu diesen

Atomen eine hohe Affinitat besitzt.

Die Diaminodithiol-**"Tc-Komplexe haben gezeigt, daB bei Verwendung zweier
Schwefel-, und zweier Stickstoff-Donoratomen eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht,

einen stabilen neutralen Komplex zu erhalten. Auf tripodale Verhéltnisse Gibertragen sollte
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diese Kombination zu einem stabilen, neutralen und kompakten Technetiumkomplex

fahren.

Zur Abschatzung der sterischen Verhéltnisse in entsprechenden Technetiumkomplexen
wurden Berechnungen mit Alchemy Il durchgeflihrt, die spater mit Hyperchem bestatigt
werden konnten. Von besonderem Interesse waren Aussagen bezlglich der idealen
Alkylkettenlange der Polypodandarme. Zu Vergleichszwecken wurde zuséatzlich die

Berechnung eines **"Tc-DADT-Komplexes durchgefiihrt.

n=3 Tc-DADT-Komplex

Abbildung 6: Mdgliche Technetiumpodandkomplexe der Struktur N{{CH2)nS)2(CH2)aNHTcO mit unterschied-
licher Alkylkettenlange und der kleinste Tc-DADT-Komplex
(Hyperchemberechnung)
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Verwendete Programmoptionen fir Alchemy Il

e Maximum lterations: 32000
e Minimizer Cutoff: 0,001

Verwendete Programmoptionen flir Hyperchem:

e Molecular Mechanics Force Field: MM+
e Molecular Mechanics Optimization Algorithm: Polak-Ribiere

e Termination Condition RMS Gradient of: 0,01 kcal/(A mol) or max. 800 cycles

Die Ergebnisse dieser Berechnungen (Abbildung 6) zeigen, daB Tripodanden mit nur
einer CHy-Gruppe und einem Heteroatom je Arm zu Komplexen mit sehr hoher
Ringspannung flhren. Tripodanden, deren Arme aus drei CH,-Gruppen und einem
Heteroatom bestehen, bilden sterisch zu anspruchsvolle Komplexe. Ideale Eigenschaften
bezlglich GréBe und Ringspannung zeigen Komplexe, deren Podandarme aus je zwei

CHx-Gruppen und einem Heteroatom aufgebaut sind.

Um Einfilisse der Phenylalanin- auf die Komplexkomponente des chiméaren Néhistoffs
zu berucksichtigen, wurde mit Alchemy Il und spater mit Hyperchem die
energieminimierte Konformation des Technetium-Tripodandkomplex-Phenylalaninkon-
jugats berechnet. Zur Gegenlberstellung der beiden chimaren Nahrstoffe wurde eine
entsprechende Berechnung auch fir Melphalan durchgefuhrt. Von besonderem Interesse
hierbei waren die Abmessungen der beiden Parasubstituenten. Fir beide Programme

wurden dieselben Optionen wie zuvor verwendet.

Das Ergebnis der Berechnung mit Alchemy |l zeigt, daB3 die maximale Ausdehnung des
Tripodandkomplex-Parasubstituenten mit 0,60 nm unter der des Melphalan-

Parasubstituenten mit 0,63 nm liegt.

Die spater mit Hyperchem durchgefiihrten, exakteren Berechnungen (Kapitel 4.2,
Tabelle 38) ergaben sogar eine gréBere Differenz zwischen den beiden Molekiilen. Die
maximale Ausdehnung des Tripodandkomplex-Parasubstituenten liegt mit 0,61 nm
deutlich unter der des Melphalan-Parasubstituenten mit 0,72 nm (Abbildung 7). Eine
zusétzlich durchgefiihrie Vermessung des einfachsten DADT-Tc-Komplexes ergab einen

Wert von 0,79 nm.

Somit hat ein Technetium-Tripodandkomplex-Phenylalaninkonjugat aus sterischer Sicht

gute Chancen vom Carrier fiir gro3e neutrale Aminosauren ins Hirn befordert zu werden.
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0,72 nnr

Melphalan

4¢—— 0,61 nm—————Pp

Tc-Podand-Komplex

Abbildung 7: Maximale Ausdehnung der Phenylalaninsubstituenten (Hyperchemberechnung)

Greig et al. haben jedoch gezeigt, daB neben einer geringen Affinitdt zum Carrier-

protein auch die Bindung an Blutplasmabestandteile wie Serum Albumin ein begren-

zender Faktor sein kann.“® Da diesbeziigliche Vorhersagen jedoch kaum méglich sind,

kénnen nur experimentelle Untersuchungen kléren, ob es zu einer Bindung zwischen

Technetium-Tripodandkomplex-Phenylalaninkonjugat

kommt.

und Blutplasmabestandteilen
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2 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit war die Synthese eines Technetium-Radiopharmakons, dal3 als
chimarer Nahrstoff mit Hilfe des Carriers flr gro3e neutrale Aminosduren ins Hirn
gelangen solite. Als Tragerkomponente des chimaren Nahrstoffs sollte Phenylalanin und
als radiopharmakologisch wirksamer Bestandteil ein in Paraposition gebundener
Technetium-Tripodandkomplex dienen. Der Komplex solite die folgenden Eigenschaften

aufweisen:
e Ladungsneutralitat
e geringe rdumliche Ausdehnung

e hohe thermodynamische und kinetische Stabilitat

Zunachst sollte ein geeigneter Technetium-Tripodandkomplex ohne Phenylalanin-
komponente synthetisiert werden. Die Podandarme des Liganden sollten aus je zwei CHx-

Gruppen und einem Heteroatom aufgebaut sein.

Komplexierungsversuche sollten mit kommerziell erhalilichen Tripodanden wie Tris(2-
hydroxyethyl)amin und Tris(2-aminoethyl)amin (TREN) durchgefiuhrt werden.

Sollten diese Arbeiten nicht zu einem stabilen neutralen Komplex flhren, ware der
Tripodand N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin zu synthetisieren. Aufgrund zweier
Schwefel- und zweier Stickstoffdonoratome bringt dieser Tripodand optimale Voraus-
setzungen zur Bildung eines stabilen neutralen Technetiumkomplexes mit, jedoch ist zur

Darstellung eine mehrstufige organische Synthese erforderlich.

Nach Erhalt des Tripodanden sollten Komplexierungsver-

suche mit Technetium sowie Untersuchungen zur

Ladungsneutralitat durchgeflihrt werden (Abbildung 8). N-‘,
Tc
. - . / \ /N
AnschlieBend sollte das Phenylalanin-Tripodandkonjugat S / / 5
synthetisiert werden. Da eine direkte Bindungsknipfung 0
zwischen Tripodand und Phenylalanin nicht durchflihrbar o
Abbildung 8: Favorisierter
war, sollte das Molekil in einer vielstufigen organischen Tripodandkomplex

Synthese unter Verwendung diverser Schutzgruppen-
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techniken vollstandig neu aufgebaut werden.

Nach AbschluB der Ligandsynthese sollten Komplexierungsversuche mit *9Tc durchge-

fuhrt werden.

SchlieBlich soliten die zuvor anhand des langlebigen **Tc erarbeiteten Komplex-

99m

synthesebedingungen auf den ™" Tc-Bereich Ubertragen werden.

Mit dem so erhaltenen chiméaren Nahrstoff sollten zeitabhingige Organverteilungs-

experimente an Mausen durchgeflihrt werden.
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3 Experimenteller Teil

Auf der Suche nach geeigneten Parasubstituenten fur Phenylalanin wurden zunéchst

Komplexierungsversuche mit verschiedenen Tripodanden durchgeflihrt.

3.1 Komplexierungsversuche mit kauflichen Tripodanden

Aus 6konomischen Griinden wurden zundchst kommerziell erhaltliche Tripodanden mit
Technetium zur Reaktion gebracht. Zum Einsatz kamen Tris(2-hydroxyethyl)amin und
Tris(2-aminoethyl)amin. Es wurde eine Vielzahl von Vorversuchen durchgefiihrt, in deren
Verlauf verschiedene Reaktionsparameter, wie Temperatur, Reduktionsmittelart und
-menge, Reaktionszeit und Konzentration der Edukte variiert wurden. Als geeignetes
Reduktionsmittel erwies sich Natriumborhydrid. Bei Verwendung von Natriumdithionit
bildete sich nur mit Tris(2-aminoethyl)amin ein Technetiumkomplex, mit Tris(2-hydroxy-

ethyl)amin kam es zur Bildung von Technetiumdioxid-Hydrat.

Aufgrund unterschiedlicher Reaktionsbedingungen konnten insgesamt vier
verschiedene Technetiumkompiexe erhalten werden. Enischeidend {lr die Entstehung
unterschiedlicher Komplexe bei gleichem Liganden waren vor allem Reaktionstemperatur,
Reduktionsmitiel- und Ligandmenge. Die im folgenden beschriebenen Verfahren beruhen

auf einer weitgehenden Optimierung hinsichtlich der Reaktionsfiihrung.

3.1.1 Komplexierungen mit Tris(2-hydroxyethyl)amin (Abbildung 9)

Je nach Reaktionsbedingung wurde ein dunkelvioletter bzw. ein braunroter Komplex

erhalten.

N
\
Tc

H
+ NH,TcO, + NaBH, HpO > z\///\ 0
0]

) o

O
N
/// \/\OH o

(mdogliche Komplexstruktur)

HO

Abbildung 9: Darstellung eines Tris(2-hydroxyethyl)amin-Technetiumkomplexes
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3.1.1.1 Versuchsbeschreibungen

3.1.1.1.1 Komplexierung bei Raumtemperatur und hohem Ligand/Reduktions-

mitteliiberschuBB

Ansatz:

Tris(2-hydroxyethyl)amin: 1 mi(7,5 mmol)
Ammoniumpertechnetat (1 %ige waBr. Lsg.): 0,5ml  (0,0277 mmol)
H20O (bidest.): 4 ml

Natriumborhydrid (30,3 %ige waBr. Lsg.): 2 mi(16 mmol)
Durchfiihrung:

Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur in einem 10 ml Rundkolben pH-kontrolliert
durchgefiihrt. 1 ml Tris(2-hydroxyethyl)amin wurde vorgelegt und mit 0,5 ml Ammonium-
pertechnetatldsung versetzt. Nach Zugabe von 4 ml Wasser wurden 2 ml Natriumbor-
hydridlésung unter kraftigem Rulhren zugetropft. Wéahrend einer Reaktionsdauer von
45 Minuten konnte eine kontinuierliche Farbintensivierung von hell- nach dunkelviolett

beobachtet werden.

Der zu Anfang der Reaktion abgelesene pH-Wert von 12 blieb wéhrend der gesamien

Reaktionszeit konsiant. Nach Reakiionsende lag eine tief dunkelvioletie L.dsung vor.

3.1.1.1.2 Komplexierung bei 40 °C

Ansatz:

Tris(2-hydroxyethyl)amin (1 vol%ige wéBr. Lsg.): 2 ml (0,15 mmol)

Ammoniumpertechnetat (1 %ige wafr. Lsg.): 1 ml (0,0553 mmol)
H.O (bidest.): 2ml

Natriumborhydrid (1 %ige waBr. Lsg.): 2,1ml (0,555 mmol)
Durchfihrung:

Die Reaktion wurde bei 40 °C in einem, mit IntensivriickfluBkihler versehenem, thermo-
statisierbaren ZweihalsreaktionsgefaB durchgefiihrt. 2 ml  Tris(2-hydroxyethyl)amin
wurden vorgelegt und 1 ml Ammoniumpertechnetatlésung zugegeben. Nach Aufflllen mit
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2 ml Wasser wurden unter kraftigem Rihren 2,1 ml Natriumborhydridlésung zugetropft.

Unmittelbar nach der Borhydridzugabe setzte eine Farbreaktion ein.

Wahrend der Reaktionsdauer von 45 Minuten war eine kontinuierliche Farbintensi-
vierung von braunrot nach dunkelbraunrot zu beobachten. Die pH-Bestimmung ergab
einen Wert von 10,1. Die Temperatur im Innenraum des ReaktionsgefaBes wurde auf

exakt 40 °C gehalten. Nach Reaktionsende lag eine dunkelbraunrote Lésung vor.

3.1.2 Komplexierungen mit Tris(2-aminoethyl)amin (Abbildung 10)

Je nach Reaktionsbedingung wurde ein goldbrauner bzw. ein dunkelgriiner Komplex

erhalten.

NH,

S N

H,O
+ NHTcO, + NaBH, —2 o /Ti "
N |
// N 5 NH

HN— NH,

2
(mogliche Komplexstruktur)

Abbildung 10: Darstellung eines Tris(2-aminoethyl)amin-Technetiumkomplexes

3.1.2.1 Versuchsbeschreibungen

3.1.2.1.1 Komplexierung bei Raumtemperatur und hohem Ligand/Reduktions-

mitteliiberschuf3

Ansatz:

Tris(2-aminoethyl)amin: 1,13 ml (7,5 mmol)
Ammoniumpertechnetat (1 %ige wafdr. Lsg.): 0,5ml  (0,0277 mmol)
H.O (bidest.): 4 ml

Natriumborhydrid (30,3 %ige wafdr. Lsg.): 2ml (16 mmol)

Durchfiihrung:

Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur in einem 10 ml Rundkolben durchgefuhrt.
1,13 ml Tris(2-aminoethyl)amin wurde vorgelegt und mit 0,5 ml Ammoniumpertechnetat-
I6sung versetzt. Nach Zugabe von 4 ml Wasser wurden unter kraftigem Rulhren 2 mi
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Natriumborhydridiésung zugetropft. Wéahrend einer Reaktionsdauer von 45 Minuten
konnte eine kontinuierliche Farbintensivierung von hell- nach tief goldbraun beobachtet

werden.

3.1.2.1.2 Komplexierung bei 40 °C

Ansatz:
Tris(2-aminoethyl)amin (1 vol%ige wéaBr. Lsg.): 2,25 ml (0,15 mmol)
Ammoniumpertechnetat (1 %ige wéBr. Lsg.): 1ml (0,0553 mmol)

H.O (bidest.): 2ml
Natriumborhydrid (1 %ige wafr. Lsg.): 2,1 ml (0,555 mmol)
Durchfiihrung:

Die Reaktion wurde bei 40 °C in einem, mit IntensivriickfluBkiihler versehenem, thermo-
statisierbaren ZweihalsreaktionsgefaB durchgefiihrt. 2,25 ml Tris(2-hydroxyethyl)amin
wurden vorgelegt und mit 1 ml Ammoniumpertechnetatldsung versetzt. Nach Zugabe von
2 ml Wasser wurden unter kraftigem Rahren 2,1 ml Natriumborhydridldsung zugetropft.
Eine Minute nach der Borhydridzugabe seizte eine Farbreakiion ein. Wahrend der
Reaktionsdauer von 60 Minuten war eine kontinuierliche Farbintensivierung von
dunkelgriin nach tief dunkelgriin zu beobachten. Die pH-Bestimmung ergab einen Wert
von 9,1. Die Temperatur im Innenraum des ReaktionsgefdfRes wurde auf exakt 40 °C

gehalten. Nach Reaktionsende lag eine tief dunkelgriine Lésung vor.
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3.1.3 Untersuchungen zur Lipophilie der Komplexe

Um Aussagen uber die Lipophilie der Komplexe zu erhalten, wurden pH-abhangige
Extraktionsversuche mit 1-Octanol und Diethylether durchgefiihrt. Der Verteilungskoeffi-
zient 1-Octanol/Wasser wird in der Regel zur Lipophiliebestimmungen von Substanzen

verwendet.

Die Untersuchungen wurden in einem pH-Bereich von pH 6,9 bis pH 14 durchgefihrt.
Die Einstellung des pH-Werts erfolgte jeweils mittels 1 %iger HCl bzw. 1 %iger NaOH.

Bei keinem der Komplexe kam es zu einer Anreicherung in der organischen Phase.

3.1.4 Ladungsbestimmung der Komplexe

Stellvertretend fir alle vier entstandenen Komplexe wurden der braunrote Tris(2-
hydroxyethyl)amin-Technetiumkomplex und der dunkelgriine Tris(2-aminoethyl)amin-
Technetiumkomplex zur Ladungsbhestimmung ausgewahlt. Die Komplexlésungen wurden
zum einen auf eine mit Kationen-, zum anderen auf eine mit Anionentauscher beladene
Saule gegeben. Als Kationentauscher kam Dowex 50 W x 8, 50-100 mesh in der
Na*-Form und als Anionentauscher Dowex 1 x 8, 50-100 mesh in der CI-Form zum

Einsatz.

Hierbei wurde von der Annahme ausgegangen, dafB3 ein Komplex, der auf einer
Kationentauschersaule retardiert, kationische Eigenschaften aufweist, wohingegen ein
Komplex, der auf einer Anionentauschersaule retardiert, anionische Eigenschaften
erkennen 1aBt. Ein kationischer Komplex solite demnach durch ein Eluens hoher
Kationenkonzentration wieder von der Kationentauschersaule zu eluieren sein, wahrend
ein anionischer Komplex mit Hilfe eines Eluens hoher Anionenkonzentration von der

Anionentauscherséaule zu eluieren sein sollte.

Die durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, daf3 es sich bei dem braunroten Tris(2-
hydroxyethyl)amin-Technetiumkomplex um ein Anion, bei dem dunkelgriinen Tris(2-

aminoethyl)amin-Technetiumkomplex hingegen um ein Kation handelte.
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3.1.5 UV/ViS-Messungen

Der braunrote Tris(2-hydroxyethyl)amin-Technetiumkomplex zeigte deutliche Maxima bei
525 und 585 nm; der dunkelgriine Tris(2-aminoethyl)amin-Technetiumkomplex nur ein

Maximum bei 490 nm.

Da somit davon ausgegangen werden mufBlte, daB ein neutraler Komplex mit Hilfe
kommerziell erhaltlicher Tripodanden nicht zu realisieren ist, wurde die Synthese des
Diaminodithiol-Tripodanden N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin in Angriff genommen.
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3.2 Darstellung des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamins

Der im folgenden beschriebenen vierstufigen Synthese liegen Arbeiten von James Corbin

et al. zugrunde.®”

3.2.1 Bis(2-Benzylthioethyl)amin (Abbildung 11)

NaOCH,CH
/\/NH\/\ - HCI + 2 —E2 8
cl Cl HS in Ethanol
S/\/ NH\/\S
+ NaCl

Abbildung 11: Darstellung des Bis(2-Benzylthioethyl)amins

Ansatz:

Natrium: 32,3g (1,4 mol)
Ethanol: 920 ml (15,76 mol)
Bis(2-Chlorethyl)amin-Hydrochlorid: 83 g (0,465 mol)
Benzylmercaptan: 116,75 g (0,94 mol)
Durchfiihrung:

Zur Natriumethanolatreindarstellung wurden 32,3 g zerkleinertes Natrium unter Eis-
kihlung und kraftigem Rihren in 460 ml Ethanol eingetragen. Nach 3 Stunden wurde

unter RickfluB zum Sieden erhitzt, bis eine farblose Losung entstanden war.

In einem thermostatisierbaren 2| ReaktionsgefaB3 mit aufgesetztem RuckfluBkihler
wurden 83 g Bis(2-Chlorethyl)Jamin zusammen mit 460 ml Ethanol vorgelegt. Nach
Zugabe von 116,75 g Benzylmercaptan wurde solange bei 60 °C erhitzt, bis eine klare
Lésung entstanden war. Es wurde auf 5 °C abgekuhlt und innerhalb von 2 2 Stunden bei

kréftigem Rihren die zuvor dargestellte Natriumethanolatlésung zugetropft.

AnschlieBend wurde die Lésung zum Sieden gebracht und 2 % Stunden unter Rickflu3
auf Siedetemperatur gehalten. Zur Abtrennung des ausgefallenen Natriumchlorids wurde
durch einen Blichnertrichter abgesaugt und der Filterrlickstand mit Ethanol gewaschen.

Das orangefarbene Filtrat wurde bei 60 °C und 100 mbar innerhalb von 2 % Stunden
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destillativ im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde in Benzen aufgenommen und
dreimal mit je 50 ml Wasser gewaschen. Das Benzen wurde destillativ im Vakuum

entfernt und der Rickstand anschlieBend in 400 m| Ethanol aufgenommen.

Zur Reindarstellung und Lagerung des Produkts wurde zum Hydrochlorid derivatisiert.
Hierzu wurde das Rohprodukt zunéchst mit 42 ml konz. HCI und anschlieBend mit 800 ml
Diethylether versetzt. Wéhrend der Diethyletherzugabe kam es zu einer so starken
Ausfallung des Hydrochlorids, daB nach volistdndiger Zugabe des Ethers eine nahezu
feste Masse aus Nadelkristallen vorlag. Es wurde auf -20 °C abgekihlt, abgesaugt und
der Ruckstand dreimal mit einer Mischung aus Ethanol und Diethylether im Verhéltnis
6/1 (v/v) gewaschen. Das erhaltene schneeweie Produkt wurde ca. 20 Stunden im

Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 127,45 g (71,72 %)

Schmelzpunki: 127,7 °C

3.2.2 N,N-Bis(2-Benzylthioethyl)-2-aminoacetonitril (Abbildung 12)

g >N H + NaHSO
+ >'=O + KCN 3

’ in DMF

50-55°C

Cs

Fon

©/\S/\/N\/\S/\© + KOH

Abbildung 12: Darstellung des N,N-Bis(2-Benzylthioethyl)-2-aminoacetonitrils

Ansatz:

Bis(2-Benzylthioethyl)amin: 254 g (80 mmol)

Formaldehydlésung (36,5 %ig): 7,58 ml (entspricht 100 mmol Formaldehyd)
Natriumdisulfit: 9,5g (entspricht 100 mmol NaHSO;)
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Kaliumcyanid: 7,04g (108 mmol)
Dimethylformamid: 40 m|
Durchfiihrung:

Darstellung der freien Base:

100 mmol Bis(2-Benzylthioethyl)amin-Hydrochlorid wurden in 200 ml Benzen suspendiert
und mit 55 ml 2 N Natriumhydroxidlésung versetzt. Es wurde zunéachst fur 2 Stunden auf
40 °C erwarmt und anschlieBend bei 30 °C 15 Stunden kraftig gerthrt. Nach Abtrennung
der organischen Phase und destillativem Entfernen des Benzens im Vakuum wurde ein

farbloses Ol erhalten.

