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The analogue of hippuric acid, ruthenocenoyl-glycine was synthesized and labelled with the
7-emitter 'Ru. As a by-product of the synthesis the labelled diamide from ruthenocene-
dicarbonic acid and glycine was gained. With these ruthenocene derivatives the organ distribu-

tions in mice and rats were measured.

All ruthenocene-glycine derivatives showed primary a high kidney accumulation followed by
very rapid renal excretion. After application of the cytostatic PtCl,(NHj),, causing toxic effects
in the kidney of mice, the excretion of ruthenocenoyl-glycine is decreased. Biochemical data
suggest the use of labelled ruthenocenoyl-glycine as a substitute for Iodo-labelled hippuran.

Einleitung

In der Nuklear-Medizin wird zur Funktions-
Diagnostik von Nieren '*'J-markierte o-Jodhippur-
siure (Hippuran) benutzt [1]. 3] ist fiir nuklear-
medizinische Anwendungen jedoch kein ideales
Radioisotop: Durch seine energiereiche y-Strahlung
(364 keV) erhalt man bei der Szintigraphie eine
schlechte raumliche Auflosung von Strukturen und
auBerdem relativ geringe Zahlausbeuten. Da "'J
neben der j-Strahlung noch p-Teilchen (608 keV)
emittiert, fithrt dies zusammen mit der relativ
langen Halbwertszeit (8 d) zu unerwiinschten
Strahlenbelastungen.

Besonders gut geeignet fiir die Nuklearmedizin
ist das Ruthenium-Isotop *’Ru: Seine y-Energie von
215keV ist nahezu optimal fir die y-Kamera.
Zudem ist seine Halbwertszeit von 2,9 d und das
Fehlen einer f-Strahlung fiir eine in vivo-Diagnostik
[2, 3] sehr giinstig. Dazu kommt ein weiterer,
wesentlicher Vorteil: Radioaktives Ruthenium 1dBt
sich leicht als Zentralatom in Di-cyclopentadienyl-
Komplexe (Metallocene) einbauen [4-6], die viel-
faltig variiert werden konnen.
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In dieser Arbeit beschreiben wir die Synthese
einer Hippursdure analogen Ruthenocen-Verbin-
dung (vergl. Formel) und entsprechende Ester sowie
deren biochemische Eigenschaften bei Mausen und
Ratten.

Ergebnisse

Synthese der Ruthenocenoyl-glycin-Derivate

Zur Herstellung der Ruthenocenoyl-glycin-Ver-
bindungen wurde Ferrocenoyl-glycin-ethylester mit
1%RuCl; bei 170 °C erhitzt *. Entsprechend folgen-
der Reaktionsgleichung erhédlt man durch Thermo-
austausch mit 'Ru den markierten Ruthenocenoyl-
glycin-ethylester:

Fc—CO—NH—-CH,—COOEt + '®RuCl;
- ['“Ru]Rc—CO—~NH-CH,—COOEt + FeCl;;

Fc— = Ferrocenyl; Rc— = Ruthenocenyl .

Das ['®Ru]Ruthenocenoyl-glycin  (Kurzbezeich-
nung: Ruppuran) wurde durch Verseifen des Ethyl-
esters erhalten. Ein Thermoaustausch ist bei dem
unveresterten Glycin-Derivat unzureichend, da sich
die freie Carbonsdure bei 190 °C ohne Schmelzen
zersetzt [7]. Die Ruthenocenoyl-Diglycin-Verbin-

* Eine Ubertragung dieser Methode auf den Austausch
mit *’Ru ist ohne weiteres moglich [8]. Jedoch wurde hier
wegen der lianger andauernden biochemischen Untersu-
chungen das Ruthenium-Isotop 103Ru (Halbwertszeit
39 Tage) verwendet.
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dungen fallen bei der Synthese als Nebenprodukte
an; iber ihre Synthese und Identifizierung wird
gesondert berichtet.

Biochemische Untersuchungen

Die biochemischen Untersuchungen konzentrier-
ten sich auf die Organ-Verteilung und das Aus-
scheidungs-Verhalten der Ruthenocenoyl-glycin-
Derivate.

Tabelle I zeigt bei Mausen und Ratten die Organ-
Verteilung von 'Ru nach i.v. Injektion folgender
1R u markierter Ruthenocen-Derivate:

Ruthenocenoyl-glycin (Ruppuran),
Ruthenocenoyl-glycin-ethylester,
Ruthenocenoyl-di(glycin) (Di-Ruppuran) und
Ruthenocenoyl-di(glycin-ethylester).