Umsetzung:
Zur Aktivierung des Formaldehyds”® (Abbildung 13) ONa H
/
wurde in einem thermostatisierbaren Dreihals- O=S\ + >=O

reaktionsgefa3 mit Tropftrichtern und RuckfluBBkihler

eine Suspension aus 9,5 g Na,S,0s, 0,9 ml H,O und o0 H

30 ml Dimethylformamid vorgelegt und anschlieBend NaO—-isl—l—OH
unter kraftigem Rihren 7,58 ml Formaldehydlésung g H
zugetropft. Es wurde auf 50 °C erhitzi und bei dieser
Temperatur 30 Minuten  kraftig gerlihrt. Nach
weiteren 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden
25,4 g Bis(2-Benzylthioethyl)amin zugetropft und der Tropftrichter mit 10 ml Dimethyl-
formamid nachgesplilt. Eine Lésung aus 7,04 g Kaliumcyanid in 12 ml H,O wurde zur

Abbildung 13: Adduktbildung zur
Aktivierung des Aldehyds

Reaktionssuspension gegeben, woraufhin sich eine pastdése Masse bildete, die sich erst
nach Erwarmen auf 50 °C wieder befriedigend rihren lieB. Nach 15-stiindigem Rihren
bei 50 °C und anschlieBendem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde dreimal mit je

120 ml Diethylether extrahiert.

Zur Reindarstellung und Lagerung des Produkts wurde zum Hydrochiorid derivatisiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden ca. 25 Minuten mit HCI durchgast. Die
untere Phase des so entstandenen Zweiphasensystems wurde abgetrennt und kréftig
gerihrt, was zum spontanen Auskristallisieren des Hydrochlorids flihrte. Es wurde durch
einen Blchnertrichter abgesaugt und der Filterrlickstand mit Diethylether gewaschen. Der
Rickstand wurde nochmals in Diethylether suspendiert, nach kurzem, kréaftigen Rihren

erneut abgesaugt und dreimal mit Diethylether gewaschen. Es wurde 24 Stunden im

Vakuum getrocknet.
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Wichtiger Hinweis:

Da das Produkt Metalloberflachen angreift, sollte anstelle eines Metallspatels ein Porzel-

lanspatel verwendet werden.

Ausbeute: 22,07 g (70,2 %)

Schmelzpunkt: 115,3°-118,6 °C

3.2.3 N,N-Bis(2-Benzyithioethyl)ethylendiamin (Abbildung 14)

Cs
( N
1. LIAIH, in Ether

N
= | s/\/ \/\S - | 2. Kaliumnatriumtartrat
NS NS i

K\NHZ

o0

Abbildung 14: Darstellung des N,N-Bis(2-Benzylthioethyl)ethylendiamins

Ansatz:

N,N-Bis(2-Benzylthioethyl)-2-aminoacetonitril-Hydrochlorid: 10 g (25,45 mmol)

Chloroform: 100 mi
Natriumhydroxidlésung (1 N): 30 mi

Ether (liber LiAlH, getrocknet u. fraktioniert): 100 ml
Lithiumaluminiumhydrid (LiAIH,): 1,9 g (50 mmol)
Kaliumnatriumtartrat (gesétt. wair. Lsg.): 50 mi

Pikrinsaure: 12,49 g (54,5 mmol)

Ethanol: 175 ml
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Durchfiihrung:

Darstellung der freien Base:

Zur Uberfiihrung des Nitril-Hydrochlorids in die freie Base wurden 10 g N,N-Bis(2-Benzyl-
thioethyl)-2-aminoacetonitril-Hydrochlorid in 100 ml Chloroform suspendiert und mit 30 ml
1 N Natriumhydroxidlésung versetzt. Nach 15-stiindigem kréftigen Rihren wurde die

organische Phase abgetrennt und das Lésungsmittel destillativim Vakuum entfernt.

Umsetzung:
Das entstandene hellgelbe Ol wurde in 50 ml trockenem Diethylether geldst und die so

erhaltene Lésung innerhalb von 30 Minuten zu einer gut gerlihrten Suspension aus 1,9 g

Lithiumaluminiumhydrid in 50 ml trockenem Diethylether getropft.

Nach 3 ¥.-stiindigem Sieden unter RiickfluB und anschlieBendem Abklihlen auf Raum-
temperatur wurden 50 ml gesaditigte Kaliumnatriumtartratidsung zugetropft. Es empfiehlt
sich, duBerst vorsichtig zuzutropfen, da die Reaktionsldsung sehr stark aufschdumt. Die
etherische Phase wurde dekantiert und zweimal mit destillietem Wasser gewaschen.
Nach 24-stiindigem Trocknen {ber Kaliumcarbonat wurde das Losungsmittel destillativ im

Vakuum entfernt, worauf ein hellgelbes Ol erhalten wurde.

Da das Hydrochlorid des Produkis nur als Ol anfiel, erfolgte die Aufarbeitung diesmal
Uber das Diprikat.

Zu einer siedenden Pikrinsaurelésung aus 12,49 g Pikrinsaure in 125 ml Ethanol wurde
das in 50 ml Ethanol geldéste Rohprodukt langsam und unter kraftigem Rlhren zugetropft.

Das zunachst ausgefallene orange Ol kristallisierte erst nach kraftigem Rihren des

Zweiphasensystems. Es wurde abgesaugt und der Rickstand aus zwei Liter Ethanol

umkristallisiert.

Bis zum quantitativen Auskristallisieren vergingen drei Tage. Es wurde erneut
abgesaugt und das intensivgelbe, kristalline Produkt 3 Tage (iber P,Os bei 10 Torr

getrocknet.

Ausbeute: 14,09 ¢ (67,8 %)

Schmelzpunkt: 161 °C
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3.2.4 N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin (Abbildung 15)(79’

N,
AN~ e " ONH,
S S Na in flissigem NH; \
g HS/\/ \/\SH

Abbildung 15: Darstellung des N,N-Bis(2-Mercaptoethylethylendiamins

Ansatz:

N,N-Bis(2-Benzylthioethyl)ethylendiamindipikrat: 14,09 g (17,25 mmol)

Benzen: 250 mi
Natriumhydroxidiésung (0,2 N): 525 mi
Ether: 160 ml
Ammoniak (verflissigt): ca. 250 ml
Salzséaure (1 N): 140 mli
Ethanol/2-Propanol (Mischungsverhaltnis 2:1): 200 ml
Chloroform: 100 mi
Durchfiihrung:

Darstellung der freien Base:
Zur Uberfiihrung des Dipikrats in die freie Base wurden 14,09 g N,N-Bis(2-Benzylthio-

ethyl)ethylendiamindipikrat in 250 ml Benzen suspendiert und mit 375 ml Natrium-
hydroxidlésung (0,2 N) versetzt. Nach kraftigem Rlhren wurde die organische Phase
abgetrennt, dreimal mit je 50 ml Natriumhydroxididsung und ein weiteres Mal mit 50 ml
Wasser gewaschen. Es wurde Uber Kaliumcarbonat getrocknet und das L&sungsmittel
anschlieBend destillativim Vakuum entfernt. Das so erhaltene bernsteinfarbene Ol wurde

15 Stunden bei 5 * 10 Torr getrocknet und anschlieBend in 20 ml Diethylether geldst.

Umsetzung:
Sowohl die weitere Reaktion als auch die Aufarbeitung wurden vollstédndig unter

Argon-Schutzgasatmosphédre durchgefihrt. Zum Rihren muBte ein Glasrihrfisch
verwendet werden, da ein PTFE-Rilhrfisch unter den hier beschriebenen

Reaktionsbedingungen vom Reaktionsmedium angegriffen wird.

In einen mit Aceton-Trockeneis auf -73 °C gekihiten Dreihalsrundkolben wurde so

lange gut getrocknetes Ammoniakgas eingeleitet bis ca. 250 ml Ammoniak einkon-
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densiert waren. Nach Zugabe des in 20 mi Ether gelésten N,N-Bis(2-Benzylthio-
ethyl)ethylendiamins wurde unter kraftigem Rihren so lange Natrium in ca. 100 mg
Stlicken zugegeben, bis die hierdurch hervorgerufene Tiefdunkelblaufarbung der Reak-
tionslésung auch nach 15-minitiger Wartezeit nicht wieder verschwand. Anschlie3end

wurde der restliche Ammoniak innerhalb von 15 Stunden im Argonstrom aus dem Reak-

tionsgefal vertrieben.

Der Ruckstand wurde mit einer Mischung aus 140 ml 1N HCI und 140 mi Ether
versetzt, Die wéBrige Phase wurde abgetrennt, das Wasser destillativim Vakuum entfernt
und der kristalline Riickstand ca. 3 Tage (iber P,Os bei 107 Torr getrocknet.

Der erhaltene Feststoff wurde griindlich zerkleinert und mit 200 mi eines siedenden
Gemischs aus 134 ml Ethanol und 66 ml 2-Propanol versetzt. Es wurde unter kraftigem
Rihren 3 Stunden refluxiert, wobei darauf zu achten war, daB3 die beim Riihren entste-
hende gummiartige Masse den Riihrfisch nicht festsetzt. Ein groBer elliptischer Riihrfisch
und standige Kontrolle des ReaktionsgefaBes waren zwingend erforderlich. Der Feststoff
wurde mittels Heif3filtration abgetrennt und das Filtrat mit 100 mi Chloroform versetzt.

Zum mdoglichst quantitativen Auskristallisieren wurde die Loésung 15 Stunden stehenge-

lassen.

Nach dieser Zeit hatten sich farblose Nadeln gebildet. Es wurde unter Argon durch eine
5er Fritte abgesaugt und der Riicksiand wiederum unter Argon dreimal mit 2-Propanol
gewaschen. Das aus grofB3flachigen weif3en Plattchen bestehende Produkt wurde 3 Tage

bei 10 Torr Uiber P,Os getrocknet.

Ausbeute: 1,83 g (41,9 %)

Schmelzpunkt: 118°-119,5 °C
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3.2.5 Analyse

gemessen: berechnet:
Kohlenstoff: 28,60 % (+ 0,1 %) Kohlenstoff: 28,46 %
Stickstoff: 11,10 % (£ 0,2 %) Stickstoff: 11,06 %
Wasserstoff: 7,62 % (£ 0,18 %) Wasserstoff: 7,16 %
Schwefel: 26,3 % (0,6 %) Schwefel: 25,32 %

3.2.6 Infrarotspektroskopie®*"

N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid wurde im KBr-PreB3ling gegen Luft
gemessen. Die problemlose Zuordnung der Infrarotbanden bestétigt die Struktur des

Produkts (Tabelle 3).

Tabelle 3: Zuordnung der gemessenen Infrarotbanden des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydro-

chlorids

Wellenzahl Zuordnung Literatur Anmerkung

3425 cm’ NH 3350 +3550 cm” -

2960 cm™ CH,-Gruppe 2855 - 2940 cm’™ 2 Banden

2635 cm’ S-H Oberschwingung 2630 - 2780 cm” -

2490 cm” R-S-H 2500 - 2600 cm’™ S-H v-Schwingung

2420 cm’™ HNR,* CI” ~ 2500 cm’”’ -

2170 cm™ -NHz* 1820 - 2220 cm”’ -

-1 -1 ‘

1583 cm § R-NH;" 1500 om » NH,* 8-Schwingung
u. 1479 cm u. 1600 cm

1446 cm” CH,-Gruppe 1455+ 10 cm” CH, 8-Schwingung
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Tabelle 3: Zuordnung der gemessenen infrarotbanden des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydro-

chlorids (Fortsetzung)

Wellenzahl Zuordnung Literatur Anmerkung
1350 cm™ C-S 1280 - 1400 cm”” -
1284 cm’” CH,-Gruppe 1300+ 20 cm” CH, 8-Schwingung
1257 cm” CHy-SH ~ 1250 cm’™ CH, 8-Schwingung
u.1 1 1623021:_1 R-CHz-NH, 1115+ 85 cm’” 2 Banden
1069 cm’™ CH,-Gruppe ~ 1060 cm™ -
977 cm” C-N 950 - 1000 cm CN §-Schwingung
952 cm”’ CH,-Gruppe 955 30 cm”’ CH, 8-Schwingung
878 cm™ CH,-Gruppe 875+ 15 cm’ CH, 8-Schwingung
832 cm™ CH,-Gruppe 820 + 30 cm’”’ -
783 cm™ R-CH,-NH, 810+ 100 cm” -
717 cm™ CH,-Gruppe ~ 720 cm’” -
554 cm™ C-S 500 - 600 cm”’ CS 8-Schwingung
502 cm™ NRs 480 - 510 cm™ -

3.2.7 UV/VIS-Spekirum

Die Messung des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorids wurde in Me-
thylenchlorid durchgeflihrt. Das Hydrochlorid zeigt ein Maximum bei 220 nm und ein

weiteres bei 251 nm.

Die Messung des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamins wurde in Chloroform durch-

geflihrt. Der freie Ligand zeigt ein Maximum bei 254 nm.
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3.2.8 NMR-Spektren(81’85'91)

Alle NMR-Spektren wurden in DO aufgenommen.

HS
CH;—CH
2 W
4 or
NH——CH,
» 1
.
CHz—CH, ,CHs—NH; Cr
HS

Abbildung 16: Numerierung der Atome des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorids
zur Zuordnung der gemessenen 'H- und "*C-Resonanzen

3.2.8.1 C-NMR-Spekiroskopie

Das Spektrum zeigt die folgenden vier Signale:
0 =22,53 ppm, & = 38,16 ppm, & = 52,44 ppm und & = 58,65 ppm.

Diskussion des >C-NMR-Spelkirums

13C-Verschiebungen lassen sich anhand empirischer inkrement-Systeme berechnen.®"

Far aliphatische Verbindungen gilt die folgende Formel:

8, =-23+Y Ann +S, furalleC (Grant-Paul-Regel)
K

0 =-2,3 entspricht dem Verschiebungswert von Methan, zu dem die Inkremente Ayny
addiert werden. Relativ zum berechneten Kohlenstoff wird (ber alle Positionen

k=a, B, vy, § & summiert. n, steht fir die Anzahl der Kohlenstoffatome in k-Stellung. Fur

A gelten die folgenden Zahlenwerte:

A, =+9,1 A =-25 A =+0,2
A,=+9,4 A, =+0,3

Far tertidre und quartare Kohlenstoffatome und ihre direkten Nachbarn muf3 zusétzlich

eine sterische Korrektur S; vorgenommen werden (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Angabe der sterischen Korrekturwerte S;,

(81)

C, (héchstsubstituiertes Nachbar-C-Atom)

G
(betrachtetes C-Atom) | —cl;—
—CH, —CHz— —CH— |
primar: —CH, 0 0 -1,1 -3,4
sekundar: —CH;— 0 0 -2,5 -7,4
tertiar: — CH— 0 3,7 9,5 15,0
) |
quartar: —C— -1,5 -8,4 -15 -25

Zur Bericksichtigung funktionelier Gruppen gilt die folgende Formel:

0,(RX) = 6,;(RH) + 1y, +S,,

Werte fir Ix sind entsprechenden Tabellenwerken zu entnehmen.

k=0, B, 7, 8)

far alle G

Berechnung des Polypodanden sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Verwendetes Inkrementsystem zur Abschétzung der '3C-Verschiebungen

(81)

Die Werte zur

Substituent X k=o k= B k= Y k=96
-SH 10,6 11,4 -3,6 -0,4
-NRs 30,7 5,4 7,2 -1,4

Inkrementberechnungen der Kohlenstoffatome des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)-

ethylendiamin-Hydrochlorids:

C1:

2,3 +A(9,1) +2:A,(9,4) +2°A (-2,5) + Si,(-2,5) + k(30,7) + k,(5,4) + 2k (-0,4)

= 53,4 ppm

C2:

2,3+ A(9,1) +2°A (-2,5) + 2A,(0,3) + S,(0) + k(30,7) + k,(5,4)

= 38,5 ppm
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C3/C3":
2,3+ A(9,1) +2A (9,4) + A(-2,5) + S.(-2,5) + k(30,7) + k,(-1,4) + k(11,4) + k(-0,4)

= 60,9 ppm

ca/Ca’;
2,3+ A(9,1) +2°A (-2,5) + A(0,3) + A(0,3)+ S, (0) + k (10,6) + k,(5,4)

=18,4 ppm

Es ergibt sich somit eine eindeutige Zuordnung (Tabelle 6):

Tabelle 6: Zuordnung der gemessenen und berechneten 13C-NMF!-Verschiebungen des N,N-Bis(2-Mercapto-
ethyl)ethylendiamin-Hydrochlorids

Kohlenstoff Nr. | & gemessen 8 berechnet Abweichung
i 52,44 ppm 53,4 ppm 1,83 %
2 38,16 ppm 38,5 ppm 0,89 %
3,3 58,65 ppm 60,9 ppm 3,84 %
4,4 22,53 ppm 18,4 ppm 18,33 %

3.2.8.2 'H-NMR-Spektroskopie

Tabelle 7: Zuordnung der gemessenen 1H—NMF!-Verschiebungen des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylen-
diamin-Hydrochlorids

Nr. 8 gemessen Integral | b otonen | Vergleichsspektren | 8 Vergleichs-

in mm substanz

[CH]-1 3,33 ppm | 110,01 2 (CHsCH2)sNH Br 3,18 ppm

[CH.]-2 322ppm | 101,10 2 H,NCH,CH,NH, - 2HCI | 3,41 ppm

[CH;]-3,3 | 3,15ppm | 206,38 4 (CH3):NCH,CH,SH 3,45 ppm
HNCHCH,SH 3,0 ppm

[CH:-4,4 | 28ppm | 2047 4 CHaCH.SH 2,44 ppm

CH3CH,CH,SH 2,54 ppm
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Diskussion des 'H-NMR-Spekirums

Zur eindeutigen 1H-NMF!—Signalzuordnung waren Inkrementberechnungen nicht erforder-

lich, da entsprechende Vergleichsspektren zur Verfligung standen.

N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid besitzt in unmittelbarer Nachbar-
schaft zum Schwefel zwei und in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem positiv geladenen
Stickstoff vier Kohlenstoffatome. Es ergeben sich somit zwei Gruppen. Anhand von
Vergleichsspektren (Tabelle 7) kann eindeutig gezeigt werden, daf3 die Protonen an C4
und C4" die niedrigsten Verschiebungswerte aufweisen mussen. Aufgrund der chemi-
schen Aquivalenz beider Kohlenstoffe sollten die Protonen von C4 und C4" die gleichen
Verschiebungen zeigen. Die Integration iber das entsprechende Triplett sollte 4 Protonen

ergeben, was durch das Spektrum bestéatigt wird.

Beziglich der vier verbleibenden Kohlenstoffe ist zu berlcksichtigen, daB zwei
Kohlenstoffe sowohl in o-, als auch in B-Position einen Stickstoffnachbarn aufweisen. Die
beiden verbleibenden Kohlenstoffe haben in a-Position einen Stickstoff- in p-Position
einen Schwefelnachbarn. Vergleicht man die Spekiren von HNCH,CH.NH, *+ 2HCI
(C, = 3,41 ppm) und CH3;CH,NH,* HCI (C_ = 3,08 ppm) so zeigt sich, daB CH,-Protonen,
deren Kohlenstoff ausschlief3lich in a-Position ein Sticksioffatorn aufweisen, die deuilich

niedrigeren Verschiebungswert zeigen. Auch hier sollten aufgrund der chemischen
Aquivalenz beider Kohlenstoffe die Protonen von C3 und C3° die gleichen
Verschiebungswerte zeigen. Die Integration Uber das entsprechende Triplett sollte 4

Protonen ergeben, was durch das Spektrum bestatigt wird.

Die beiden noch nicht zugeordneten Kohlenstoffatome unterscheiden sich darin, daf3
ein Kohlenstoff einen tertiaren, und der andere Kohlenstoff einen primaren Stickstoff als
direkten Nachbarn besitzt. Vergleicht man die Spektren von CHzCH.NH,* HCI (C_ =
3,08 ppm) und CH5CH,)sNH'Br (C, = 3,18 ppm), so zeigt sich, daB Protonen, deren
Kohlenstoff einen primaren Stickstoffnachbarn aufweist, die eindeutig niedrigeren 3-Werte
aufweisen. Die Integrale der beiden zuletzt zugeordneten Tripletts soliten jeweils 2

Protonen entsprechen, was wiederum durch das Spektrum bestéatigt wird.

Alle vier Signale spalten in Tripletts auf, was bedeutet, daB jedes der Tripletts einer

CH,-Gruppe bzw. zwei chemisch aquivalenten CH,-Gruppen zuzuordnen ist.