Bei allen Verbindungen erhdlt man die hdchste
1B3Ru-Konzentration in der Niere und bei den
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Diglycin-Derivaten zusdtzlich in der Leber. Samt-
liche Ruthenocenoyl-glycin-Derivate werden offen-
sichtlich nicht nur in der Niere filtriert, sondern —
analog zum Hippuran — aktiv sezerniert. Man
findet 30 min nach Injektion eine extrem hohe
Urin-Konzentration, die bei allen Verbindungen
schnell wieder abfallt.

Als ein Beispiel sei hier bei Mdusen die Kinetik
der Blut- und Urin-Konzentration im Zeitraum von
5-360 Minuten nach Gabe von Ruppuran gewihlt
(Abb. 1). Durch Diinnschicht-Chromatographie des
Urins wurde bewiesen, dafl nur das unmetaboli-
sierte Ruthenocenoyl-glycin im Harn auftritt. Damit
ist bei dieser Substanz eine wichtige Voraussetzung
fur die Messung der renalen Clearance erfiillt.

Da die Glycin- und die Diglycin-Verbindung die
hochsten Urin-Konzentrationen (und damit Aus-
scheidungs-Raten) zeigten (vergl. Tab.I), wurden
bei diesen Verbindungen im Zeitraum von 0-360

103Ru-Organ-Verteilung von markierten Ruthenocenoyl-glycin-Derivaten bei Miusen und
Ratten. Dosis: ca. 0,5 umol/kg i.v. Zahl der Tiere: (n). Rc = Ruthenocenyl

Konzentrationsangaben ¥ £ a.

Zeit B3R u-Konz. [% Dosis/% Korpergewicht] x 100
[h]
Blut Lunge Leber Niere Darm Urin
Rc-CONH-CH,-COOH
Mause (7)
0,5 14 +4 5211 S0t 11 411 £ 150 459 26675
1 13,74 277 58+ 18 299 + 86 67 = 26 5274
3 1,1 £0,5 14+ 07 17 5 217 42 22+ 9 176
Ratten (3)
3 32+04 3+ 0,1 14+ 2 59t 8 76 + 36 1561
Rc-CONH-CH,-COOEt
Mause (5)
0,5 2+*6 3019 108 = 12 5531 127 - 11924
1 33+1,2 60t 1.8 43%11 141 = 39 49+9 1634
3 1,9 0,9 26t 06 24+ 3 90t 19 318 975
Ratten (3)
0,5 157+ 4 14+ 2 S1t 1 517 £ 300 - 882
Rc-(CONH-CH,—-COOH),
Miuse (5)
0,5 27,1 £ 7 214t 4 165 = 48 117+ 37 89+ 18 36460
1 72+ 1 74+ 2 83+ 13 36+ 14 95+ 18 4003
3 50 06 32% 0,7 18% 2 77+ 05 105 £ 39 332
Ratten (3)
0,5 35t11 34 +20 228 + 74 195 £ 68 134 = 53 265
Rc¢c-(CONH-CH,—-COO-Et),
Miuse (7)
0,5 18,6 £ 4 32+9 135+ 29 89 + 19 256 + 62 10500
1 6,1 +2 15t6 63+ 22 32+ 7 334 £ 25 2392
3 1,5+0,3 3+£06 34+ 7 18t 3 176 = 50 198
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Abb. 1. 'Ru-Konzentration in Blut und Urin bei M#usen
nach i.v. Gabe von 'Ru-Ruppuran. Dosis 0.5 pmol:
n=7CFl Miuse (9). Ordinate: log der '*Ru-Konz.

[% Dosis/% Korpergewicht]. Abszisse: log der Minuten
seit Injektion.

Minuten der Quotient der '“*Ru-Konzentration
Niere/Leber bestimmt. Wie Abb. 2 zeigt, hat im
gesamten Zeitraum Ruthenocenoyl-glycin eine deut-
lich hohere Nieren-Affinitat als die Diglycin-Ver-
bindung.

Dennoch wird langfristig die Diglycin-Verbin-
dung weitgehender als das Ruppuran eliminiert.
Gemill Abb. 3 enthalten Méduse 10 Tage nach Sub-
stanz-Injektion noch 2% an '>Ru beim Ruppuran
im Vergleich zu 0,2% beim Di-Ruppuran. Die
schnellere  Exkretion der Diglycin-Verbindung
beruht wahrscheinlich auf ihren stirkeren hydro-
philen Eigenschaften im Vergleich zur Monoglycin-
Verbindung *. Die nach 10 Tagen in den Tieren
befindliche ' Ru-Restaktivitit ist hauptsichlich in
Muskel, Leber und Niere enthalten. Das Konzentra-
tions-Verhaltnis betrdgt 1:8:5 beim Ruppuran und
1:21:5 bei der Diglycin-Verbindung.