Alle Tripletts zeigen einen deutlichen Dacheffekt, ein Hinweis darauf, daB sowohl C1
und C2, als auch C3 und C4 bzw. C3’ und C4’ einander unmittelbar benachbart sind.
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3.3 Untersuchungen zur Komplexierung des Technetiums mit
N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin

3.3.1 Komplexierungsversuch ohne pH-Kontrolle mit Natriumborhydrid als

Reduktionsmittel (Abbildung 17)

Zunachst wurde Technetium mit N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid
nach Reduktion von TcO, mit Natriumborhydrid komplexiert. Da die Reaktion nicht pH-
kontrolliert durchgefihrt wurde, kam es ausschlieB3lich zur Bildung von Technetiumdioxid-

Hydrat.

H,0
+ NH,TcO, + NaBH, - TcO, - Hydrat

N
HS/// \/\SH

Abbildung 17: Komplexierung des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamins mit NaBH4 als Reduktionsmittel

Ansaiz:

N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid

(0,42 %ige wéaBr. Lsg.): iml (16,66 pmol)
Ammoniumpertechnetat (1 %ige walr. Lsg.): 0,1 ml (5,52 pmol)
Natriumborhydrid (1 %ige wéaBr. Lsg.): 2mi  (528,7 ymol)
Durchfiihrung:

Zu 1ml einer 0,42 %igen N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochloridlésung
wurden unter kraftigem Rihren zunachst 0,1 ml 1 %ige Ammoniumpertechnetatlésung
und anschlieBend 1 ml einer 1 %igen Natriumborhydridlésung zugetropft. Unmittelbar
nach Zugabe der Borhydridldsung kam es zur Bildung eines dunkelbraunen Technetium-

dioxid-Hydrat-Niederschlags.
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3.3.2 Komplexierung bei pH 12 mit Natriumborhydrid als Reduktionsmittel
(Abbildung 18)
Die Reaktion wurde nun bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Unterhalb von

pH 12 kam es jeweils zur Bildung von Technetiumdioxid-Hydrat. Oberhalb von pH 12
bildete sich jedoch ein Technetiumkomplex, der mit 1-Octanol extrahiert werden konnte.

NH,
N
+ NH,TcO, + NaBH, H,O /pH12 /Tc d
" — W
HS SH

(mégliche Komplexstruktur)

Abbildung 18: Komplexierung des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamins mit NaBH4 als Reduktionsmittel
bei pH 12

Ansatz:

N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid

(0,42 %ige wabr. Lsg.): 1ml (16,66 pmol)
Ammoniumpertechnetat (1 %ige wabr. Lsg.): 0,1 ml (5,52 pmol)
Natronlauge (4 %ige waBr. Lsg.): 1ml
Natriumborhydrid (1 %ige waBr. Lsg.): 2ml  (528,7 umol)
1-Octanol: 5 mi
Durchflihrung:

Durch Zugabe von 1 ml 4 %iger Natronlauge zu 1 ml einer 0,42 %igen N,N-Bis-(2-
Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochloridlésung wurde die Reaktionsldsung auf einen
pH-Wert von 12 eingestellt. Unter kraftigem Rihren wurde zunéchst 0,1 ml 1 %ige
Ammoniumpertechnetatlésung und anschlieBend 1 ml einer 1 %igen Natriumborhydrid-
[6sung zugetropft. Nach Zugabe der Borhydrididsung kam es nur langsam zur Bildung
einer goldgelben Ldsung. Durch Extraktion mit 1-Octanol trat ein Teil des Komplexes in
die organische Phase Uber. 45 Minuten nach Reaktionsbeginn hatte sich die waBrige
Phase rotbraun geférbt und nach weiteren 2 Stunden war zuséatzlich Technetiumdioxid-
Hydrat ausgefallen. Es war demnach sowohl ein lipophiler, als auch ein hydrophiler

Komplex entstanden.
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Aufgrund der Bildung von Technetiumdioxid-Hydrat muBte von einer geringen Stabilitat
des hydrophilen Komplexes ausgegangen werden. Die nur méBige Anreicherung des
lipophilen Komplexes in der organischen Phase machte es erforderlich, nach einem
geeigneteren Extraktionsmittel zu suchen. Wahrend sich Losungsmittel wie Diethylether
und Toluol als génzlich ungeeignet erwiesen, lie3 sich der Komplex mit Chloroform und

Methylenchlorid problemlos extrahieren.

Ein weiteres Problem ergab sich aus der Bildung zweier Komplexe. Um die Bildung des
hydrophilen Komplexes zu Gunsten des lipophilen Komplexes zurlickzudrangen, war eine

bedeutend selektivere Reaktionsfihrung erforderlich.

Nach Variation verschiedener Reaktionsparameter wie pH-Wert, Temperatur, Redukti-
onsmittel, Extraktionstechnik, Reaktionsdauer, Stdéchiometrie und Reaktionsmedium
erwiesen sich die Parameter Reduktionsmittel, Extraktionstechnik und pH-Wert als ent-
scheidende Kriterien. Es war somit je nach Reaktionsfliihrung mdéglich, entweder den

lipophilen oder den hydrophilen Komplex weitgehend selektiv zu erhalten.

3.3.3 Komplexierung bei pH 14 mit Natriumdithionit als Redukiionsmittel
(Abbildung 19)
H

2
N worme (|
Tc
+ NH,ZTcO, + Na,S,0, H,0 /pH14 Y 3
HNC Y
o}

N
N
AR
HS SH

(maégliche Komplexstruktur)

Abbildung 19: Komplexierung des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamins mit Na2S»04 als Reduktionsmittel

Ansaiz:
N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid: 70 mg (276,4 pmol)
Ammoniumpertechnetat (1 %ige wafr. Lsg.): 0,5ml (27,63 pmol)
Natriumdithionit: 50 mg (287,18 pmol)
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Durchfiihrung:

60 mg N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid wurden in 1 ml H,O und
unter kraftigem Rihren mit 4 %iger Natronlauge auf einen pH-Wert von 14 eingestellt.
Nach Zutropfen von 0,5 ml einer 1 %igen Ammoniumpertechnetatlésung wurden 50 mg
Natriumdithionit zugegeben. Unmittelbar nach Zugabe des Dithionits farbte sich die
Reaktionslésung rotbraun. Die Extraktion eines Komplexes war weder mit 1-Octanol noch

mit anderen Losungsmitteln méglich.

3.3.4 Komplexierung bei pH 14 mit Natriumborhydrid als Reduktionsmittel
und kontinuierlicher Extraktion mit Methylenchlorid (Abbildung 20)

N
\
+ NHTcO, + NaBH, _HO/pH14 [ /@
W
o

(magliche Komplexstruktur)

H,

)

N
N
Hs SH

Abbildung 20: Komplexierung des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamins mit NaBH; als Reduktionsmittel
und kontinuierlicher Extraktion mit Methylenchlorid

Ansatz:

N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid

(0,76 %ige walr. Lsg.): 10 ml (0,3 mmol)
Ammoniumpertechnetat (0,905 %ige wafr. Lsg.): 2ml (0,1 mmol)
Natronlauge (4 %ige waBr. Lsg.): 20 ml
Natriumborhydrid (3,78 %ige waBr. Lsg.): 10 ml (10 mmol)
Methylenchlorid: ca. 300 ml
Durchfiihrung:

10 ml  einer 0,76 %igen N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochloridlésung
wurden unter kraftigem Ruhren mit 20 ml einer 4 %igen Natronlauge auf einen pH-Wert
von 14 gebracht. Nach Zugabe von 2 ml einer 0,905 %igen Ammoniumpertechnetat-
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I6sung wurden unter kraftigem Rihren 10 ml einer 3,78 %igen Natriumborhydridlésung
zugetropft. Wahrend der ersten 10 Minuten nach Zugabe der Borhydridlésung war keine
Farbreaktion zu beobachten. Erst nach dieser Zeit kam es langsam zur Bildung einer
bernsteinfarbenen Lésung. Nach 15 Minuten wurde damit begonnen alle 5 Minuten mit
jeweils 30 ml Methylenchlorid zu extrahieren. Bezlglich der Extraktionsausbeute wurde
innerhalb der folgenden 50 Minuten ein Maximum durchlaufen. Nach dieser Zeit war die

Reaktion so weit zum Stillstand gekommen, daB kaum noch Komplex in die organische
Phase ubertrat.

Die vereinigten organischen Phasen wurden 3 Stunden Uber Kaliumcarbonat getrock-
net. Vor dem Einsatz von Molsieb ist zu warnen, da der Komplex vom Trockenmittel
quantitativ adsorbiert wird. Die Komplexlésung wurde bis auf 20 ml eingeengt und das

Produkt als Lésung gelagert.

3.3.5 UV/VIS-Messung

Der Komplex zeigt in Methylenchlorid ein deutliches Maximum bei 430 nm.

3.3.6 Aufarbeitung des Komplexes

Die Aufarbeitung des Komplexes wurde durch die folgenden Faktoren erschwert:

Der einmal zur Trockne gebrachte oder ausgefallene Komplex war weder in Methy-
lenchlorid noch in 1-Octanol wieder vollstandig I8slich. Mit keinem anderen Lésungsmittel
war das Prazipitat wieder quantitativ in Lésung zu bringen. Eine Aufarbeitung durch

Umkristallisation kam folglich nicht in Betracht.

Es wurden dlnnschichtchromatographische, saulenchromatographische, und
HPL-chromatographische Untersuchung zur Analytik und Aufarbeitung des Komplexes
durchgefiihrt. Da bei den HPLC-Untersuchungen UV/VIS-Detektion und RI-Detektion
gemeinsam zum Einsatz kamen, konnten auch UV-aktive Lésungsmittel wie Nitrobenzol

als Mischungskomponente verwendet werden.

Die folgenden chromatographischen Systeme wurden in verschiedenen Mischungs-

verhéltnissen getestet (Tabellen 8-13).
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Tabelle 8: Lésungsmittelgemische fiir Kieselgel als stationare Phase

Komponente 1

Komponente 2

Komponente 3

Komponente 4

1. Methanol - - -

2. Methylenchlorid - - -

3. Methylenchlorid n-Hexan - -

4, Toluol Ethanol - -

5. Methanol Methylenchlorid - -

6. Benzylalkohol Methylenchlorid Chloroform -

7. Ethanol Methylenchlorid Chloroform -

8. Ethanol Toluol Chloroform -

9. Ethanol Ethylenchlorid Chloroform -

10. Benzylalkohol Methylenchlorid Nitromethan -

11. Benzylalkohol Methylenchlorid Nitrobenzol -

12. Benzylalkohol Methylenchlorid Benzen -

13. Benzylalkohol Toluol Chloroform -

14. Bégéylalkohol Ethylenchlorid ...... Chloroform A
...... 1 5 Ethanm : Acetomtm Chloroform

16 | Ethanol Methylenchlorid | Acetonitrl | -

17. Acetonitril Methylenchlorid Chloroform -

18. Ethanol Methylenchlorid Chloroform Methanol

19. Ethanol Methylenchlorid Chloroform n-Hexan

20. Ethanol Toluol Chloroform n-Hexan

21. Ethanol Ethylenchlorid Chloroform n-Hexan

22. Ethanol Nitromethan Chloroform n-Hexan

23. Ethanol Nitromethan Methylenchlorid n-Hexan

24, Ethanol Nitromethan Ethylenchlorid n-Hexan

25. Benzylalkohol Methylenchlorid Nitromethan n-Hexan

26. Benzylalkohol Methylenchlorid Nitrobenzol n-Hexan

27. Benzylalkohol Methylenchlorid Benzen n-Hexan

28. Benzylalkohol Ethylenchlorid Chloroform n-Hexan

29. Benzylalkohol Toluol Chloroform n-Hexan
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Tabelle 9: Losungsmittelgemische fiir RP-8 als stationdre Phase

Komponente 1 Komponente 2 Komponente 3 Komponente 4
Methanol Wasser - -
2. Tetrahydrofuran Acetonitril Methanol -
3. Ethanol Nitromethan Methylenchlorid n-Hexan

Tabelle 10: L6sungsmittelgemische fiir RP-18 als stationére Phase

Komponente 1 Komponente 2 Komponente 3 Komponente 4
1. Methanol Wasser - -
2. Tetrahydrofuran Acetonitril Methanol -
3. | Ethanol . Nitromethan Methylenchlorid n-Hexan

Tabelle 11: Losungsmittelgemische fir RP-18 (endcapped) als stationére Phase

Komponente i Komponente 2 Komponente 3 Komponenie 4
1. Methanol Wasser - -
2. Methylen?:hlorid ."H-Hexan - -
3. Ethanol Methylenchlorid Chloroform -
4, Ethanol Methylenchlorid Chloroform n-Hexan
5. Ethanol Methylenchlorid Chloroform Triethanolamin

Tabelle 12: Lésungsmitielgemische fiir Zellulose als stationare Phase

Komponente 1 Komponente 2 Komponente 3 Komponente 4
1. Methylenchlorid - - -
2. Ethylacetat n-Hexan - -
3. Methanol Methylenchlorid - -
4, Methylenchlorid n-Hexan - -
5. Ethanol Methylenchlorid Ethylacetat -
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Tabelle 12: Lésungsmittelgemische fiir Zellulose als stationédre Phase (Fortsetzung)

Komponente 1 Komponente 2 Komponente 3 Komponente 4
6. Methylenchiorid Ethylacetat n-Hexan -
7. Ethanol Chloroform Methylenchlorid n-Hexan
8. Ethanol Nitromethan Methylenchlorid n-Hexan
9. Ethanol Nitromethan Methylenchlorid n-Hexan
10. Methanol Methylenchlorid Ethylacetat n-Hexan

Tabelle 13: L6sungsmittelgemische fiir Aluminiumoxid als stationdre Phase

Komponente 1

Komponente 2

Komponente 3

Komponente 4

1.

Ethylacetat

n-Hexan

2.

Ethanol

Chloroform

Methylenchlorid

n-Hexan

Mit keinem der untersuchten chromatographischen Systeme war eine Abtrennung des

Komplexes mdglich.

Die Affinitat des Komplexes zum Tragermaterial war bei allen Materialien auBer
Zellulose so hoch, da3 die Retentionszeiten gegen unendlich gingen. Durch Endcappen
des RP-18-Materials mit Methyltriflat war zwar eine Verbesserung mdéglich, brauchbare

Retentionszeiten konnten durch diese MaBnahme jedoch nicht erreicht werden.

Mit Zellulose als Tragermaterial trat das Affinitadtsproblem bei den Gemischen Metha-
nol/ Methylenchlorid und Ethanol/ Chloroform / Methylenchlorid / n-Hexan nicht auf. Die

Trennleistung dieser Systeme war jedoch unbrauchbar.

Eine Aufarbeitung mittels selektiver Extraktion war ebenfalls nicht méglich. Ligand und
Komplex Iésen sich in 1-Octanol, Methylenchlorid und Chloroform gleich gut. In
Acetonitril, Diethylether, n-Pentan und Toluol ist nur der Ligand Iéslich. Da der Komplex
dem Gleichgewicht bereits wahrend der Synthese extraktiv entzogen wird, liegt nach
Reaktionsende eine organische Komplexlésung vor. Eine Rickextraktion in Wasser ist
aufgrund der hohen Lipophilie des Komplexes nicht durchfiihrbar. Auch das Ausféllen

bzw. zur Trockne bringen des Komplexes ist, wie bereits beschrieben, nicht méglich.
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Durch eine weitere Optimierung der Reaktionsfiihrung war es méglich, das Produkt so
sauber zu erhalten, daB eine eindeutige 'H-NMR- und IR-spektroskopische Charakteri-
sierung des Komplexes gelang. Aufgrund aquimolarer Mengen Ammoniumpertechnetat
und N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid eriibrigte sich die Abtrennung
des Liganden bei vollstindiger Umsetzung. Hierzu war eine Optimierung der

Reduktionsmittelmenge erforderlich.

3.3.7 Komplexierung unter optimierten Reaktionsbedingungen
(Abbildung 21)

NH,
N
+ NHTcO, + NaBH, H20/pH14. /TC s
N HN //\
N\ S
HS/// SH (0]

Abbildung 21: Darstellung des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-oxotechnetium(V)-Komplexes

Ansaiz:

N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid: 38 mg (0,15 mmol)

Ammoniumpertechnetat (0,905 %ige wafr. Lsg.): 3ml (0,15 mmol)
Natronlauge (4 %ige wafr. Lsg.): 13 ml
Natriumborhydrid (3,78 %ige waBr. Lsg.): 5mi (5 mmol)
Chloroform: ca. 150 ml
Durchfiihrung:

38 mg N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorid wurden in 10 ml 4 %iger
Natronlauge geldst, wodurch sich fur die Reaktionslésung ein pH-Wert von 14 ergab.
Nach Zugabe von 3 ml einer 0,905 %igen Ammoniumpertechnetatldsung wurden unter
kréftigem RuUhren 5 ml einer 3,78 %igen Natriumborhydrididésung zugetropft. Erst
20 Minuten nach Reaktionsbeginn war eine schwache Goldgelbfarbung zu beobachten.

Nach dieser Zeit wurde alle 4 Minuten mit je 10 ml Chloroform extrahiert.

Nach Ablauf von einer Stunde war die Reaktion so weit zum Stillstand gekommen, daB

kaum noch Komplex in die organische Phase Ubertrat. Die vereinigten, organischen




48 Experimenteller Teil

Phasen wurden zweimal mit 0,5 N Natronlauge gewaschen und anschlieBBend mit wenig
Natriumsulfat getrocknet. Es empfiehlt sich, nicht mehr Natriumsulfat als erforderlich zu
verwenden, da es zur Adsorption des Komplexes an das Trockenmittel kommt. Die
Lésung wurde destillativ auf 15 ml eingeengt und anschlieBBend in flissigem Stickstoff

gelagert.

3.3.8 Lagerung des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-oxo-

technetium(V)-Komplexes

Der Komplex solite in Chloroform oder Methylenchlorid in flissigem Stickstoff gelagert

werden.

Bei Trockenlagerung unter Argon uber P,Os5 ist der Feststoff nach 25 Tagen nur noch

zu ca. 10 % wieder in Lésung zu bringen.

Die Lagerung in Chloroform oder Methylenchlorid bei Raumtemperatur fihrt innerhalb
kurzer Zeit zur Bildung von léslichen, UV/VIS-spektroskopisch nachweisbaren
Nebenprodukien. Darlber hinaus kommt es bereits nach einem Tag zur Ausfallung eines
braunen, unldslichen Feststoffs. Der in Chloroform oder Methylenchlorid geldste Komplex

ist nach 25 Tagen zu ca. 90% zerfallen.

3.3.9 UV/VIS-Spektrum

Es wurde ein bedeutend besser aufgeléstes Spektrum als zuvor erhalten. Das UV/VIS-
Spektrum wurde in Chloroform aufgenommen. Der Komplex zeigt bei 439 nm und 262 nm

eindeutige Maxima und bei 345 nm eine deutliche Schulter.

Das zu Vergleichszwecken aufgenommene Spektrum des freien Liganden zeigt ein

Maximum bei 254 nm.
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3.3.10 'H-NMR-Spektroskopie®"***"

Da der Komplex nicht zur Trockne gebracht werden durfte (s. Kapitel 3.3.8), war zur

Aufnahme des 'H-NMR-Spektrums eine spezielle Probenvorbereitung erforderlich.

5 ml der Komplexchloroformlésung wurden destillativ bis auf 1 ml eingeengt. Es wurde
1 ml Deuterochloroform zugegeben und erneut bis auf 1 ml eingeengt. Durch fiinfmalige
Wiederholung dieser Prozedur konnte das Chloroform weitestgehend gegen Deutero-
chloroform ersetzt werden. Von der so erhalitenen Komplexdeuterochloroformlésung

wurde ein gut aufgeldstes 'H-NMR-Spektrum aufgenommen.

3
2 H"}C CH, 4

CHz\N\)x “CH,

! Tc H204/
H,C
S
HN
5 S

Abbildung 22: Numerierung der Protonen des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-oxotechnetium(V)-

Komplexes zur Zuordnung der gemessenen 'H-Resonanzen

Tabelle 14: Zuordnung der gemessenen 'H-NMR-Verschiebungen des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylen-

diamin-oxotechnetium(V)-Komplexes

Nr. d Integral Protonen Aufspaltung
1
0 2,91 ppm 80 mm 4 Multiplett
3,3 3,23 ppm 83 mm 4 Multiplett
4,4 2,76 ppm 93 mm 4 Multiplett
5 1,5 ppm 25 mm 1 Singulett
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Diskussion des 'H-NMR-Spektrums

Das Spektrum spaltet in drei eindeutig gegeneinander abgegrenzte Multipletts auf. Diese
Multiplettstruktur war zu erwarten, da die CHy-Gruppen aufgrund ihrer Fixierung im
tricyclischen System nicht mehr frei drehbar sind. Es war demnach nur eine Zuordnung

der Multipletts und nicht der einzelnen Signale méglich.

'H-Verschiebungen lassen sich ebenso wie '°C-Verschiebungen anhand empirischer

Inkrement-Systeme berechnen. Zur Abschatzung von Methylenprotonen gilt die modifi-

zierte Schoolery Regel:®"

8=1,25+I1 +12

Werte flr I; und L sind entsprechenden Tabellenwerken zu entnehmen. Die Werte zur

Berechnung der Komplexverschiebungen sind in Tabelie 15 aufgefiihrt.

Tabelle 15: Verwendetes Inkrementsystem zur Abschatzung der 1H-Verschiebungen(m)

Substituent Inkrement /
-Alkyl 0
-SH, -S-Alkyl 1,3
-NHy, -NH-Alkyl, -N(Alkyl). 1,0

Anhand von Referenzsubstanzen wurde das obige System erweitert (Tabelle 16):

Tabelle 16: Verwendete Referenzsubstanzen fir Korrekturfaktoren

Referenzsubstanz Definition Korrekturfaktor
H,C——CH; CH,
0,91 ppm Schwefel in B-Stellung 0,4 ppm
H,C———CH;——SH (Korry)
1,3 ppm
H,C———CH;——CH,
0,91 ppm .
NHy-Gruppe in B-Stellung 0,2 ppm
H,C———CH;——NH, (Korry)
1,1 ppm
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Tabelle 16: Verwendete Referenzsubstanzen fiir Korrekturfaktoren (Fortsetzung)

H,C—H,C
N————C*
H,C—H,C CH,
254 ppm Hydrohalogenid in o-Stellung 0,64 ppm
H,C—H,C (Korra)
Br
NH- C&
H,C—H,C CH,
3,18 ppm
H,C—H,C
1,00 ppm
N—c*
H,C—H,C CH,
Hydrohalogenid in B-Stellung 0,42 ppm
H,C—H,C (Korry)
1,42 ppm \ Br
/NH*——CH2
H,C—H,C CH,
CH,
2,33 ppm / Unterschiedliche
CH;—N Verschiebungswerte priméarer und 0,4 ppm
\ tertiarer Amine
H,N—H,C CH, (Korrs)
2,74 ppm

Inkrementberechnungen der Protonen des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-

oxotechnetium(V)-Komplexes :

Protonen zu Nr. 1:

1,25 ppm + 1,0 ppm (Amin) + 0,42 ppm (Korr,) + 0,4 ppm (Korrs) = 3,07 ppm

Protonen zu Nr. 2:

1,25 ppm + 1,0 ppm (Amin) + 0,2 ppm (Korr,) + 0,64 ppm (Korr;) = 3,09 ppm




52 Experimenteller Teil

Protonen zu Nr. 3, 3"
1,25 ppm + 1,0 ppm (Amin) + 0,4 ppm (Korr;) + 0,64 ppm (Korr;) = 3,29 ppm

Protonen zu Nr. 4, 4
1,25 ppm + 1,3 ppm (Schwefel) + 0,42 ppm (Korr,) = 2,97 ppm

Alle berechneten Werte fallen geringfligig hoher aus als die gemessenen Verschie-

bungswerte (Tabelle 17).

Tabelle 17: Gemessene und berechnete 1H—NMR-Verschiebungswerte des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylen-

diamin-oxotechnetium(V)-Komplexes

Nr. 6 gemessen 4 berechnet Protonen
1 2,91 ppm 3,07 ppm 2
2 2,91 ppm 3,09 ppm 2
3,3 3,23 ppm 3,29 ppm 4
4,4 2,76 ppm 2,97 ppm 4

Der tertiare Stickstoff weist zusatzlich zu den drei kovalenten Bindungen eine koordi-
native Bindung zum Technetium auf. Um dies bei den Inkrementberechnungen zu
bericksichtigen, wurde der tertidre Stickstoff rein rechnerisch wie ein Hydrohalogenid
behandelt (Tabelle 16). Die Elektronegativitat des Technetiums ist jedoch mit 1,4 bedeu-
tend niedriger als die des Wasserstoffs mit 2,2. Wasserstoff wirkt deutlich starker
entschirmend als Technetium. Von den berechneten Werten ist demnach jeweils ein
geringer Betrag abzuziehen. Unter Beriicksichtigung dieses Korrekturfaktors stimmen die

berechneten Werte sehr gut mit den gemessenen lberein.

Zur eindeutigen Zuordnung des Signals bei 1,5 ppm wurde das Stickstoffproton gegen
Deuterium ausgetauscht. Wie erwartet war das Signal bei 1,5 ppm aufgrund der Substi-

tution nicht mehr auffindbar.

Vergleicht man die erhaltenen Verschiebungswerte mit Literaturangaben zu anderen
Technetiumkomplexen der Oxidationsstufe +5, so weist der vorliegende Komplex keine
Besonderheiten auf. Literaturwerte vergleichbarer Komplexe liegen im Bereich von 1,9 bis
4,68 ppm.®#%) Die Verschiebungswerte des vorliegenden Komplexes stitzen die An-
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nahme der Oxidationsstufe +5, da Technetiumkomplexe anderer Oxidationsstufen haufig

5-Werte unterhalb 0 ppm oder deutlich oberhalb 9 ppm zeigen.

Zu Vergleichszwecken wurde ein 'H-NMR-Spektrum des freien Liganden aufge-

nommen.

Nach Neutralisation des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochlorids mit
Natronlauge wurde mit Chloroform extrahiert und das Lésungsmittel anschlieBend destil-
lativ im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in Deuterochloroform aufgenommen und

von der so erhaltenen Lsung ein "H-NMR-Spektrum aufgenommen.

6

HS
3
4CH2——CH2
N—ct,

4EJH CH .

/ 23 pCHa—NH,
HS

6

Abbildung 23: Numerierung der Protonen des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamins zur Zuordnung der

gemessenen 'H-Resonanzen

Tabelle 18: Gemessene 1H-NMFl-Verschiebungen des freien Liganden N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)-

ethylendiamin

Nr. 5 Integral Protonen Aufspaltung
1
2 2,64 ppm 67 mm 8 Multiplett
3,3
4,4 2,76 ppm 35 mm 4 Triplett
5
6. o 1,75 ppm 35 mm 4 Singulett
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Diskussion des 'H-NMR-Spekirums

Das Spektrum zeigt ein Triplett, ein Singulett und einen Multiplettbereich. Da es in apro-
tischen L&sungsmitteln nicht zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
freiem Ligand und Ld&sungsmittel kommen kann, ist mit inter- und intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen des Liganden zu rechnen. Die hierauf beruhende einge-
schrankte freie Drehbarkeit der CHo-Gruppen flhrt zu Multiplettstrukturen.

Das bereits zur 'H-Spektreninterpretation des Technetiumkomplexes eingesetzte

Inkrementsystem wurde auch fiir den freien Liganden verwendet.
Protonen zu Nr. 1:
1,25 ppm + 1,0 ppm (Amin) + 0,2 ppm (Korr,) = 2,45 ppm

Protonen zu Nr. 2:

1,25 ppm + 1,0 ppm (Amin) + 0,4 ppm (Korrs) = 2,65 ppm

Protonen zu Nr. 3, 3

1,25 ppm + 1,0 ppm (Amin) + 0,4 ppm (Korr;) = 2,65 ppim

Protonen zu Nr. 4, 4

1,25 ppm + 1,3 ppm (Schwefel) + 0,2 ppm (Korry) = 2,75 ppm

Tabelle 19: Gemessene und berechnete 1H-NMF(-Verschiebungswerte des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)-

ethylendiamins

Atom Nr. d gemessen | 3 berechnet Protonen
1 2,64 ppm 2,45 ppm 2
2 2,64 ppm 2,65 ppm 2
3,3 2,64 ppm 2,65 ppm 4
4,4 2,76 ppm. 2,75 ppm 4
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Bis auf die Methylenprotonen zu Nr. 1 ergibt sich eine gute Ubereinstimmung der
berechneten mit den gemessenen Werten (Tabelle 19). Es ist davon auszugehen, daf3
die Abweichung fir diese Protonen im Zusammenhang mit den bereits erwahnten inter-
und intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen steht, deren EinfluB nur schwer

rechnerisch zu berlcksichtigen ist.

Das gemeinsame Signal der NH,- und SH-Protonen setzt einen schnellen Austausch
der Schwefel- und Stickstoffprotonen untereinander voraus. Entsprechende Protonenaus-
tauschreaktionen sind durch die bereits erwahnten inter- bzw. intramolekularen Wasser-

stoffbriickenbindungen zu erklaren.

3.3.11 Infrarotspekiroskopie®’ ¥

Der Komplex wurde im KBr-Pref3ling gegen Luft gemessen.

Tabelle 20: Zuordnung der gemessenen Infrarotbanden des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-

oxotechnetium(V)-Komplexes

Wellenzahi Zuordnung Literatur Anmerkung
3415 cm’™ N-H 3550- 3350 cm”’ N-H v-Schwingung
2915 cm™' und 2925 cm™' und CH, v-Schwingung
2850 cm’” -CH,- 2850 cm” CH, v-Schwingung
1887 cm'™ NR,* 2050 - 1800 cm’™ -
1589 cm™ N-H 1650 - 1560 cm™ N-H 8-Schwingung
1449 cm’™ -CH,- 1470 - 1400 cm™ CH, §-Schwingung
1268 cm” C-S 1400 - 1280 cm” -
1098 cm’™” C-N 1300 - 900 cm” C-N v-Schwingung
910 cm’ Tc=0 900 - 1020 cm’™ Tc=0 v-Schwingung
729 cm’ ~CH,- 780 - 720 cm™ CH, 8-Schwingung
715 cm’™ C-S 800 - 600 cm” -
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Neben der problemlosen Zuordnung der Ligandbanden war vor aliem die Existenz der
Tc=0O-Bande von entscheidender Bedeutung flir die Strukturbeschreibung des
Komplexes. Daruber hinaus ist in Komplexen mit organischen Liganden das
Vorhandensein eines Tc=0-Cores oft ein Charakteristikum flr die Oxidationsstufe +5 des

Technetiums, #8929

3.3.12 Diskussion der analytischen Ergebnisse

Die eindeutige 1H-NMF{-Zuordnung zeigt, daB es zur Komplexbildung zwischen
Technetium und N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin gekommen war. Wahrend das
ausschlieBliche Auftreten von Multipletts im 'H-NMR-Spektrum fiir eine tricyclische
Struktur spricht, legt die Existenz eines Tc=0-Cores die Oxidationsstufe +5 des

Komplexes nahe. Es ist somit anzunehmen, dal3 der beschriebene Komplex erhalten

wurde.

Zur Ladungsbestimmung des Komplexes wurden lonentauscherexperimente und

elektrophoretische Uniersuchungen durchgefuhrt.

3.3.13 Ladungsbestimmung des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-

oxotechnetium(V)-Komplexes

3.3.13.1 lonentauscherexperimente

Da der Komplex als konzentrierte Ldsung auf die lonentauschersaule aufgegeben werden
sollte, wurden zunachst Loésungsversuche durchgefiihrt. Ein geeignetes Lésungsmittel
sollte einerseits den Komplex I6sen und andererseits die beim lonenaustausch
freiwerdenden lonen aufnehmen kénnen. Die bisher verwendeten Komplexlésungsmittel
Chloroform und Methylenchlorid kamen folglich nicht in Frage. AuBer einer geringen
Loslichkeit in Wasser war der Komplex in den beiden folgenden Lésungsmittelgemischen

gut lslich:
e Aceton/Ethanol: Mischungsverhaltnis 1/1 (v/v)

e Ethanol/Wasser: Mischungsverhaltnis 1/1 (v/v)




Experimenteller Teil 57

Da es die besseren Voraussetzungen zum Ldsen freiwerdender lonen mitbringt, wurde
das Losungsmittelgemisch Ethanol/Wasser (Mischungsverhaltnis 1/1) als Eluens
ausgewahlt. Als Kationen- und Anionentauschermaterialien wurden Produkte der Firma

Biorad verwendet:

e Kationentauscher: AG-MP-50 100-200 mesh Na*-Form

e Anionentauscher: AG-MP-1 100-200 mesh CI-Form

Von zwei 25 cm-Flussigkeitschromatographiesdulen wurde eine mit Kationen- und die
andere mit Anionentauschermaterial befiillt. Beide Saulen wurden vor Gebrauch mit dem
Eluens konditioniert. 2 ml Methylenchloridkomplexiésung wurden im Vakuum destillativ
zur Trockne gebracht und der verbleibende Rickstand in 1 ml Eluens so weit wie méglich
gelost. Die unléslichen Bestandteile wurden Uber einen Sartorius RC 25 Spritzenfilter
abgetrennt und das Filtrat auf die Anionentauschersaule gegeben. Da der Komplex ohne
merkliche Wechselwirkung mit dem Anionentauschermaterial von der S&ule eluiert wurde,

konnte dies als Hinweis auf einen nichtanionischen Komplex gewertet werden.

Das Kationentauscherexperiment wurde analog zum Anionentauscherexperiment
durchgefiihit. Nach Auftragung der Komplexlésung auf die Kationentauschersdule kam
es am Kopf der Saule zur Ausbildung eines violettbraunen Bereichs, dessen Position sich

auch nach einstiindigem Eluieren nicht verandert hatte.

Ebenso wie das als véllig neutral geltende TcO-L,L-ECD enthéalt der Tripodandkomplex
Aminkomponenten. Da demnach beide Komplexe protonierbar sind, kann aufgrund des
beobachteten Verhaltens nicht zweifelsfrei auf ein Komplexkation geschlossen werden.
Der Komplex sollte folglich im Basischen wieder von der S&ule zu eluieren sein. Die
experimentelle Bestétigung gelang mit dem Eluens, dessen pH-Wert mit Natronlauge auf

14 eingestellt worden war.

Kationentauscherséulen lassen sich mit Eluentien hoher Na’-lonenkonzentration
wieder regenerieren, wobei die gebundenen Kationen von den im UberschuBB vorlie-
genden Na’-lonen verdréangt werden. Da die Elution des Komplexes somit auch als
Verdrangung des Komplexkations interpretiert werden konnte, waren eindeutige Aussa-
gen zur Ladungsneutralitdt des Komplexes aufgrund des Kationentauscherexperiments

nicht méglich. Zur Klarung der Komplexladung wurden Elektrophoreseuntersuchungen

durchgeflhrt.
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3.3.13.2 Elekirophoreseuntersuchungen des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethy-

lendiamin-oxotechnetium(V)-Komplexes

Zur Berlcksichtigung von Protonierungseinflissen wurde der Komplex bei pH 7, pH 8 und
pH 9 elektrophoretisch untersucht. Die Flachbettelektrophorese wurde in einer Desaga
Desaphor-Kammer bei exakt 18°C unter Argon durchgefiihrt. Als Elektrolyte wurden

Borat-Puffer-Methanolgemische eingesetzt, die wie folgt erhalten wurden:

Ein Gemisch aus 37,2 g H;BO,;, 24 g NaOH und 44,76 g KCI wurde in 6 Liter H,O
geldst und mit 1 N HCI auf pH 8 eingestellt. Die Lésung wurde auf drei GefaBe verteilt.
Um Loésungen der pH-Werte 7, 8 und 9 zu erhalten, wurden zwei der Lésungen mittels 1N
HCIl und 1N NaOH auf pH 7 bzw. pH 9 gebracht. Ausgehend von diesen Pufferlésungen
wurden durch Methanolzugabe Pufferlésung - Methanolgemische im Verhaltnis 40/60

(v/v) hergestellt.

Als Tragermaterial wurde handelsiibliches FlieBpapier der Firma Schleicher und Schill
verwendet. Die stabilisierte Spannung von 500 Voit wurde durch ein Desaga Desatronic
2000/ 300-Netzteil bereitgestellt. Neben dem Komplex wurden drei Referenzsubstanzen

mit definierier Ladung vermessen (Tabelie 21).

Zur Auftragung wurden geséttigte Losungen verwendet, wobei die Referenzsubstanzen
in Ethanol und der Komplex in Methylenchlorid vorlagen. Auf das trockene Tragermaterial
wurden zwei Substanzflecke des Komplexes und je ein Substanzfleck der Referenzsub-
stanzen aufgetragen. Nach vollstandiger Trocknung der Auftragungsbereiche wurde das
FlieBpapier angefeuchtet und unter Vermeidung von Luftblasen auf die Klhlplatte der
Apparatur aufgebracht. Das FlieBpapier wurde so plaziert, dal3 das eine Ende in das
Anodenbecken und das andere Ende in das Kathodenbecken der Apparatur tauchte.

Papier und Elektroden waren mittels Diffusionssperren rdumlich voneinander getrennt.

Da ein Austrocknen des FlieBpapiers wahrend der Messung in jedem Fall zu vermeiden
ist, war die Apparatur mit einer Plexiglashaube abgedeckt und die Papierauflage mit einer

Klhlvorrichtung versehen.
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Tabelle 21: Struktur der Referenzsubstanzen fir die Elektrophorese

H,C \\CHa H:,Cé CH,
AN 4
As, } hs
1. [®Tc(DIARS).Cl,]* als eindeutig L
kationischer Technetiumkomplex As & "‘:As

NaO,S
2. Naphtholblauschwarz B N OO N
(Amidoschwarz) als eindeutig N OH NH, N
anionischer organischer Farbstoff ©/ \©\
NO

CH, CH,
| rlf o
He” N | N Z N e,
3. Kristallviolett (Methylviolett) als NN
eindeutig kationischer organi-
scher Farbstoff
N
H,C~ “CH,

Die eigentiliche Elektrophoresephase dauerte fir jede der drei Messungen 2 Stunden.

Nach Ablauf dieser Zeit wurde wie folgt ausgewertet:

Das gut getrocknete FlieBpapier wurde entlang der Laufrichtung der Tc-Komplexe mit
einer konstanten Geschwindigkeit von 1 cm * min™ unter der MeBsonde eines Telefunken
Strahlungsmonitors vom Typ MS Str 558/2 vorbeigefiihrt. Das Fenster der Sonde war fir
die Auswertung zu einem MeRschlitz verengt worden. Die Impulsraten wurden von einem

ABB-Schreiber in einem Weg-Zeit-Diagramm aufgezeichnet.

Zur mathematischen und graphischen Auswertung der Mef3daten wurde die Tabellen-

kalkulationssoftware Excel 4.0/5.0 der Firma Microsoft verwendet.

Die einzelnen MeBwerte ergaben sich aus der gemessenen impulsrate in Abhangigkeit

von der Distanz zum Startpunkt der Elektrophorese, wobei in Abstdnden von 5 mm
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ausgewertet wurde. Die beiden Laufstrecken des Tripodandkomplexes wurden ebenso
wie die Laufstrecke des Referenzkomplexes je dreimal gescannt. Nach Nullwertkorrektur
wurden die einzelnen MeBwerte in Relation zur Gesamtaktivitat gesetzt, wodurch die
MeBergebnisse als Prozentangaben anfielen. Aufgrund doppelter Auftragung ergaben
sich flr den Tripodandkomplex 6 AktivititsmeBwerte und fiir den Referenzkomplex
aufgrund einfacher Auftragung 3 AktivitatsmeBwerte pro Distanzpunkt. Flr jeden

MeBwert wurden Mittelwert und Standardabweichung bestimmt.

Das Ergebnis der elektrophoretischen Untersuchungen stellt sich wie folgt dar:

Sowohl der kationische als auch der anionische organische Farbstoff bewegten sich
entsprechend ihrer Ladung deutlich in die erwarteten Richtungen, was aufgrund der
intensiven Farbungen problemlos zu verfolgen war. Die Migration der beiden
Technetiumkomplexe war rein optisch nur schwer wahrnehmbar. Um so eindeutiger war

das Ergebnis der meftechnischen Auswertung des Tragermaterials.

Wahrend sich der Referenzkomplex bei pH 7, pH 8 und pH 9 deutlich auf die Kathode
zu bewegt hatte (Abbildung 25 und Abbildung 27), konnte fiir den Tripodandkomplex nur
fur pH 7 (Abbildung 24) eine leichte Wanderungstendenz zur Kathode hin beobachiet
werden. Mit steigendem pH-Wert nahm die Migrationsneigung des Tripodandkomplex
deutlich ab. Wahrend bei pH 8 (Abbildung 26) nur noch minimale Mengen des Komplexes
zur Kathode wanderten, ging die entsprechende Menge flr pH 9 noch weiter zurlck.

Beim Tripodandkomplex handelt sich demnach nicht um ein Komplexkation. Es ist
davon auszugehen, daB die geringe Wanderungstendenz bei pH 7 einer leichten
Protonierungsneigung des Komplexes zuzuschreiben ist. Da der Komplex ebenso wie
TcO-L,L-ECD zwei Aminfunktionen enthalt, ist dieses Verhalten zu erwarten. Es kann

demnach ein Neutralkomplex mit leicht basischen Eigenschaften angenommen werden.
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Abbildung 24: Elektrophorese des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-oxotechnetium(V)-Komplexes
bei pH 7
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Abbildung 25: Elektrophorese des [**Tc(DIARS)2CI2]*-Komplexes als Referenzsubstanz bei pH 7
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Abbildung 26: Elektrophorese des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-oxotechnetium(V)-Komplexes
bei pH 8
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Abbildung 27: Elektrophorese des [**T¢(DIARS).Clo]" -Komplexes als Referenzsubstanz bei pH 8
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3.4 Darstellung des Phenylalanin-Tripodandkonjugats

3.4.1 Syntheseplanung®®''¥

Da zur Darstellung des Phenylalanin-Tripodandkonjugats eine Bindungskniipfung
zwischen dem bereits synthetisierten Tripodanden und Phenylalanin nicht méglich war,
mufBte das Molekul in einer Totalsynthese neu aufgebaut werden. Planungstechnisch

waren die folgenden Kriterien zu beachten:

e Enantioselektive Synthese des L-Phenylalaninderivats
e Schutz funktioneller Gruppen

e Regioselektive Reaktionsfiihrung

e Konvergente Synthesefiihrung

e Selektive Abspaltbarkeit der Schutzgruppen

e Maximale Ausbeute der einzelnen Reaktionsstufen

Es wurde der in Abbildung 28 gezeigte siebenstufige Syntheseplan erarbeitet bzw. im

Laufe der experimentellen Arbeiten modifiziert. Folgende Punkte verdienen besondere

Beachtung:

1. Da nur L-Phenylalanin vom Organismus metabolisiert wird, war eine enantioselektive
Reaktionsflihrung erforderlich. Basierend auf Arbeiten von Seebach et al. wurde die
Aminosdurekomponente des Molekils entsprechend Stufe 4 des Syntheseplans

enantioselektiv aufgebaut.