Auch die beiden Ethyl-Ester der Glycin-Verbin-
dungen zeigen eine iiberraschend schnelle Elimina-
tion aus dem Blut und hohe Urin-Konzentrationen,
diese erreichen jedoch nicht die Werte der unver-
esterten Glycin-Derivate (siehe Tab. I). Bei einer
Chromatographie von Harnproben waren nicht
mehr die Ester sondern nur die freien Carbonsduren
nachweisbar. Offensichtlich werden die Ester im
Organismus hydrolysiert und die freien Sduren
anschliefend ausgeschieden.

* Bei anderen Ruthenocen- und Osmocen-Derivaten
zeigt sich ebenfalls eine schnellere Ausscheidung bei
Substitution an beiden Cyclopentadienyl-Ringen im Ver-
gleich zu den Derivaten, die nur an einem Ring substi-
tuiert sind [16].
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Abb. 2. '“Ru-Konzentrations-Quotient Niere/Leber bei
Miusen (2) nach i.v. Gabe von ' Ru-markiertem Ruppu-
ran bzw. Diruppuran. Dosis: Ruppuran 0,5 pmol/kg; n=7.
Di-Ruppuran 0,1 pmol/kg; n = 7.
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Abb. 3. 13 Ru-Exkretion bei ¢ Miusen nach i.v. Gabe von
193Ru-markiertem Ruppuran und Di-Ruppuran. Dosie-
rung vgl. Abb. 2. Mittelwerte von je 7 Tieren. Ordinate:

Restaktivitdt [% Dosis].

Diskussion
Biochemische Aspekte

Die Amide aus Ruthenocen-monocarbonsidure
bzw. -dicarbonsdure und Glycin (Ruppuran und
Di-Ruppuran) sind Verbindungen, die sich leicht
mit den ;-Strahlern “Ru oder ' Ru markieren
lassen. Sie zeigen bei Miusen und Ratten nach
1.v.-Gabe neben einer Nieren-Affinitit eine extrem
schnelle Clearance. Ruthenocen-glycin wird bei
Miusen binnen 60 Minuten nach der Injektion zu
85% im Urin unverdndert ausgeschieden. Die Halb-
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Abb. 4. ['“Ru]Ruppuran-Exkretion bei Miusen nach Be-
handlung mit dem Cytostatikum Pt(NHj;),Cl,. Kontrollen
(n=7¢) und Pt-Gruppen (n=77¢) erhielten ['*Ru]-
Ruppuran 0,5 umol/kg. Zur Zeit r=0h. Pt-Gruppe:
Pt(NHj;),Cl, 8 mg/kg; r=—24h. Ordinate: Logarithmus
der Restaktivitit im Gesamttier (¥ * ;). Zur Zeit t=0
Restaktivitat 100%.

wertszeit im Blut betrdgt ca. 4 Minuten. Beide
Daten entsprechen Werten, die von Konikowski ez
al. [9, 10] mit Jod-markiertem Hippuran bei Mdusen
gefunden wurden [11]. Die hohe renale Clearance
von Ruppuran laBt erwarten, daB Storungen der
Nieren-Funktion sich durch eine verminderte '“>Ru-
Ausscheidung bemerkbar machen. Tatsdchlich 1a63t
sich eine Nierenschadigung, wie sie nach Gabe des
Cytostatikums Pt(NHj3),Cl, auftritt [12, 13] an
Hand der verminderten Exkretion von Ruppuran
nachweisen (Abb. 4).

Radioisotope des Rutheniums im Vergleich zu den
gebrduchlichen Radioisotopen der Nuklearmedizin

Die radioaktiven Ruthenocenoyl-glycin-Derivate
zeigen in ihren biochemischen Eigenschaften inter-
essante  Parallelen zum  Nieren-Diagnosticon
['3'J]Hippuran [1, 9—11]. Die Nachteile des *'J als
Radionuklid fiir die Nuklearmedizin sind schon in
der Einleitung genannt worden [1].

Wegen dieser gravierenden Nachteile hat man in
letzter Zeit statt '3'J den reinen y-Strahler '23J
(y-Energie 159 keV) zur Hippuran-Markierung ver-
wendet [14]. Allerdings verursacht seine kurze
Halbwertszeit von 13 h erhebliche logistische
Probleme. Auch mit *“™Tc-markierte Komplex-
Verbindungen [1] zeigen bei der Nieren-Diagnostik
deutliche Nachteile. Zwar ist eine Nieren-Szinti-
graphie gut moglich, dagegen 1dBt sich die Nieren-
Clearance damit nicht bestimmen. Auferdem ist
die y-Energie des ®™Tc mit 140 keV zwar gut fiir
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die klinisch gebriduchlichen Radioaktivitats-Detek-
toren geeignet, jedoch ist — was oft vergessen wird —
eine Gamma-Strahlung von 140 keV zu schwach, um
tief im Korper liegende Strukturen gut zu erfassen.