2. Die fur die Synthese des N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamins verwendete Benzyl-
schutzgruppe konnte nicht eingesetzt werden, da deren Abspaltung zur Zerstérung
des Molekuls gefuhrt hatte. Nach entsprechenden Vorversuchen erwies sich die
Tritylschutzgruppe als am besten geeignet. Jedoch muBte aufgrund der hohen
sterischen Anspriche dieser Gruppe mit einer Abschirmung des reaktiven Zentrums
bei Stufe 3 und4 gerechnet werden, was eine angepaBte Reaktionsfithrung

erforderlich machte.
3. Der urspriingliche Syntheseplan sah den mit 3°, 4" und 5" gekennzeichneten Weg vor.

Da eine selektive benzylische Bromierung entsprechend Stufe 5°, jedoch nicht

realisierbar war, muf3te der urspringliche Syntheseplan modifiziert werden.
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4. Stufe 3 war ausschlieBlich propionsaurekatalysiert durchflihrbar.

5. Als extrem verlustreich erwies sich Reaktionsschritt Nr. 5, da zum Auffinden eines
geeigneten, selektiven Reduktionsmittels fast 90 % an Edukt verbraucht wurden.

6. Die Reaktionsschritte 5 bis 7 muBten vollstandig unter Schutzgas durchgeflihrt
werden.

7. Aufgrund der erheblichen MolekilgroBe war die Kristallisation einiger Produkte stark
behindert bzw. unméglich. Es konnten in diesen Fallen nur amorphe Gemische

erhalten werden.
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Abbildung 28: Syntheseplan der (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-amino-ethyl}-phenyl}-

propansauredarstellung
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3.4.2 Bis(2-Tritylthioethyl)amin

NaOCH,CH
CI/\/NH\/\CI - HCI + 2 HS O — 278,

in Ethanol
:! S/\/NH\/\S !: : + NaCl

Abbildung 29: Darstellung des Bis(2-Tritylthioethyl)amins

Ansatz:

Bis(2-Chlorethyl)amin-Hydrochlorid: 79,43 g (0,445 mol)

Tritylmercaptan: 248,76 g (0,9 mol)
Natrium: 30,93¢g (1,345 mol)
Ethanol: 960 ml

HCI (konz.): 40,2 ml
Durchfiihrung:

Natriumethanolatdarstellung:

Zu 30,93 g feinzerkleinertem Natrium wurden unter RickfluB und kraftigem Ruhren
520 ml Ethanol getropft. Nach zweistindigem Ruihren bei Raumtemperatur wurde

1 Stunde unter RickfluB zum Sieden erhitzt.

Umsetzung:

In einem mit P,Os-Trockenrohr versehenem thermostatisierbaren 2| Reaktionsgefaf3
wurden 79,43 g Bis(2-Chlorethyl)amin-Hydrochlorid und 248,76 g Tritylmercaptan in
440 ml Ethanol suspendiert. Innerhalb einer Stunde wurde die zuvor hergestellte
Natriumethanolatlésung unter kréaftigem Ruhren zugetropft. Die Reaktionssuspension
wurde wahrenddessen auf exakt 5 °C gehalten. Es wurde 2 %2 Stunden unter Ruckfluf3
und kraftigem Rihren auf 83°C gehalten und anschlieBend unter Ruhren auf

Raumtemperatur abkiihlen gelassen.
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Die Reaktionssuspension wurde dekantiert und der an GefaBboden und -wand
haftende schwefelgelbe Riickstand (Rlckstand 1) zun&chst im verschlossenen Gefal3
belassen. Es wurde durch eine 4rer Fritte abgesaugt, viermal mit Ethanol gewaschen und
das Produkt wie folgt aus dem Filterriickstand herausgewaschen:

Der Rickstand wurde in Essigsaureethylester suspendiert, ca. 5 Minuten unter kraftigem
Ruhren und RuckfluB zum Sieden erhitzt und durch eine 4rer Fritte abgesaugt. Diese

Prozedur wurde zweimal wiederholt.

Die Filtrate wurden vereinigt, langsam auf Raumtemperatur abgekihlt und zur
quantitativen Kristallisation mehrere Tage stehengelassen. Nach dieser Zeit wurde
dekantiert und der Feststoff viermal mit Ethanol gewaschen. Es wurde im Exsikkator bei

ca. 102 Torr 24 Stunden Uber P.Os getrocknet.

Der im Reaktionsgefa3 verbliebene gelbe Feststoff (Rilckstand 1) wurde in 350 mi
Benzen suspendiert und durch eine 4rer Fritte abgesaugt. Das Filtrat wurde destillativ auf
ca. 100 ml eingeengt und mit 350 ml Ethanol versetzt. Nach 24stiindigem Stehenlassen
bei Raumtemperatur wurde das Prézipitat aus Kristallen und gelbem Ol abgetrennt und
aus Essigsaureethylester umkristallisiert. Zur quantitativen Kristallisation des Produkts

waren mehrere Tage erforderlich.

Nach Absaugen durch eine 4rer Fritte wurde viermal mit Ethanol gewaschen. Es wurde
24 Stunden im Exsikkator bei ca. 102 Torr tiber P,Os getrocknet. Beide Produkichargen
wurden DC-rein erhalten (stationdre Phase: Kieselgel 60 F-254; mobile Phase:
Essigsaureethylester/Heptan Mischungsverhéltnis 2/3 (v/v); Entwicklung mit 0,2%iger

ethanolischer Ninhydrinlésung).

Ausbeute: 109,0 g (39,4 %)

Schmelzpunkt: 130,6 °C
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3.4.2.1 'H-NMR-Spektroskopie®"**%"

Tabelle 22: Zuordnung der gemessen 'H-NMR-Verschiebungswerte des Bis(2-Tritylthioethyl)amins

Gruppe 8 Integral Protonen Aufspaltung
Trityl- 7,35 ppm 45 mm 30 Multiplett
-CH,-S- 2,31 ppm 6 mm 4 Triplett
-CH,-N- 2,30 ppm 6 mm 4 Triplett
-NH- 1,35 ppm 3 mm 1 Singulett

Das 1H-NMR-Spektrum wurde in Deuterochloroform aufgenommen. Die eindeutige

Signal- und Integralzuordnung bestatigt Zusammensetzung und Struktur des Produkts.

3.4.2.2 Infrarotspektroskopie

(80-84)

Das Produkt wurde im KBr-PreBling gegen Luft gemessen.

Tabelle 23: Zuordnung der gemessenen Infrarotbanden des Bis(2-Tritylthioethyl)amins

Wellenzahl Zuordnung Anmerkung

3440 cm’ N-H N-H v-Schwingung
3050 cm™ Aromat C-H v-Schwingung
2920 cm’™’ CH,-Gruppe C-H v-Schwingung

1414 fscgrrg;ngnd Aromat C=C v-Schwingung
1114 cm™ C-N C-N v-Schwingung

699 cm™ und Aromat C-H 8-Schwingung (charakteristisches
42 o Muster flir monosubstituierte Aromaten)
621 cm’” C-S C-S v-Schwingung
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Die gemessenen I|R-Banden entsprechen der erwarteten Produktstruktur und

-zusammensetzung.

3.4.3 4-Brommethylbenzaldehyd

H CH, 'I' CH, H H
I )\/ \)\ . l 1

- = Al in Chlorbenzol -
o ?@C N H,C CH, o P ?AQ‘C‘\O

H in Hexan

Abbildung 30: Darstellung des 4-Brommethylbenzaldehyds

Ansaiz:

4-Brommethylbenzonitril: 6g (30,6 mmol)
Diisobutylaluminiumhydrid: 5,23 g (36,8 mmol)
Chlorbenzol: 60 ml
Durchfiihrung:

Zu einer Losung aus 6 g 4-Brommethylbenzonitril in 60 ml Chlorbenzol wurden bei 0 °C
unter kraftigem Rlhren innerhalb von 25 Minuten 5,23 g in 36,8 ml Hexan geldstes
Diisobutylaluminiumhydrid getropft. Nach einstlindigem, kraftigem Ruhren bei 0 °C wurde
die Reaktionslésung in einen 500 ml Schiitteltrichter Uberfihrt. Zunachst wurden 100 ml
Chloroform und anschlieBend 100 ml 10 %ige HCI zugegeben. Nach zehnminitigem,
kraftigem Schitteln wurde die organische Phase abgetrennt und die wéBrige Phase noch
zweimal mit je 50 ml Chloroform gewaschen. Die organischen Phasen wurden vereinigt
und mit Na,SO, getrocknet. Das Lésungsmittel wurde destillativ im Vakuum entfernt und
das bereits kristalline Produkt aus ca. 15 ml Benzol umkristallisiert. Es wurde durch eine
4rer Fritte abgesaugt, dreimal mit Diethylether gewaschen, und das aus wei3en Nadeln

bestehende Produkt bei 10 Torr getrocknet.

Ausbeute: 3,19 (50,1 %)

Schmelzpunkt: 97,7 °C
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3.4.3.1 'H-NMR-Spektroskopie®"**"

27 3
CH=CH o)
1 \ V4
Br—CH;—C C—CH
\ 4 4
CH—CH
2 3

Abbildung 31: Numerierung der Protonen des 4-Brommethylbenzaldehyds zur Zuordnung

der gemessenen 'H-Resonanzen

Tabelle 24: Zuordnung der gemessenen 1H-NMR-Verschiebungen des 4-Brommethylbenzaldehyds

Nr. 5 Integral Protonen Aufspaltung
1 4,52 ppm 40 mm 2 Singulett
2,2 7,05 ppm 40 mm 2 Feimstrutur
3,3 7,85 ppm 40 mm 2 Dgplet‘t mit

Feinstruktur
4 10,025 ppm 18 mm 1 Singulett

Das 'H-NMR-Spektrum wurde in Deuterochloroform aufgenommen. Von besonderer
Bedeutung waren das Carbonyl- und das CH,Br-Signhal. Wahrend das Carbonylsignal bei
10,025 ppm ein Beweis flr die Umsetzung der Cyanogruppe zur Carbonylgruppe war,
konnte aufgrund des CH.Br-Signals bei 4,52 ppm davon ausgegangen werden, daf3 die

CH.Br-Gruppe wie gefordert nicht reagiert hatte.

Anhand der eindeutigen Signal- und Integralzuordnung konnten somit Zusammenset-

zung und Struktur des Produkts bestétigt werden.
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3.4.4 N,N-Bis(2-Tritylthioethyl)-2-amino-2-(4-brommethylphenyl)acetonitril

) SR @

KClI
Propionséaure O S/\/N
in Benzol 1 +

Abbildung 32: Darstellung des N,N-Bis(2-Trityithioethyl)-2-amino-2-(4-brommethylphenyl)acetonitrils

Ansatz:

4-Brommethylbenzaldehyd: 19 (5 mmol)
Bis(2-Tritylthioethyl)amin: 1,779 (2,84 mmol)
Kaliumcyanid: 0,26 g (3,94 mmol)
Propionséaure: 2,5ml (33,5 mmol)
Benzol: 15 ml

Natriumhydrogensulfit (38-40 %ige Lsg.): 3 ml (15,5 mmol)

Durchfiihrung:

Nach Zugabe von 0,26 g feingemérsertem Kaliumcyanid zu einer Lésung aus 1,77 g
Bis(2-Tritylthioethyl)amin in 7 ml Benzol wurden 2,5 ml Propionsaure langsam unter
kréftigem Rihren zugetropft. Innerhalb von 10 Minuten wurde unter weiterem kréftigem

Rihren der in 6 ml Benzol geloste 4-Brommethylbenzaldehyd zugetropft. Es wurde mit

2 ml Benzol nachgesplilt und 5 Tage bei Raumtemperatur gertihrt.
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AnschlieBend wurde dreimal mit je 40 ml 1 N NaOH gewaschen. Zur Abtrennung des
Uberschiissigen Brommethylbenzaldehyds wurde dreimal mit je 3 ml 38-40 %iger
Natriumhydrogensulfitibsung gewaschen, wobei jedesmal mindestens 20 Minuten kréftig
geschttelt wurde. Nach 12stiindigem Trocknen mit Na,SO, wurde die organische Phase
Uber einen Sartorius RC 15 Spritzenfilter gegeben. Das Lésungsmittel wurde destillativ im

Vakuum entfernt und das erhaltene, fast glasartige Ol in der Siedehitze in 70 ml

absolutiertem Ethanol geldst.

30% des Losungsmittels wurden anschlieBend destillativ im Vakuum entfernt und die
entstandene Suspension so lange unter Rickflul3 zum Sieden erhitzt bis wieder eine klare
Lésung entstanden war. Die noch heiBe Lésung wurde moglichst schnell Uber einen
Sartorius RC 25 Spritzenfilter gegeben und das Filtrat mindestens 8 Stunden im
Kihlschrank stehen gelassen. Es wurde durch eine 5er Fritte abgesaugt, zweimal mit

kaltem Ethanol gewaschen und der weiBe Riickstand 24 Stunden im Exsikkator bei 10

Torr getrocknet.

Ausbeute: 1,12 g (47 %)

3.4.4.1 'H-NMR-Spektroskopie®"*>*"

Tabelle 25: Zuordnung der gemessenen 'H-NMR-Verschiebungen des N,N-Bis(2- Trityithioethyl)-2-amino-2-

(4-brommethylphenyl)acetonitrils

Gruppe b Integral Protonen | Aufspaltung
alle aromatischen ;
Protonen 7,275 ppm 200 mm 34 Multiplett
-CHR-CN 4.5 ppm 5,5 mm 1 Singulett
-CH,-Br 4,475 ppm 10,5 mm 2 Singulett
~-CH,-S- und .
-CH,-N- 2,225 ppm 42 mm 8 Triplett

Das 'H-NMR-Spektrum wurde in Deuterochloroform aufgenommen. Von besonderer
Bedeutung war das CHR-CN-Signal bei 4,5 ppm und das CH,-Br-Signal bei 4,475 ppm.
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Anhand des gemeinsamen Auftretens dieser beiden Signale und des passenden
Integralverhéltnisses kann davon ausgegangen werden, daB es zur gewlnschten
Reaktion zwischen der Carbonylgruppe des 4-Brommethylbenzaldehyds und der
Aminfunktion des Bis(2-Tritylthioethyl)amins kam.

Anhand der eindeutigen Signal- und Integralzuordnung konnten somit Struktur und

Zusammensetzung des Produkts bestétigt werden.

3.4.5 (S,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[cyano-bis-(2-
tritylthioethyl)-aminomethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon

\ 3
CH, N 0
Br
- H.C—
H,C 3 H
: & N
=~ ’ B/OC CH2
\ | CH,4 (|3H3 ?Ha
CHy N © _CH___CH
+ HGC—F( H H,C N+ CH,
(\N Cs, e, N7 Li R
S Boc M in THF K\N Cs
~ N
TRT < :
S STRT
TRT THT= !
~
TRT

Abbildung 33: Darstellung des (S,S8)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyi-5-{4-[cyano-bis-(2-tritylthioethy!)-

aminomethyl]-benzyi}-4-imidazolidinons

Ansatz:

N,N-Bis(2-Tritylthioethyl)-2-amino-2-(4-brommethylphenyl)acetonitril: 359 (42,17mmol)
(S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-4-imidazolidinon: 13,46 g(52,5 mmol)
Lithiumdiisopropylamid-THF-Komplex (1,5 M Lsg. in Cyclohexan): 35 ml (52,5 mmol)

Durchfiihrung:
Die Reaktion wurde in gut getrockneten Glasgeraten unter Argon durchgefiihrt. Zur
Trocknung der Glasgerate wurden diese unmittelbar vor der Reaktion mittels Gasbrenner

ausgeheizt und mit trockenem Argon gespllt. Es wurde absolut trockenes




74 Experimentelier Teil

Tetrahydrofuran verwendet, das unmittelbar vor der Reaktion durch dynamische
Trocknung Uber Molsieb 0,5 nm vollstandig entwassert worden war. Fir die Reaktion
wurde ein 250 ml Einhalskolben mit Naturkautschukseptumaufsatz verwendet. Zur

Kihlung der Reaktion wurde ein Aceton/Trockeneis-Kaltebad verwendet.

Zu 35 ml 1 M Lithiumdiisopropylamidiésung wurden langsam bei -50 °C unter kraftigem
Ruhren mittels Injektionsspritze 13,46 g in 70 ml Tetrahydrofuran geléstes (S)-2-t-Butyl-1-
t-butyloxycarbonyl-3-methyl-4-imidazolidinon getropft. Zur quantitativen Lithiumenolat-
bildung wurde 40 Minuten bei -50 °C weitergerihnt. Es wurde auf -75 °C abgekuhlt und
bei dieser Temperatur 35 g in 52,5 ml Tetrahydrofuran gelostes N,N-Bis(2-Tritylthioethyl)-
2-amino-2-(4-brommethylphenyl)acetonitril zligig Uber eine Injektionsspritze zugegeben.
Nach funfstindigem Rihren bei - 75 °C wurde innerhalb von 20 Minuten auf Raum-
temperatur erwdrmt und mit 62 mi einer gesattigten Ammoniumchloridlésung gewaschen.
Die organische Phase wurde filtriert und das Lésungsmittel destillativ im Vakuum entfernt.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte mittels MPL-Chromatographie (MPLC). Das Roh-
produkt wurde in 60 ml einer 56/200 (v/v) THF/Hexan-Mischung aufgenommen und

unter den folgenden Bedingungen chromatographiert:

e Eluens: THF/Hexan 560ml/2000m|
e Innenmafe der Saule: 230 mm x 49 mm

e Sdaulenflllung: Kieselgel Si 60

e Detektion: UV 254 nm

e Flow: 30 mi/min

e Druck: 3 bar

e Zeitdauer: 100 min

e Aufgabemenge: 5 ml Produktlésung

e Probenvorbereitung: Filterung Gber Sartorius SRP 25 Spritzenfilter

Trotz besserer Auflésung bei 1 ml Aufgabemenge (Abbildung 34) wurden aus Zeit-
grinden 5 ml Produktlésung pro Trennung (Abbildung 35) aufgegeben. Bei 1 ml
Aufgabemenge ware zur Aufarbeitung des Produkts eine Zeitdauer von 100 Stunden und
eine Losungsmittelmenge von 180 Litern erforderlich gewesen. Da jeweils nur die
Fraktion von 48 bis 65 Minuten weiterverarbeitet wurde, konnte trotz schlechterer

Aufldésung ein hochreines Produkt erhalten werden.
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. Aufgabemengé: Tml

Abbildung 34: MPL-Chromatogramm der (S, S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[cyano-bis-(2-
tritylthioethyl)-aminomethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon-Abtrennung

Aufgabemenge: 1 ml

L‘Aufg’abermienge: 5 ﬁl E

0 20,00 40,00 60,00 80,00 100,0 120,0 Min.

Abbildung 35: MPL-Chromatogramm der (S, S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[cyano-bis-(2-
tritylthioethyl)-aminomethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon-Abtrennung
Aufgabemenge: 5 ml

Nach Abschlul3 der MPL-Chromatographie wurden die Produktfraktionen vereinigt und
das Ldsungsmittel destillativim Vakuum entfernt.
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Zum Entfernen des Ldsungsmittels sollte ein mdoglichst groBer Kolben verwendet
werden, da das Produkt kurz vor der Trockne sehr stark aufschaumt. Es wurde im
Exsikkator bei 10? Torr getrocknet. Das Produkt wurde DC-rein erhalten (stationére
Phase: Kieselgel 60 F-254; mobile Phase: Essigsaureethylester/ Tetrahydrofuran
Mischungsverhéltnis 1/2 (v/v); Entwicklung in der Jodkammer).

Ausbeute: 15 g (35,5 %)

3.4.5.1 'H-NMR-Spektroskopie®"®°"

Abbildung 36: Numerierung der Protonen des (S,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[cyano-bis-
(2-tritylthioethyl)-aminomethyl]-benzyl}-4-imidazolidinons zur Zuordnung der gemessenen

'H-Resonanzen

Das 1H-NMR-Spektrum wurde in Deuterochloroform aufgenommen. Das Spektrum zeigt
fast alle Signale der beiden Komponenten N,N-Bis(2-Tritylthioethyl)-2-amino-2-(4-brom-
methylphenyl)acetonitrii und (S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-4-imidazolidinon

im korrekten Integralverhéltnis.
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Das Fehlen des CH»-Br-Signals zeigt, daf3 eine Substitution des Broms stattgefunden
hat. Die geminalen Protonen der ehemaligen CH>-Br-Gruppe spalten nun in Dupletts
gleicher Kopplungskonstante auf, was durch eine eingeschréankte freie Drehbarkeit der
CH,-Gruppe zu erklaren ist. Aufgrund des sterisch sehr anspruchsvollen Moleklls war ein

entsprechendes Verhalten zu erwarten.