Aus den oben erwdhnten Griinden erscheinen mit
Ru (y=215keV; 2.9d HWZ) markierte Radio-
pharmaka [3, 8, 15] als durchaus konkurrenzfdahige
Verbindungen. Dafiir besonders geeignet sind Ruthe-
nocen-Derivate, da das aromatische Ringsystem des
Ruthenocens eine hohe chemische Stabilitdt auf-
weist. Bei markiertem Ruthenocen ist besonders
seine chemische Variabilitdt hervorzuheben: Durch
die Synthese von Derivaten mit verschiedenen
Seitenketten, lassen sich potentiell Radiopharmaka
mit sehr verschiedenen biochemischen Eigenschaf-
ten herstellen [16—19].

Die hier vorgestellten Befunde und der Bedarf fiir
Radiopharmaka zur Nieren-Diagnostik mit besse-
ren Nuklid-Eigenschaften lassen ein Studium der
Hippuran-analogen  Ruthenocen-Verbindung an
Klinik-naheren Modellen gerechtfertigt erscheinen.
Dartiber wird an anderer Stelle berichtet.

Material und Methoden
Ausgangsprodukte

Ferrocencarbonsdure, Ruthenocencarbonsdure und
Glycinethylester-hydrochlorid  wurden von der
EGA-Chemie (Steinheim), '“>Ru-Ruthentrichlorid
von Amersham Buchler (Braunschweig) bezogen.
Aus dem Glycinethylester-hydrochlorid wurde die
freie Base nach [21] hergestellt. Die Darstellung von
Ferrocenoyl-glycin und des entsprechenden Ethyl-
esters ist bekannt [20].

Ruthenocenoyl-glycin-ethylester

Zu 515mg Ruthenocen-carbonsdure (1,87 mM)
gibt man in einem 50 ml Zweihalskolben 30 ml
absolutes Benzol. Unter Rithren und leichtem
N,-Strom werden innerhalb von ca. 30 min portions-
weise 410 mg PCls (1,97 mm) dazugegeben. Nach
etwa zwei Stunden wird von einer geringen Menge
an dunklem Bodensatz abdekantiert, mit Benzol
nachgewaschen und das orangefarbene Sdurechlorid
am Rotationsdampfer vom Benzol befreit. (Bad-
temperatur nicht hoher als 40 °C!) Das noch vor-
handene POCI; wird im Olpumpenvakuum (ca.
0,1 Torr) bei Raumtemperatur abgedampft. Das



810 M. Wenzel und G. Schachschneider -

zuriickbleibende Saurechlorid wird sofort in abso-
lutem Tetrahydrofuran (THF) aufgenommen und
zu einer Losung aus 400 mg Glycin-ethylester
(3.9 mM) und 20 ml absolutem THF unter Riithren
und weitgehendem Feuchtigkeitsausschluf3 getropft.
Es fillt dabei das Hydrochlorid des iiberschiissigen
Glycinethylesters (NH,CH,COOEt - HCI) aus, das
am ndchsten Tag abfiltriert wird. Das Filtrat wird
vom THF befreit und der Riickstand durch Sdulen-
chromatographie an 30 g neutralem Al,O; mit
Chloroform als Eluierungsmittel vorgereinigt. Dann
wird das Laufmittel abgedampft und der Riickstand
aus Ethanol umkristallisiert.

Fp.=162°C, Ausbeute: 620 mg (92% der Theorie).
Rg = 0,48 CHCl3/Aceton (9:1).

Der Rg-Wert ist mit dem der entsprechenden
radioaktiven Substanz ['*Ru]Ruthenocenoyl-glycin-

ester (aus der thermischen Austauschreaktion)
identisch.
Analyse:
berechnet gefunden
C 50,00% 50,26%
H 4,72% 4.81%
N 3.89% 3,69%

Ruthenocenoyl-glycin

Zu 56 mg RecCONHCH,COOEt (0,156 mM) wird
eine Losung von 7mg NaOH (0,175 mM) in 300 pl
EtOH gegeben und iiber Nacht stehengelassen.
Dann wird der Alkohol verfliichtigt, der Riickstand
in Wasser (500 pl) aufgenommen und unter Rithren
verdinnte HCl zugetropft. Die auskristallisierte
Sdure wird abfiltriert und aus EtOH/Wasser um-
kristallisiert.

Fp.=203°C, Ausbeute: 50 mg (95% der Theorie).
Rg = 0,35 Ameisensdure/Aceton/Chloroform
(5:20:7).

Der Rp-Wert ist mit dem der '’Ru-markierten
Verbindung identisch.

Analyse:
berechnet gefunden
C 47,00 45,30
H 391 3,73
N 422 4,19

Analoga des Hippurans: ['*Ru]-Ruthenocenoyl-glycin-Derivate

Die Strukturen der oben beschriebenen Rutheno-
cenoyl-glycin Verbindungen sind zusdtzlich durch
Massenspektrometrie und 'H-NMR-Analyse ge-
sichert.

Radioaktive Synthesen
Darstellung von ["*Ru]Re—CO—NH-CH ,—COOEt

7mg (20 pm) Fc—=CO—-NH-CH,—-COOEt wer-
den in eine Duranglasampulle eingewogen und da-
zu 960 uCi athanolische '*RuCl;-Losung (300 pl)
gegeben (spez. Akt.: 310 pCi/pum). Dann wird das
Losungsmittel durch Uberleiten von Stickstoff und
vorsichtiges Erwdrmen vertrieben. Nach Evakuieren
auf ca. | Torr wird die Ampulle abgeschmolzen und
30min bei 175°C erhitzt. Nach Offnen der
Ampulle wird der Inhalt in Chloroform gelost, auf
eine Sdule mit 2 ml neutralem Al,O3 gegeben und
mit CHCI; eluiert. Dadurch wird das nicht umge-
setzte 'RuCl; abgetrennt. Der eluierbare '“Ru-
Anteil (lipophile Ruthenocen-Derivate) betrigt
60—70%. Das Eluat wird eingeengt und auf einer
DC-Platte mit einer Mischung aus Aceton und
CHClI; (10:90) entwickelt (Abb. 5).

Da der Rg-Wert von Ferrocenoyl-glycin nur 90%
des Rg-Wertes von Ruthenocenoyl-glycin (Rp
0,44-0,40) betragt, ist eine Trennung ganz oder teil-
weise moglich. Eluiert man nicht den gesamten
Radioaktivitdts-Peak, sondern nur oberhalb des
Maximums, so erhdlt man etwa die Halfte des
['®Ru]Rc—CO—-NH-CH,—COOEt ohne Ferrocen-
Anteil.

S
Front -Glycinester (0,41) I

-Diglycinester
(0,32)

Ipm —e

Rc(0,62)

Abb. 5. Radiochromatogramm nach Thermoaustausch von
Ferrocenoyl-glycinester mit '“RuCl;. DC auf Kieselgel-
Fertigplatten (Merck) und Direkt-Messung des '®*Ru mit
dem Berthold-Scanner. Glycinester, Re-CONH-CH,~COOEt;
Diglycinester, Rc-1,1"(-CONH-CH,-COOE),; Re,
Ruthenocen. Die Zahlen in Klammern geben die Rg-Werte
der 'Ru-markierten Produkte an. Fc, Gelbfarbung durch
nicht radioaktives Ferrocenoyl-glycinethylester.
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Wenn man den gesamten radioaktiven Peak
(Rg~0.41) eluiert, so erhdlt man 17-30% der
eingesetzten '®RuCl;-Aktivitit als Ruthenocenoyl-
glycinester. Da dabei gleichzeitig ein Teil der
Ferrocenverbindung mit eluiert wird, hat die
Mischung eine spez. Aktivitdt von 30—15 pCi/uMol
Metallocen-glycinester.
Darstellung ~ von  ['Ru]JRe—CO—NH—CH,—
COOH

5uCi ['“Ru]Rc—CO—NH-CH,—COOEt (spez.
Akt. 16 uCi/pm) werden in 500 pl Ethanol geldst,
dazu 30 ul (3 Tropfen) einer ethanolischen NaOH
(0,1 g NaOH und 3 ml EtOH) gegeben und {iiber
Nacht bei Raumtemperatur belassen.

Danach wird mit 20 ul (2 Tropfen) 10N HCI
angesduert und das Losungsmittel verfliichtigt.
Nach Zugabe von 2ml Wasser und 1 Tropfen
(10 ul) 10 N HCI wird 1 x mit nur 0,5 ml Chloroform
extrahiert, um noch geringe Mengen des unumge-
setzen Esters zu entfernen. Dann wird noch 4 x mit
je 1 ml Essigester extrahiert, so dal 95% der Saure
gewonnen wird.

Ausbeute: 4,2 nCi = 85% der Theorie.
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