Anhand der eindeutigen Signal- und Integralzuordnung konnten somit Struktur und

Zusammensetzung des Produkts bestatigt werden.

Tabelle 26: Zuordnung der gemessenen 1H-NMF!-Verschiebungen des (S,5)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-
methyl-5-{4-[cyano-bis-(2-tritylthioethyl)-aminomethyl]-benzyl}-4-imidazolidinons

Nr. ) Integral Protonen Aufspaltung

1 0,92 ppm 29 mm 9 Singulett
2 4,6 ppm 2,5 mm 1 Singulett
3 1,49 ppm 28 mm 9 Singulett
4 2,75 ppm 7,5 mm 3 Singulett
5 4,3 ppm 3 mm 1 Multiplett

6 3,2 ppm 2,5 mm 1 Duplett (14 Hz)

7 3,825 ppm 2,5 mm 1 Duplett (14 Hz)
8u.12,12 7,25 ppm 110 mm 34 Multiplett
9 4.5 ppm 2,5mm 1 Singulett
10,10 u. 11,11° 2,2 ppm 23 mm 8 Multiplett
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3.4.6 (S,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[2-amino-1-bis(2-
tritylthioethyl)-aminoethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon

CH, GH,
CHy N__0 CH, N_ O
HSC+< I:H HSC+< :H
’/,/ N ‘e,
CH, N “CH, CHy | “Ch,
Boc e H Boc
8 Li"
\ L.
B
A\
) CH,
H,C _

S > s _NH
TRT NN Oy, TR "N R
TRT= | ) H
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Abbildung 37: Darstellung des (S,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyi-3-methyl-5-{4-[2-amino-1-bis(2-
tritylthioethyl)-aminoethyl]-benzyl}-4-imidazolidinons

Ansatz:

(S,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[cyano-bis-(2-tritylthioethyl)-

aminomethyi]-benzyl}-4-imidazolidinon: 1,508 g (1,5 mmol)
Lithiumtriethylborhydrid (1 M Lésung in Tetrahydrofuran): 6 ml (6 mmol)
Tetrahydrofuran: 12 mi
Durchfihrung:

Die Reaktion wurde in einem mit Gummiseptum verschliossenen 25 ml Kolben unter
Feuchtigkeitsausschluf3 durchgefiihrt. Hierzu wurde vor Reaktionsbeginn durch den mit
Septum verschlossenen Kolben via EinlaB- bzw. AuslaBinjektionsnadel 15 Minuten
trockenes Argon hindurchgeleitet. Es wurde absolut trockenes Tetrahydrofuran
verwendet, das unmittelbar vor der Reaktion durch dynamische Trocknung Uber Molsieb

0,5 nm volistandig entwassert wurde.

Zu 6 ml einer auf 0°C gekuhiten 1 M Lithiumtriethylborhydrid-Tetrahydrofuranlésung
wurden unter kraftigem Rihren Uber eine Injektionsspritze das in 6 ml Tetrahydrofuran
geldste (8,8)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[cyano-bis-(2-tritylthioethyl)-




Experimenteller Teil 79

aminomethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon bei konstant 0°C zlgig zugegeben. Nach 75
Minuten bei 0°C wurde mit 12 ml H,O hydrolysiert.

Das Loésungsmittel wurde destillativ im Vakuum entfernt und der Rickstand unter
kraftigem Ruhren in Tetrahydrofuran aufgenommen. Nach Abtrennung der unldslichen

Bestandteile mittels Sartorius RC 25 Spritzenfilter wurde Uber Natriumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wurde destillativ im Vakuum entfernt und der Riickstand 12 Stunden

bei 102 Torr getrocknet.

Zum Entfernen des Ldsungsmittels sollte ein méglichst groBer Kolben verwendet

werden, da das Produkt kurz vor der Trockne sehr stark aufschaumt.

Ausbeute: 1,1 g (73,3 %)

3.4.6.1 'H-NMR-Spekiroskopie®"***"

Abbildung 38: Numerierung der Protonen des (S,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[2-amino-
1-bis(2-tritylthioethyl)-aminoethyl]-benzyl}-4-imidazolidinons zur Zuordnung der gemessenen

'H-Resonanzen
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Tabelle 27; Zuordnung der gemessenen 1H-NMFl-Verschiebungen des (S,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-
methyl-5-{4-[2-amino-1-bis(2-tritylthioethyl)-aminoethyll-benzyl}-4-imidazolidinons

Nr. 5 Integral Protonen Aufspaltung
1 0,9 ppm 21 mm 9 Singulett
2 4,56 ppm 2 mm 1 Singulett
3 1,45 ppm 21 mm 9 Singulett
4 2,3 ppm 7,5 mm 3 Singulett
5 4,26 ppm 2 mm 1 Multiplett
6 3,14 ppm 2 mm 1 Duplett (14 Hz)
7 Von Lésungsmittelsignalgruppe verdeckt
8u. 12,12° 7,25 ppm 68 mm 34 Multiplett
Multiplett (partiell von
9 3,65 ppm 2 mm 1 Ldsungsmittelsignal-
gruppe verdeckt)
10, 107w, 11, 11”7 2,14 ppm 15 mm 8 Multipleit
13 2,24 ppm 4 mm 2 Multiplett

Das 'H-NMR-Spektrum wurde in Tetrahydrofuran-ds aufgenommen. Im Vergleich zum
Vorlauferspektrum ist aufgrund der CN-Hydrolyse ein Multiplett bei 2,24 ppm
hinzugekommen, das den CHx-Protonen der CHx-NH,-Gruppe (Nr. 13) entspricht. Proton
Nr. 9 zeigt eine deutliche Hochfeldverschiebung, die mit dem Wegfall der entschirmenden
Cyanogruppe zu erkléren ist. Eine Zuordnung von Proton Nr. 7 war nicht méglich, da der

entsprechende Bereich von einer der beiden Lésungsmittelsignalgruppen verdeckt wurde.

Anhand der eindeutigen Signal- und Integralzuordnung konnten somit Struktur und

Zusammensetzung des Produkts bestatigt werden.
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3.4.7 (S,S)-2-t-Butyl-3-methyl-5-{4-[2-amino-1-bis(2-mercaptoethyl)amino-
ethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon

T
HSC§;<N 0
N : H N _
HSC H N ’/,// H NH

CH, CH Trifluoressigséure /
° 8 NH, Triethylsilan R NH
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o~/
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Abbildung 39: Darstellung des (S,5)-2-t-Butyl-3-methyl-5-{4-[2-amino-1-bis(2-mercaptoethyl)amino-ethyl]-

benzyl}-4-imidazolidinons

Ansatz:
(S,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[2-amino-1-bis(2-tritylthioethyl)-amino-
ethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon: 1,569 (1,485 mmol)

Triethylsilan: 0,95 ml (6 mmol)
Trifluoressigsaure: 36 ml
Durchfiihrung:

Die Reaktion wurde vollstandig unter Argon durchgefihrt.

Zu 1,59 (S,S)-2-t-Butyl-1-t-butyloxycarbonyl-3-methyl-5-{4-[2-amino-1-bis(2-tritylthio-
ethyl)-aminoethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon wurden unter kréftigem Rihren 36 ml Trifluor-
essigsaure zugegeben. Nach Zutropfen von 950 ul Triethylsilan wurde 2 Stunden bei

Raumtemperatur kréftig gerthrt.

Nach Abtrennung der uniéslichen Bestandteile (ber einen Sartorius SRP 15
Spritzenfilter wurde das Lésungsmittel bei 55°C mit Argon vertrieben. Hierzu war der
Kolben mit einem innenseitig teflonbeschichteten Spezialseptum verschlossen, durch das

zum Durchleiten des Argons zwei dilnne Teflonschlauche gestoen waren. Die aus dem
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Kolben herausgetriebene Trifluoressigsdure wurde in einem geklhliten Gefafl

kondensiert.

Das nur noch wenig Trifluoressigséure enthaltende Produkt wurde ohne weitere
Aufarbeitung in die Folgereaktion eingesetzt. Der wahrend der Reaktion ausgefallene
Feststoff konnte anhand von 'H-NMR-Vergleichsspektren eindeutig als Triphenylmethan

identifiziert werden. Die Abspaltung der Tritylgruppen war demnach gelungen.

Ausbeute (Rohprodukt): 591 mg (93,7 %)

3.4.8 (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-

phenyl}-propanséure

CH
CH, \° o o. 0
HC\® N ]
N i H M2
HSC H NH ", HaN s
"CH, CH,

Dowex 50 W x 8 (H*-Form)
in 0,75 %iger HCI
NH olg NH

v e
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Abbildung 40: Darstellung der (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl}-phenyl}-

v

propansaure

Ansatz:

(S,S)-2-t-Butyl-3-methyl-5-{4-[2-amino-1-bis(2-mercaptoethyl)amino-ethyl]-benzyi}-4-

imidazolidinon (Rohprodukt): 57 mg
Dowex 50 W x 8: 2mi
Essigsaure (96%ig): 0,25 ml

Salzséure (0,75 %ig): 2ml
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Durchfiihrung:

Aufgrund der extremen Sauerstoffempfindlichkeit der Reaktion wurde jedes Ldsungs-
mittel und jede Ldsung flir mindestens eine halbe Stunde mit Helium entgast. Darliber
hinaus wurde jeder Reaktions- und Aufarbeitungsschritt vollstédndig unter Argon durch-
gefiihrt. Dementsprechend schwierige Schritte, wie das Uberfiihren des lonentauschers

auf die Saule und das anschlie3ende Eluieren, erforderten den Einsatz einer Glovebox.

Fir die Reaktion wurde ein mit Septumaufsatz verschlossenes thermostatisierbares
Reaktionsgefa3 verwendet, dessen Innenraum sténdig unter geringem ArgonUberdruck
gehalten wurde. Der zum Abziehen des Ldsungsmittels verwendete Rotationsverdampfer
wurde ausschlieBlich mit Argon beliftet. Es wurde nur doppelt destillietes Wasser
verwendet.

Zu einer Suspension aus 56,9 mg (S,S)-2-t-Butyl-3-methyi-5-{4-[2-amino-1-bis(2-mer-
captoethyl)amino-ethyl]-benzyl}-4-imidazolidinon, 0,25 ml 96 %iger Essigsaure und 2 ml
0,75 %iger Salzsdure wurden 2 ml Kationentauscher Dowex 50 W x 8 zugegeben, der
zuvor mit 10 %iger Salzsdure aktiviert worden war. Nach 22 Stunden bei 100 °C wurde
der Kationentauscher auf eine kleine Glassdule berfiihrt. Das Produkt wurde mit 40 ml
Ethanol und 60 ml H,O gespilt und anschlieBend mit 50 ml 10%iger NHs-Lésung vom
lonentauscher eluiert. Das Lésungsmittel wurde destillativ im Vakuum entfernt und der

Riickstand bei 10 Torr getrocknet.

Ausbeute: 18 mg (39 %)

3.4.8.1 Lagerung der (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-
aminoethyl]-phenyl}-propanséure

Aufgrund der Sauerstoffempfindiichkeit des Produkts wurde unter Argon in flissigem

Stickstoff gelagert.
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3.4.8.2 'H-NMR-Spektroskopie®"***V
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Abbildung 41: Numerierung der Protonen der (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-
aminoethyl]-phenyl}-propansaure zur Zuordnung der gemessenen 'H-Resonanzen

in DCl-saurem D20

Tabelle 28: Zuordnung der gemessenen 1H—NMR—Verschiebungen der (5)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-

mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propansaure

Nr. S Integral Protonen | Aufspaltung
1 4,42 ppm 5 mm 1 Triplett

5 3,875 ppm Dz(?r;tsezitglr;%?::jnsgtért 1 Multiplett

3 7,55 ppm 9 mm 2 Duplett (8 Hz)
4 7,725 ppm 9 mm 2 Duplett (8 Hz)
2

6 3,1-3,5 ppm 37 mm 8 Multiplett

7

8 2,85 ppm 16,5 mm 4 Multiplett
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Zu Vergleichszwecken wurde ein 'H-NMR-Spektrum des Phenylalanins aufge-

nommen.

Abbildung 42: Numerierung der Protonen des Phenylalanins zur Zuordnung der gemessenen

'H-Resonanzen

Tabelle 29: Zuordnung der gemessenen 1H-NMF(-Verschiebungen des Phenylalanins

Nr. b Integral Protonen Aufspaltung
1 4,31 ppm 19 mm 1 Triplett
2 3,26 ppm 37 mm 2 Doppeldupleit
; 3 Singulett mit
3,9,4,4, 7,36 ppm 91 mm 5 Ansatz zur
u.5 Aufspaltung

Diskussion der ' H-NMR-Spektren

Das 'H-NMR-Spektrum wurde in DCl-saurem D,O aufgenommen. Das Produktspektrum
zeigt ebenso wie das Phenylalaninspektrum ein ausgepragtes Triplett im Bereich
zwischen 4,3 und 4,45 ppm (Tabelle 28 und 29). Diese dem Proton des Aminosé&urechira-
litdtszentrums zuzuordnende Signalgruppe ist ein deutlicher Hinweis darauf, daB die

Aminosaurefunktion des Molekils in gewlinschter Weise gebildet wurde.

Die Signale der dem Chiralitatszentrum benachbarten CH,-Gruppe sind im Produkt-
spektrum ebenfalls zu finden, jedoch bilden sie zusammen mit drei CH>-Gruppen des
Tripodandrests eine ausgepragte Multiplettstruktur. Laut N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethy-
lendiamin-Hydrochloridvergleichsspektrum (s. Kapitel 3.2.8.2, Tabelle 7) ist dieses
Verhalten ebenso zu erwarten, wie das Auftreten der CH,-S-Signale zwischen 2,7 und
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2,9 ppm. Das Produkispekirum zeigt in diesem Bereich eine Multiplettstruktur mit
passendem Integralverhéltnis. Das Auftreten eines Multipletts anstelle eines Tripletts laBt
auf intra- bzw. intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen schlieBen, aufgrund derer

die freie Drehbarkeit der CH,-Gruppen eingeschrankt ist.

Tabelle 30: Referenzdaten flr die Zuordnung der 1H-NMF(-Verschiebungen der (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-
bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propanséure

Nr. 6 - Produkt 6 - Vergleichssubstanz Vergleichssubstanz

1 4,42 ppm 4,31 ppm - Phenylalanin

5 3,875 ppm - -

3 7,55 ppm 7,36 ppm Phenylalanin

4 7,725 ppm 7,36 ppm Phenylalanin

2 3,26 ppm Phenylalanin

N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylen-

6 3,1-3,5 ppm 3,22 ppm diamin-Hydrochlorid

7 3,15 ppm N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylen-

diamin-Hydrochlorid

8 2,85 ppm 2,8 ppm

diamin-Hydrochlorid

Die Aufspaltung der Aromatensignale in zwei Dupletts mit jeweils 8 Hz Kopplungs-
konstante ist charakteristisch flur einen parasubstituieten Benzenring mit zwei
unterschiedlichen Substituenten. Proton Nr.5 zeigt im Referenzspektrum des
N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylendiamin-Hydrochiorid einen Verschiebungswert von 3,33
ppm (s. Kapitel 3.2.8.2, Tabelle 7). Unter Beriicksichtigung der stark entschirmenden
Wirkung des aromatischen Substituent war der gemessene Wert von 3,875 ppm fiir (S)-
2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propansaure zu er-

warten.

N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylen-
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3.5 Untersuchungen zur Komplexierung des Technetiums mit
(S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-
phenyl}-propansaure

3.5.1 Komplexierung analog zur N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylen-

diamin-oxotechnetium(V)-darstellung

+ NH,TcO, + NaBH, H,O /pH14
NH, —_—®

HiJ N
™ Gt
HS SH o

Abbildung 43: Komplexierung der (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-

propanséure im waflrigen Medium

Ansatz:

(8)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercapto-

ethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propansaure: 2,3mg (6,7 umol)
Ammoniumpertechnetat (0,905 %ige waBr. Lsg.): 100 ul (5 umol)
Natronlauge (4 %ige wafr. Lsg.): 1 ml

Salzsaure (0,75 %ige Lsg.) 500 pl.
Natriumborhydrid (3,78 %ige wéaBr. Lsg.): 1 ml (1 mmol)
Durchfiihrung:

2,3 mg (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propan-
saure wurden in 500 pl 0,75%iger Salzséaure geldst. Durch Zutropfen von 1 ml 4 %iger
Natronlauge wurde ein pH-Wert von 14 eingestelit. Nach Zugabe von 100 pl 0,905 %iger

Ammoniumpertechnetatidsung wurde unter kraftigem Ruhren 1 ml 3,78 %ige Natriumbor-

hydrididsung zugetropft. Schon nach wenigen Minuten kam es zur deutlichen
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Rotgoldfarbung der Reaktionslosung. Nach ca. 10 Minuten fiel zuséatzlich
Technetiumdioxid-Hydrat aus. Da ein Extrahieren des Komplexes mit Chloroform nicht
méglich war, hatte sich der Komplex nach 48 Stunden quantitativ zu Technetiumdioxid-

Hydrat zersetzt.

Ein vergleichbares Verhalten war bereits bei N,N-Bis(2-Mercaptoethyl)ethylen-
diamin-oxotechnetium(V) zu beobachten gewesen, jedoch konnte die Produktzersetzung
durch Extraktion des Komplexes mit Methylenchlorid bzw. Chloroform verhindert werden.
Die Reaktion wurde daher mehrfach wiederholt, um Extraktionsversuche mit den

folgenden Lésungsmitteln durchzufiihren:

e Octanol

e Diethylether
e Dichlormethan
e Chioroform

e Toluylaldehyd
e Benzol

e Nitromethan
e Nitrobenzol

o Hexan

e Benzylalkohol
e Tetrahydrofuran aus gesattigter Salzlésung

e Tetrahydropyran

Das einzige Lésungsmittel, mit dem eine Extraktion mdglich schien, war Nitromethan.
Anhand von Blindproben konnte jedoch gezeigt werden, daf3 Nitromethan unter
NatiumborhydrideinfluB zu Methylamin reduziert wird. Unter den vorliegenden
Reaktionsbedingungen kam es zur Bildung eines Technetium-Methylaminkomplexes

(UVNVIS-Maxima bei 547 nm und 393 nm).

Die minimale Affinitdt des Komplexes zu lipophilen organischen L&sungsmitteln |af3t

sich aufgrund der hydrophilen Aminoséurekomponente des Komplexes erklaren.

Es wurde nun nach Reaktionsbedingungen gesucht, unter denen es nicht zur
Zersetzung des Komplexes kommt. Der Versuch einer Komplexierung im Sauren

scheiterte, da unmittelbar nach Reaktionsbeginn Technetiumdioxid-Hydrat ausfiel.
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Da es unmdglich war, den Komplex dauerhaft aus waBrigem Reaktionsmedium zu
erhalten, wurden nun Untersuchungen zur Komplexierung in organischen Ldsungsmitteln
durchgefiihrt. Mit Ethanol konnte schlieBlich ein geeignetes Reaktionsmedium gefunden

werden.

3.5.2 Komplexierung in siedendem Ethanol

o o O- 0
H H
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Abbildung 44: Komplexierung der (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-

propansaure in siedendem Ethanol

Ansatz:

(S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercapto-
ethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propanséure: 2mg (5,8 umol)
Ammoniumpertechnetat (0,905 %ige wéaBr. Lsg.): 100 ul (5 pmol)
Natronlauge (4 %ige waBr. Lsg.): 90 pl

Salzsaure (0,75 %ig) 90
Natriumborhydrid (3,78 %ige ethanolische Lsg.): 2 mi (2 mmol)

Durchfilihrung:
2,0 mg (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propan-
saure wurden in 90 pl 0,75%iger Salzsdure geldst. Durch Zutropfen von 90 ul einer

4 %igen Natronlauge wurde ein pH-Wert von 13-14 eingestellt. Nach Zugabe von 100 pl
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einer 0,905 %igen Ammoniumpertechnetatiésung wurden unter kraftigem Rihren 2 mi

ethanolische 3,78 %ige Natriumborhydridiésung zugetropft.
Schon nach zweiminltigem Rihren bei Siedetemperatur war es zu einer deutlichen

Farbreaktion gekommen. Nach einer weiteren Minute war aus der siedenden bordeaux-

farbenen Losung ein ebenso gefarbter Feststoff ausgefalien.

Zur Abkilhlung auf Raumtemperatur wurde die Reaktionssuspension stehengelassen
und 48 Stunden unter Argon gelagert. Nach dieser Zeit war weiterer Komplex

ausgefallen, der sich problemlos in wafrigem Medium in Ldsung bringen lief3.

3.5.3 UV/VIS-Messung

(S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propansaure-oxo-
technetium(V) zeigt in einer 1/9 Mischung (v/v) aus Methanol und Wasser ein

deutliches Maximum bei 520 nm.

3.5.4 Aufarbeitung des (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-

aminoethyl]-phenyl}-propansaure-oxotechnetium(V)-Komplexes

Es wurde nun versucht, den Komplex mit chromatographischen Mittein zu reinigen.
Zunachst wurde eine saulenchromatographische Trennung auf Minisdulen der Firma
Waters versucht. Diese mit verschiedenen Tragermaterialien erhéltlichen Kartuschen sind

vor allem zur Aufarbeitung geringer Substanzmengen hervorragend geeignet.

Folgende Systeme wurden untersucht:

Tabelle 31: Saulenchromatographische Trennversuche auf Spezialkartuschen der Firma Waters zur
Aufarbeitung des (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-

propansaure-oxotechnetium(V)-Komplexes

Tragermaterial Eluens Anmerkung

Methanol/Wasser

RP-18 179 (v/v) Der Komplex zeigt keine erkennbare Retention.

Wasser
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Tabelle 31: Saulenchromatographische Trennversuche auf Spezialkartuschen der Firma Waters zur
Aufarbeitung des (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-

propansédure-oxotechnetium(V)-Komplexes (Fortsetzung)

Tragermaterial

Eluens

Anmerkung

SiO;

Wasser

Nach Auftragung aus waBriger Lésung wurde mit
Wasser gewaschen und der Komplex anschlies-
send mit 0,75%iger Salzsaure von der Kartusche
eluiert. Beim Neutralisieren mit Natronlauge kam
es zur Zerstdérung des Komplexes. Ein direktes
Eluieren des Komplexes mit verdiinnter Natron-

lauge war nicht méglich.

Eine Trennung war somit zwar auf Silikagel mdglich, muf3te jedoch aufgrund der durch

die anschlieBende Neutralisation verursachten Zerstérung des Komplexes als unbrauch-

bar angesehen werden.

Es wurden nun HPL-chromatographische Untersuchungen durchgefihrt:

Tabelle 32: HPL-chromatographische Untersuchungen zur Aufarbeitung des (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-
(2-mercaptoethyl)-aminoethyl]-phenyl}-propanséure-oxotechnetium(V)-Komplexes

Tragermaterial

RP-2 (Nucleosil 100-5 NHy)

NH; (Nucleosil 7 OH)

OH (Multosphere RP-2 5p)

Eluens

Methanol/Wasser 1/9 (v/v)

pH 7,4 Methanol/Wasser-Phosphatpuiiergemisch
Darstellung: 1,179 g KH.PO, + 4,3 g NaHPO, +

1 | Methanol/Wasser1/9 (v/v)

pH 7,0 Acetonitri//Wasser-Phosphatpuffergemisch
Darstellung: 1,179 g KH.PO, + 4,3 g Na,HPO, +

1 1 Acetonitril/ Wasser 5/95 (v/v)

Samtliche Kombinationen aus angegebenem Sé&ulenmaterial und Eluens wurden bei

Wellenlangen von 254 und 520 nm untersucht.
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Mit keiner der méglichen Kombinationen war eine befriedigende Abtrennung méglich,
wobei die besten Ergebnisse mit der Kombination aus NHy-Séaule und Methanol/Wasser-

Phosphatpuffergemisch erzielt wurden.

Da nicht mehr gentigend Komplex bzw. Ligand zur Verfligung stand, muBten die
Arbeiten zur Aufarbeitung des Komplexes eingestellt werden. Eine Nachproduktion des
Liganden ware weit Uber den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit hinausgegangen. Mit der
restlichen noch zur Verfiigung stehenden Substanz solite einerseits eine 'H-NMR-
spektroskopische Charakterisierung des Komplexes versucht werden, andererseits

sollten Bioverteilungsexperimente an Mausen durchgeflihrt werden.

3.5.5 'H-NMR-Spekiroskopie®"**%"

Da das Rohprodukt entsprechend der formalen Redoxgleichung

4 TeO, + BHy + 8 H,0 — 4 TcO™ + 16 OH + B(OH),

aufgrund des entstandenen Borats austauschbare Protonen enthielt, wurde eine weitere
Komplexierung mit ausschlieB3lich deuterierten Edukten und Lésungsmittein durchgefiihrt.

Anstelle von Ammoniumpertechnetat wurde Natriumpertechnetat verwendet.

Nach erfolgter Komplexierung wurde das Prazipitat mittels Pipette in ein NMR-
Rohrchen lberfiihrt. Durch Zugabe von D,O wurde der Komplex quantitativ in Lésung

gebracht und gemessen.

Aufgrund der nur geringen Produktmenge und dem relativ hohen H,O-Gehalt des
D,O’s bzw. Ethanol-ds’s waren die flr die Interpretation erforderlichen Bereiche des
Spektrums durch Lésungsmittelsignale und deren Seitenbanden so stark iberlagert, daf3

eine sinnvolle Interpretation nicht moglich war.
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3.5.6 Untersuchungen zur Bioverteilung

Die Darstellung des *™Tc-Komplexes wurde volistandig bleiabgeschirmt durchgeftinrt.
Fir die Reaktion wurde ein 100 mCi-Generator der Firma Mallinckrodt verwendet. Als

Versuchstiere wurden 9 weiBe Mause des NMRI-Stammes eingesetzt.

Die Synthese wurde entsprechend der Arbeitsvorschrift (Kapitel 3.5.2) mit 2 mg Ligand
durchgefihrt. Anstelle der *®NH,TcO,-Lésung wurde 0,1 ml *™Tc-Generatoreluat der
Aktivitdt A;=0,3 GBq eingesetzt und die Reaktionszeit von 3 auf 5 Minuten verldngert.
Nach Reaktionsende wurden 100 ul Reaktionslésung abgenommen und mit 0,5 %iger
Kochsalzlésung auf 5 ml aufgefilit. Mit 0,9 %iger Kochsalzlésung wurde auf eine

Aktivitatskonzentration von 670 Kbq * ml” verdtinnt.

Jedem der 9 Versuchstiere wurden 100 pl dieser Ldsung Uber eine der drei Schwanz-
venen injiziert. Nach Inkubationszeiten von 1, 10 und 60 Minuten wurden jeweils 3
Versuchstiere getdtet und nach Blutentnahme seziert. Wéhrend der Inkubationszeit
zeigte keines der Tiere ein auffélliges Verhalten, das auf eine Intoxikation durch das
injizierte Praparat hingedeutet hatte. Die Aktivitaien der entnommenen Organe und des
Blutes wurden in einem Auto-Gammacounier bestimmt und anschlieBend auf

% Dosis * g Organ bzw. Blut umgerechnet.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle 33 - 37 zusammengestellt. In
Tabelle 33 - 35 sind neben den Angaben zu % Dosis* g™ Organ bzw. Blut die jeweiligen

Mittelwerte und die Standardabweichungen aufgefiihrt.

Tabelle 36 zeigt die MeBwerte der einzelnen Organe in Abhéngigkeit von der
Inkubationszeit. Zur Abschdtzung der Hintergrundaktivitdit sind in Tabelle 37 die
Organ/Blut-Aktivitatsverhaltnisse aufgeflhrt. Eine graphische Darstellung der Ergebnisse
liefert Abbildung 45.
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Tabelle 33: % Dosis ‘g Organ bzw. Blut nach 1 Minute

Versuchstier => 1 2 3 Mittelwert ag\t::iglamzdr; g
Hirn 060% | 054% | 0,56 % 0,57 % 0,03
Knochen 3,29 % 3,04 % 2,51 % 2,95 % 0,40
Gesamtdarm 2,45 % 2,39 % 2,48 % 2,44 % 0,05
Leber 8,07 % 7,41 % 6,72 % 7,40 % 0,68
Blut 14,64 % | 14,53 % | 13,01 % 14,06 % 0,91
Nieren 808% | 546% | 8,23% 7,26 % 1,56
Herz 4,89 % 4,05 % 3,94 % 4,29 % 0,52
Milz 3,20 % 3,10 % 3,78 % 3,36 % 0,37

Tabelle 34: % Dosis - g” Organ bzw. Blui 10 Minuten

Versuchstier => i 2 3 Mittelwert aﬁf :igﬁﬁ;g
Hirn 0,48 % 0,64% | 0,48 % 0,53 % 0,09
Knochen 468% | 401% | 2,79% 3,83 % 0,96
Gesamtdarm 2,66 % 292% | 3,35 % 2,98 % 0,35
Leber 6,61 % 7,07 % | 5,71 % 6,46 % 0,69
Blut 11,65 % | 10,97 % | 9,08 % 10,55 % 1,36
Nieren 6,52 % 822% | 6,15% 6,96 % 1,10
Herz 334% | 3,03% | 2,45% 2,94 % 0,45
Milz 3,29 % 3,81% | 3,11 % 3,40 % 0,36
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Tabelle 35: % Dosis-g"' Organ bzw. Blut 60 Minuten

Versuchstier => 1 2 3 Mittelwert ag:f :igz{lc:;g
Hirn 0,14 % 028% | 0,22% 0,21 % 0,07
Knochen 1,68 % 298% | 2,13 % 2,26 % 0,66
Gesamtdarm 8,31 % 357% | 6,54 % 6,14 % 2,40
Leber 2,80 % 5,34 % 3,93 % 4,02 % 1,27
Blut 4,13 % 761% | 473 % 5,49 % 1,86
Nieren 2,71 % 855% | 3,52 % 4,93 % 3,16
Herz 0,87 % 1,84% | 1,40 % 1,37 % 0,49
Milz 1,29 % 3,27 % 1,82 % 2,13 % 1,03
Tabelle 36: Mittelwerte
Organ 1 Minuten 10 Minuten 60 Minuten

Hirn 0,57 0,53 0,21

Knochen 2,95 3,83 2,26

Gesamtdarm 2,44 2,98 6,14

Leber 7,40 6,46 4,02

Blut 14,06 10,55 5,49

Nieren 7,26 6,96 4,93

Herz 4,29 2,94 1,37

Milz 3,36 3,40 2,13
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Tabelle 37: Organ/Blut - Aktivitatsverhéltnisse
(Berechnungsgrundlage: Mittelwerte aus Tabelle 36)

Organ 1 Minute 10 Minute 60 Minute
Hirn/Blut 0,04 0,05 0,04
Knochen/Blut 0,21 0,36 0,41
Gesamtdarm/Blut 0,17 0,28 1,12
Leber/Blut 0,53 0,61 0,73
Nieren/Blut 0,52 0,66 0,90
Herz/Blut 0,31 0,28 0,25
Milz/Blut 0,24 0,32 0,39

14,00 | ‘ [ 1 Minuten
' 10 Minuten
12,00- 160 Minuten

8,00-
6,00
4,00

2,00

0,00

Hirn Knochen Gesamtdarm Leber Blut Nieren Herz Milz

Abbildung 45: Graphische Darsteliung der Bioverteilung des (S})-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mer-
captoethyl)-aminoethyI]-phenyI}-propanséure-oxo-(gngc)technetium(V)-Komplexes

in weiBen NMRI-Mausen
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3.5.7 Diskussion der Ergebnisse

Unmittelbar nach der Injektion konnten Anreicherungen in allen untersuchten Organen
festgestellt werden, wobei das Hirn die geringste Aktivitdt zeigte. Eine relativ hohe
Anreicherung konnte flir das Herz ermittelt werden. Bei allen Organen kam es zu einem
langsamen Abbau der Aktivitat, so daf3 die Dosis im Blut selbst nach 60 Minuten immer
noch héher war als in Nieren und Leber. Die Anreicherung im Darmtrakt war nach 60
Minuten zwar deutlich niedriger als im Blut, jedoch noch héher als in Nieren und Leber.
Es ist somit davon auszugehen, daB der Komplex in erster Linie Uber den Darmtrakt

ausgeschieden wird.

Da bezogen auf den zeitlichen Verlauf der Anreicherung eine Korrelation zwischen
Organen und Blut zu beobachten war, ist der Komplex den Flowtracern zuzuordnen.
Vergleicht man die Anreicherung im Hirngewebe mit der des **"Tc-HMPAO-Komplexes,
s0 zeigt letzterer einen um das Zehnfache hdheren Wert. Bei diesem Vergleich ist jedoch
zu berlicksichtigen, daB im vorliegenden Fall keine Abtrennung vor der Injektion des
Komplexes mdglich war, da nicht mehr genligend Ligand fiir Abtrennungsuntersuchungen

zur Verfagung stand.

Die geringe aber dennoch deutliche Hirnanreicherung lafnt die folgenden Schllsse zu:

Da aufgrund der geringen Lipophilie des Komplexes eine Diffusion durch die Blut-Hirn-
Schranke nicht zu erwarten ist, kann von einem Carrier-vermittelten Transport
ausgegangen werden. Unter Bericksichtigung der Aminosdurekomponente des
Komplexes sollie der Carrier flir groBe neutrale Aminoséduren involviert sein. Die
Synthese des im Rahmen dieser Arbeit zu synthetisierenden chimaren Nahrstoffs scheint
demnach gelungen zu sein. Eine weitere Bearbeitung der vielversprechenden Thematik

ware wiinschenswert.

Da der Komplex eine signifikante Akkumulation im Herzgewebe zeigt, ware die

Eignung als Herztracer zu prifen.




98 Anhang

4 Anhang

4.1 Gerateliste

UV/VIS-Spekiroskopie: Shimadzu UV-160A

FT-NMR-Spektroskopie: Bruker WP-80

IR-Spektroskopie:

Shimadzu IR-460

(Die Spektren wurden im Wellenlangenbereich von 4000 - 400 cm™ im Doppelstrahl-

betrieb gegen Luft aufgenommen.)

Elektrophorese:

Schmelzpunktbestimmung:

Olpumpe:

HPL-Chromatographie:

HPLC-Pumpe:
Probenaufgabeventile:

UV-Detektor:
RI-Detektor:

MPL-Chromatographie:

Desaga Desaphor-Kammer mit
Desaga Desatronic 2000/300-Netzteil

Mettler FP-61
Gallenkamp CAT No. MFB.585.010M

Vaccubrand RD 8 (8,3 m%h)

Merck-Hitachi L-6000 Hochdruck-Kolbenpumpe

Typ Rheodyne in Metall/Vespel- oder inerter
Keramik/Tefzel-Ausfluhrung (fur alkalische Eluentien)
Merck-Hitachi L.-4200

Knauer Differential Refraktometer

MPLC-Pumpe: Latek-P 402

Probenaufgabeventil: VICI Valco Instruments Co. Inc., 6 Port External Volume
Sample Injector

UV-Detektor: Knauer Variable Wavelengths Monitor, Typ 87.00

DurchfluBzelle: Knauer, max. DurchfluBrate 10 I/min, max. Druck: 10 bar

RI-Detektor: Knauer Differential Refraktometer Praparativ, Typ 298.00

Software: Nuclear Interface GmBH Minster

NINA Chromatographic Systems Version 4 3
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4.2 Hyperchem-Daten

Tabelle 38: Hyperchem-Berechnung des (S)-2-Amino-3-{4-[2-amino-1-bis-(2-mercaptoethyl)-

aminoethyl]-phenyl}-propansaure-oxotechnetium(V)-Komplexes

Geometry optimization, MolecularMechanics, molecule = D:\HYPER\TCPHEPOD.HIN.

mmplus
PolakRibiere optimizer

Energy Gradient Cycle Point Energy Gradient Cycle Point
103.138191 24.346714 1 4 28.199604  0.774118 56 123
81.093399 12.165060 2 6 28.136509.  0.966055 57 125
73.873207 10.152820 3 8 28.071449  0.778278 58 127
64.529533  9.274204 4 11 28.033587  0.670587 59 129
58.881031 8.073001 5 13 27.992159  0.834738 60 132
55.111080  6.148280 6 15 27.942413  0.672341 61 134
52.492447 6.059813 7 17 27.910021 0.576371 62 136
49.280380  6.097373 8 20 27.879280  0.697224 63 138
46.448200 6.618161 9 22 27.841160  0.756825 64 140
43.828522  4,476148 10 24 27.792068  0.790248 65 142
42.182552 4.213082 11 26 27.746447 0.716610 66 144
40.814651 4.073646 12 28 27.710701 0.658447 67 146
39.909130 3.154479 13 30 27.658812 0.754278 68 150
39.055729  3.685757 14 33 27.623093  0.701482 69 152
38.004154 3.479578 15 35 27.583420 0.786439 70 154
37.300560  2.927609 16 37 27.527866  0.859899 71 156
36.261372 3.091375 17 40 27.475853 0.676259 72 158
35.637398  3.214225 18 42 27.439133  0.739115 73 160
34.882656  3.084420 19 44 27.392576  0.703306 74 162
34.134499 2.934685 20 46 27.362701 0.613719 75 164
33.534824  2.739115 21 48 27.334684  0.613302 76 166
32.917545 2.663231 22 50 27.298405  0.651996 77 168
32.464886  2.100658 23 52 27.263966  0.631623 78 170
32.179150  2.075032 24 54 27.235741 0.596403 79 172
31.852024 1.984627 25 56 27.210537  0.557557 80 174
31.501816 1.645258 26 58 27.182951 0.666888 81 176
31.319054 1.545099 27 60 27.142836  0.695461 82 178
31.132881 1.641270 28 62 27.104883  0.674709 83 180
30.946095 1.487095 29 64 27.065945 0.738585 84 182
30.766228 1.5655735 30 66 27.022842  0.647320 85 184
30.571035 1.582575 31 68 26.991974 0.648306 86 186
30.336634 1.621079 32 71 26.959192  0.615767 87 188
30.098953 1.678322 33 73 26.937002  0.524850 88 190
29.954899 1.327830 34 75 26.908520 0.661285 89 192
29.796221 1.398570 35 79 26.871506  0.606012 90 194
29.627850 1.395825 36 81 26.847784  0.515444 91 196
29.507183 1.166796 37 83 26.822094  0.614792 92 198
29.400778 1.173942 38 85 26.791735  0.621808 93 200
29.307615 1.065751 39 87 26.767912  0.480190 94 202
29.226526 1.007546 40 89 26.747353  0.515690 95 204
29.138657  0.943836 41 91 26.725100  0.500272 96 206
29.070515  0.902187 42 93 26.703770  0.510641 97 208
29.017036  0.943101 43 95 26.680449  0.505869 98 210
28.925148 1.082461 44 98 26.662617  0.486631 99 212
28.840023  0.987301 45 100 26.647846  0.399329 100 214
28.767546 0.948823 46 102 26.634249  0.393097 101 216
28.694384  0.883010 47 104 26.620844  0.437253 102 218
28.636610  0.878373 48 106 26.598618  0.489161 103 221
28.583895  0.856469 49 108 26.584234  0.341618 104 223
28.530186  0.754587 50 110 26.574675  0.388414 105 225
28.477514  0.916923 51 113 26.560736  0.436971 106 227
28.414217 0.782829 52 115 26.548107 0.321186 107 229
28.367064  0.784671 53 117 26.539438  0.342898 108 231
28.308771 0.966359 54 119 26.527922  0.386165 109 233

28.246881 0.826741 55 121 26.514845  0.390243 110 235
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Energy Gradient  Cycle Point Energy Gradient Cycle Point
26.500618 0.381630 111 237 25.768208 0.286737 179 390
26.490007 0.377757 112 239 25.759619 0.317166 180 393
26.479546  0.381021 113 241 25.750381 0.309326 181 395
26.466513 0.386049 114 243 25.742393 0.356301 182 397
26.455416  0.378970 115 245 25.732264  0.350894 183 400
26.444118  0.381294 116 247 25722250  0.314833 184 402
26.428980  0.438769 117 250 25.714104  0.352369 185 404
26.416130  0.383786 118 252 25.705021 0.346075 186 407
26.401838  0.432913 119 255 25.694843  0.334850 187 410
26.388351 0.388636 120 257 25681759  0.373396 188 412
26.376984  0.378017 121 259 25.668900  0.435660 189 414
26.366503  0.336699 122 261 25.655598  0.396930 190 416
26.356749  0.385412 123 263 25.639891 0.402085 191 418
26.347178  0.346623 124 265 25625914  0.451188 192 420
26.336945 0.341617 125 267 25.606638 0.591045 193 422
26.328014  0.389767 126 269 25.574965  0.555772 194 425
26.315546 0.380592 127 271 25.550299 0.559194 195 427
26.303541 0.326274 128 273 25529472  0.524672 196 429
26.294739  0.354387 129 275 25505295  0.519375 197 431
26.282555  0.438716 130 277 25.471891 0.653878 198 434
26.269533  0.345645 131 279 25446430  0.555168 199 436
26.258526  0.341226 132 281 25.420052  0.604135 200 438
26.249540  0.366731 133 283 25.381111 0.554312 201 441
26.240749  0.331862 134 285 25352118  0.549380 202 443
26.230322  0.281051 135 . 287 25322369  0.719050 203 445
26.224340  0.302126 136 289 25286243  0.669675 204 447
26.216993  0.307510 137 291 25245556  0.763814 205 450
26.207272  0.310450 138 293 25.200638  0.826226 206 452
26.199724 0.304770 139 295 25.146143 0.737563 207 454
26.191992  0.350316 140 297 25.099520  0.631922 208 456
26.182871 0.310159 141 299 25.060999 0.706984 209 458
26.173315  0.331302 142 302 25.016838  0.890625 210 461
26.163761 0.365194 143 305 24.965261 0.710187 211 463
26.155977  0.302959 144 307 24.916569  0.680570 212 465
26.146164  0.360758 145 310 24876606  0.818321 213 467
26.133354  0.337486 146 312 24.824177  0.845554 214 469
26.123848  0.336430 147 314 24773804  0.674759 215 471
26.114820  0.362224 148 316 24,730946  0.820837 216 473
26.103632  0.354119 149 321 24696346  0.578582 217 475
26.095770  0.300646 150 323 24.667671 0.483465 218 477
26.088444  0.331132 151 325 24.640722  0.587910 219 479
26.079920  0.290617 152 327 24.617472  0.535438 220 481
26.072498  0.282935 153 329 24.585712  0.592552 221 484
26.064657  0.381082 154 331 24551018  0.560866 222 486
26.053337  0.390359 155 334 24521875  0.533681 223 488
26.042707  0.341897 156 336 24.502287  0.577298 224 490
26.029219  0.402638 157 339 24474594  0.525740 225 493
26.018574  0.382154 158 341 24.450621 0.533242 226 495
26.006016  0.381050 159 344 24420938  0.668076 227 497
25991705  0.375819 160 346 24.388617  0.635489 228 499
25.979008  0.414020 161 348 24351564  0.612210 229 501
25962858  0.442514 162 351 24317890  0.650178 230 503
25951519  0.367480 163 353 24290392  0.625664 231 505
25936012  0.460476 164 356 24252478  0.571809 232 507
25920357  0.427496 165 358 24221783  0.642294 233 509
25908857  0.334343 166 360 24.186983  0.646264 234 511
25894905  0.357685 167 363 24.158243  0.566776 235 513
25.883558  0.405015 168 365 24.126852  0.534528 236 515
25.871731 0.369554 169 367 24.106438  0.588720 237 517
25.858149  0.355080 170 370 24.077414  0.571584 238 519
25.846083  0.403045 171 372 24.051916  0.454596 239 521
25834583  0.411291 172 374 24.028355  0.514469 240 523
25.821772  0.340804 173 377 24.002363  0.635892 241 525
25.811563  0.326192 174 379 23.974951 0.570833 242 527
25.802231 0.355339 175 381 23.949009 0.513155 243 529
25793535  0.337556 176 383 23.925680  0.650971 244 531
25784376  0.322156 177 386 23.888250  0.613456 245 533
25775726  0.338628 178 388 23.851326  0.583935 246 535
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Energy Gradient Cycle Point Energy Gradient Cycle Point
23.813131 0.701291 247 541 21171753  0.482241 315 684
23.783575  0.688140 248 543 21.153034  0.461545 316 687
23.748325  0.681425 249 545 21.137991 0.424257 317 689
23711145  0.615650 250 547 21.118996  0.536096 318 692
23.681805  0.643982 251 549 21.098341 0.447125 319 694
23.641376  0.735944 252 551 21.077652  0.543250 320 696
23.592678  0.754482 253 553 21.051643  0.512670 321 698
23.554504  0.705199 254 555 21.033106  0.472869 322 700
23.511248  0.784752 255 557 21.013630  0.534480 323 703
23.461653  0.735287 256 559 20.991713  0.472252 324 705
23.419863  0.659718 257 561 20.972790  0.519073 325 707
23.378559  0.769116 258 563 20.943539  0.662982 326 709
23.332638  0.712198 259 565 20.913433  0.563563 327 711
23.293007  0.773992 260 567 20.889074  0.495073 328 713
23.234406  0.838646 261 570 20.867647  0.516227 329 715
23.184132  0.770923 262 572 20.847948 0.476784 330 717
23.141338  0.735934 263 574 20.826056  0.525420 331 719
23.094139  0.779018 264 576 20.798666  0.517373 332 721
23.038702  0.830224 265 578 20.779295  0.440921 333 723
22.979555  0.916221 266 580 20.765772  0.426027 334 725
22.920595  0.829042 267 582 20.750069  0.437607 335 728
22.868128  0.777570 268 584 20.733006  0.490416 336 730
22.814295  0.842132 269 586 20.714155  0.446070 337 732
22,750166 0.939103 270 588 20.700632 0.391169 338 734
22.680817  0.932666 271 590 20.687460  0.410290 339 737
22.613092  0.917440 272 592 20.675486  0.383085 340 739
22548225  0.943366 273 594 20.662004  0.434630 341 741
22472128  0.978987 274 596 20.646605  0.457831 342 744
22.393894  0.773734 275 598 20.629602  0.405073 343 746
22.342802  0.904973 276 600 20.614256  0.380637 344 748
22277466  0.875135 277 602 20.600876  0.488834 345 751
22227182  0.761480 278 604 20.583778  0.468031 346 753
22174749  0.858694 279 606 20.559835  0.524905 347 755
22.102831 0.979799 280 608 20.535889 0.520544 348 757
22.032278 0.971005 281 610 20.516956 0.505232 349 759
21.956301 0.824881 282 612 20.493166  0.566262 350 762
21.914904  0.712733 283 614 20.465809  0.549604 351 764
21.872461 0.762691 284 616 20.437654  0.653536 352 766
21.831041 0.648125 285 618 20.405388  0.589781 353 768
21,784222  0.745365 286 620 20.370090  0.576755 354 770
21.734735  0.728964 287 622 20.330778  0.670330 355 773
21704479  0.583644 288 624 20.299393  0.596007 356 775
21.675352  0.621545 289 627 20.268892  0.634336 357 777
21643356  0.599105 290 629 20.237219  0.585279 358 779
21.609962  0.668885 291 631 20.209896  0.624176 359 781
21.579542  0.607498 292 633 20.173162  0.734621 360 783
21.550547  0.555546 293 636 20.140301 0.566354 361 785
21.526739  0.508475 294 638 20.105850  0.626744 362 787
21503618  0.518652 295 640 20.062319  0.716527 363 789
21.486250  0.480298 296 642 20.027687  0.750057 364 791
21.463434  0.530006 297 645 19.984673  0.691236 365 793
21.437994  0.482948 208 647 19.942848  0.579160 366 795
21.418722  0.470903 299 649 19.915977  0.600800 367 797
21.403265  0.435025 300 651 19.882969  0.668262 368 799
21.390697  0.387961 301 653 19.854992  0.556380 369 801
21.372416  0.466553 302 656 19.821602  0.731936 370 803
21.354668  0.503389 303 658 19.781584  0.703581 371 805
21.338396  0.422695 304 660 19.747276  0.616514 372 807
21.322582  0.432341 305 662 19.709270  0.587448 373 809
21.306787  0.418332 306 665 19.682228  0.590610 374 811
21.294098  0.414805 307 667 19.652338  0.734620 375 813
21280682  0.417020 308 669 19.604982  0.691953 376 815
21.265362  0.395822 309 671 19.567459  0.741679 377 817
21.252308  0.429645 310 673 19.529196  0.693080 378 819
21.238220  0.431465 311 675 19.494221 0.534684 379 821
21.226997  0.370617 312 677 19.465223  0.615713 380 823
21.210001 0.491242 313 680 19.431698  0.709808 381 825
21.190836  0.501507 314 682 19.393749  0.642030 382 827
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19.365604  0.547334 383 829 18.703571 0.215565 451 1004
19.341059  0.558486 384 831 18.701277  0.196690 452 1008
19.321350  0.456466 385 833 18.699131 0.163436 453 1012
19.303484  0.473859 386 836 18.697260  0.178003 454 1015
19.281469  0.568507 387 838 18.695505  0.157772 455 1018
19.262096  0.501421 388 840 18.694069  0.139226 456 1022
19.239311 0.456017 389 843 18.693027  0.162715 457 1026
190.220289  0.430731 390 845 18.691502  0.161003 458 1031
19.202885  0.461648 391 847 18.689766  0.153173 459 1036
19,188328  0.399279 392 849 18.688551 0.180438 460 1041
19.173964  0.463197 393 852 18.687304  0.154905 461 1047
19.154547  0.484518 394 854 18.686060 0.155215 462 1055
19.140543  0.424800 395 856 18.684702 0.186021 463 1063
19,125275  0.428198 396 859 18.683508  0.145760 464 1069
19.108341 0.385737 397 861 18.682652  0.175351 465 1079
10.096884  0.398788 398 863 18.681602 0.176847 466 1088
19083855  0.436998 399 866 18.680271 0.151442 467 1097
19.068125  0.367290 400 868 18.679064  0.196112 468 1100
19.058012 0.365314 401 870 18.678259  0.181122 469 1105
19.047815  0.388996 402 872 18.677437  0.149972 470 1114
19.036516  0.368567 403 874 18.676390  0.162888 471 1117
19.021997  0.427668 404 877 18.675709  0.159355 472 1121
19.005671 0.445107 405 879 18.674881 0.152435 473 1128
18.994232  0.386580 406 881 18.673807  0.166460 474 1132
18.982044  0.358416 407 884 18.673193  0.171083 475 1137
18.972397 0.311176 408 886 18.672371 0.148251 476 1148
18.964769  0.344876 409 888 18.671219  0.149221 477 1159
18.953543  0.336617 410 891 18.670591 0.133132 478 1165
18.943163  0.335094 411 893 18.670036  0.135552 479 1173
18.932735  0.385356 412 895 18.668846  0.172232 480 1178
18.924730 0.309114 413 897 18.668100  0.155016 481 1182
18.914625  0.340584 414 900 18.667370  0.153563 482 1185
18.903139  0.366336 415 902 18.666876  0.165629 483 1191
18.894373  0.357179 416 904 18.666298  0.151027 484 1201
18.883934  0.366813 417 907 18.665649  0.161084 485 1204
18.870960  0.362141 418 909 18.665226  0.155314 486 1209
18.861774  0.297104 419 911 18.664722 0.185249 487 1212
18.855890  0.326311 420 914 18.664139  0.169470 488 1220
18.847200  0.315324 421 917 18.663567  0.182548 489 1225
18.839987  0.329669 422 919 18.662851 0.173416 490 1228
18.831985  0.319569 423 921 18.662153  0.179968 491 1239
18.824009  0.274065 424 923 18.661364  0.205030 492 1244
18.817295  0.340566 425 925 18.660378  0.190170 493 1248
18.810101 0.335538 426 927 18.659277  0.182417 494 1256
18.800907 0.262288 427 929 18.658436  0.221215 495 1263
18.793745  0.301947 428 932 18.657610  0.206149 496 1270
18.787645  0.335393 429 935 18.656630  0.193066 497 1278
18.781479  0.259133 430 937 18.655722 0.211870 498 1284
18.776449  0.237164 431 940 18.654701 0.176878 499 1287
18.773495  0.211917 432 943 18.653893  0.189633 500 1293
18.769485  0.224931 433 947 18.653360  0.207544 501 1297
18.765486  0.256595 434 950 18.653179  0.197458 502 1308
18.761999  0.226542 435 953 18.652308 0.215104 503 1316
18.757336  0.256365 436 955 18.651566  0.175325 504 1321
18.752338  0.222179 437 957 18.650963  0.144911 505 1332
18.749434  0.251871 438 960 18.650257  0.154833 506 1343
18.743906  0.283837 439 963 18.649677  0.129342 507 1349
18.738478  0.288427 440 966 18.649342 0.130924 508 1358
18.734266  0.256675 441 969 18.648975  0.186420 509 1361
18.729334  0.234719 442 972 18.648695  0.151425 510 1367
18.726521 0.220476 443 975 18.648272 0.189926 511 1371
18.723574  0.212269 444 979 18.647804  0.186533 512 1377
18.720169  0.202137 445 983 18.647362  0.177857 513 1380
18.718006  0.222159 446 986 18.647146  0.222042 514 1391
18.714685 0.181375 447 990 18.646807  0.194360 515 1398
18.712231 0.201559 448 994 18.646450  0.150385 516 1401
18.709812  0.225317 449 998 18.646168  0.170788 517 1407
18.706240  0.205438 450 1000 18.645931 0.142144 518 1418
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18.645580  0.135900 519 1429 18.608646  0.111065 587 1941
18.645372  0.145085 520 1439 18.608498  0.095274 588 1948
18.645184  0.133496 521 1450 18.608528  0.097396 589 1960
18.644888  0.132186 522 1460 18.608082  0.059646 590 1962
18.644716  0.135635 523 1470 18.607901 0.056207 591 1964
18.644623 0.115181 524 1481 18.607737  0.048522 592 1971
18.644548  0.143681 525 1492 18.607677  0.050870 593 1975
18.644316  0.126676 526 1503 18.607685  0.044021 594 1986
18.644014  0.131286 527 1514 18.607590  0.037080 595 1988
18.643814  0.148222 528 1525 18.607502  0.034753 596 1992
18.643650  0.130394 529 1536 18.607468  0.041444 597 1995
18.643858  0.168868 530 1548 18.607479  0.043952 598 2006
18.642912  0.088996 531 1550 18.607412  0.028660 599 2008
18.642490  0.064378 532 1553 18.607386  0.030993 600 2015
18.642187  0.073808 533 1561 18.607380  0.026091 601 2026
18.641964  0.069852 534 1568 18.607395  0.029814 602 2037
18.641708  0.072770 535 1572 18.607378  0.020206 603 2040
18.641367  0.075375 536 1579 18.607378  0.033679 604 2054
18.640921 0.093172 537 1583 18.607393  0.050554 605 2065
18.640589  0.094040 538 1587 18.607334  0.021549 606 2067
18.640230  0.111157 539 1593 18.607288  0.036128 607 2076
18.639833 0.113928 540 1604 18.607265 0.037450 608 2083
18.639122 0.099699 541 1607 18.607273 0.041743 609 2095
18.638546  0.115468 542 1616 18.607212  0.032007 610 2098
18.637930  0.109299 543 1626 18.607193  0.034298 611 2110
18.636946 0.144375 544 1631 18.607206 0.027941 612 2121
18.635633  0.163027 545 1637 18.607197  0.024484 613 2125
18.634253 0.175293 546 1643 18.607206 0.024306 614 2137
18.633066  0.127688 547 1648 18.607203  0.020969 615 2142
18.632019 0.124029 548 1658 18.607208 0.019338 616 2153
18.631393  0.127913 549 1666 18.607208  0.019535 617 2164
18.630791 0.170979 550 1676 18.607172 0.057562 618 2178
18.630047  0.163948 551 1682 18.607222  0.084473 619 2189
18.629822 0.156672 552 1688 18.607075 0.028081 620 2191
18.628756 0.175774 553 1698 18.607058 0.030238 621 2204
18.627638 0.160316 554 1706 18.607056 0.023826 622 2215
18.626463  0.168467 555 1717 18.607079  0.020155 623 2226
18.624840 0.171001 556 1720 18.607063 0.024012 624 2232
18.623980  0.172232 557 1725 18.607071 0.040706 625 2244
18.623182  0.167336 558 1735 18.607035  0.021520 626 2246
18.622128  0.154560 559 1738 18.607031 0.017738 627 2258
18.621450  0.160952 560 1743 " 18.607040  0.016265 628 2269
18.620684  0.146761 561 1752 18.607046  0.016352 629 2280
18.619783  0.137908 562 1763 18.607054  0.018008 630 2291
18.618885  0.164525 563 1766 18.607038  0.027505 631 2296
18.618277  0.188896 564 1772 18.607004  0.053662 632 2309
18.617138  0.149765 565 1783 18.607063  0.074997 633 2320
18.616236  0.180573 566 1789 18.606937  0.024944 634 2322
18.616058  0.168544 567 1796 18.606920  0.043935 635 2336
18.614836  0.131828 568 1803 18.606989  0.035952 636 2347
18.613972  0.115139 569 1808 18.606943  0.024187 637 2350
18.613338  0.124031 570 1812 18.606899  0.023150 638 2354
18.612568  0.137305 571 1816 18.606899  0.041885 639 2366
18.611639  0.119655 572 1823 18.606867  0.022144 640 2368
18.611156  0.080025 573 1827 18.606865  0.016587 641 2380
18.611042  0.092431 574 1837 18.606873  0.016320 642 2391
18.610933  0.095644 575 1841 18.606878  0.016500 643 2402
18.610668  0.095803 576 1850 18.606886  0.017211 644 2413
18.610519  0.103924 577 1856 18.606894  0.018536 645 2424
18.610401 0.086575 578 1859 18.606899  0.019738 646 2435
18.610329  0.084162 579 1869 18.606905  0.020265 647 24486
18.610113  0.082541 580 1876 18.606894  0.020697 648 2451
18.609957  0.092446 581 1882 18.606901 0.068709 649 2466
18.609806  0.105828 582 1893 18.606812  0.017903 650 2468
18.609600  0.095788 583 1904 18.606815  0.016806 651 2479
18.609367  0.109678 584 1911 18.606819  0.016209 652 2490
18.609209  0.106106 585 1920 18.606823  0.015978 653 2501
18.608950  0.107736 586 1930 18.606827  0.015834 654 2512
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18.606831 0.015723 655 2523 18.606476  0.047997 723 3205
18.606834  0.015630 656 2534 18.606398  0.020302 724 3207
18.606838  0.015550 657 2545 18.606394  0.019639 725 3219
18.606842 0.015480 658 2556 18.606415  0.024883 726 3230
18.606844  0.015942 659 2567 18.606411 0.019739 727 3234
18.606838 0.048557 660 2583 18.606415 0.018259 728 3245
18.607363  0.103850 661 2594 18.606417  0.016078 729 3256
18.606956  0.032274 662 2596 18.606419  0.015582 730 3267
18.606764  0.053997 663 2607 18.606422  0.015426 731 3278
18.606941 0.072921 664 2618 18.606426  0.015346 732 3289
18.606812  0.031649 665 2620 18.606428  0.015287 733 3300
18.606699  0.027697 666 2625 18.606432  0.015237 734 3311
18.606672 0.025347 667 2636 18.606436  0.015193 735 3322
18.606691 0.041728 668 2648 18.606438  0.015154 736 3333
18.606657  0.023367 669 2651 18.606441 0.015120 737 3344
18.606655 0.019214 670 2663 18.606443  0.016102 738 3355
18.606657  0.019273 671 2674 18.606390  0.031839 739 3370
18.606663  0.020377 672 2685 18.606432  0.048262 740 3381
18.606667 0.020625 673 2696 18.606354  0.020169 741 3383
18.606672 0.020396 674 2707 18.606352  0.019460 742 3395
18.606676 0.020298 675 2718 18.606371 0.023981 743 3406
18.606680 0.020171 676 2729 18.606375  0.025123 744 3417
18.606684  0.020171 677 2740 18.606373  0.018319 745 3423
18.606688 0.020127 678 2751 18.606377  0.017609 746 3434
18.606691 0.020188 679 2762 18.606379  0.015858 747 3445
18.606695  0.020192 680 2773 18.606380  0.015450 748 3456
18.606697  0.020275 681 2784 18.606384  0.015322 749 3467
18.606701 0.020288 682 2795 18.606388  0.015255 750 3478
18.606703  0.021134 683 2806 18.606390  0.015205 751 3489
18.606689  0.019278 684 2809 18.606394  0.015164 752 3500
18.606668 0.039372 685 2823 18.606396 0.015127 753 3511
18.606710 0.071762 686 2834 18.606400  0.015095 754 3522
18.606615 0.016357 687 2836 18.606401 0.016140 755 3533
18.606619 0.016073 688 2847 18.606348 0.031929 756 3548
18.606623 0.015834 689 2858 18.606390  0.047972 757 3559
18.606627 0.015697 690 2869 18.606312 0.020350 758 3561
18.606628 0.015592 691 2880 18.606310  0.021279 759 3573
18.606632 0.015503 692 2891 18.606333  0.028916 760 3584
18.606636  0.015428 693 2902 18.606325  0.017515 761 3587
18.606640  0.015363 694 2913 18.606327 0.016858 762 3598
18.606644  0.015306 695 2924 18.606331 0.015814 763 3609
18.606646  0.015926 696 2935 18.606333  0.015532 764 3620
18.606644  0.047472 697 2951 18.606337  0.015417 765 3631
18.607174  0.102756 698 2962 18.606340  0.015342 766 3642
18.606775 0.031923 699 2964 18.606342 0.015283 767 3653
18.606571 0.048837 700 2977 18.606346  0.015231 768 3664
18.606606 0.042746 701 2988 18.606350 0.015185 769 3675
18.606571 0.020214 702 2991 18.606352  0.015145 770 3686
18.606567  0.021617 703 3004 18.606356  0.015109 771 3697
18.606590 0.036796 704 3016 18.606358  0.015077 772 3708
18.606550  0.019822 705 3018 18.606361 0.016151 773 3719
18.606550  0.019617 706 3030 18.606306  0.031954 774 3734
18.606535 0.038811 707 3043 18.606350  0.047788 775 3745
18.606600  0.068724 708 3055 18.606272  0.020337 776 3747
18.606478  0.028431 709 3057 18.606268  0.019760 777 3759
18.606462 0.030532 710 3066 18.606289  0.025563 778 3770
18.606468 0.023063 711 3077 18.606285  0.019494 779 3774
18.606483  0.035616 712 3088 18.606289  0.018229 780 3785
18.606466  0.017575 713 3091 18.606291 0.016064 781 3796
18.606468 0.016438 714 3102 18.606293  0.015566 782 3807
18.606472  0.015583 715 3113 18.606297  0.015409 783 3818
18.606474  0.015359 716 3124 18.606300 0.015328 784 3829
18.606478 0.015270 717 3135 18.606302 0.015267 785 3840
18.606482  0.015215 718 3146 18.606306  0.015215 786 3851
18.606483  0.015172 719 3157 18.606310  0.015170 787 3862
18.606487  0.015135 720 3168 18.606312  0.015130 788 3873
18.606489 0.016164 721 3179 18.606316  0.015094 789 3884
18.606434  0.031964 722 3194 18.606318 0.016041 790 3895
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18.606266  0.031735 791 3910 18.606251 0.018033 797 3961
18.606310  0.048274 792 3921 18.606253  0.016005 798 3972
18.606232  0.020135 793 3923 18.606255  0.015529 799 3983
18.606230  0.020506 794 3935 18.606258  0.015377 800 3994
18.606253 0.027591 795 3946 18.606258 0.015377 800 3994
18.606247  0.018736 796 3950

Bond=1.8598 Angle=8.80917 Dihedral=-3.22298 Vdw=12.7341

Stretch-bend=0.570335 Electrostatic=-2.14419.
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