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Durch katalytische Reduktion ungesittigter Aminosiaure-Vorstufen mit Tritium
wurden bpL-Alanin-[o.8-T>], y-Amino-buttersdure-{a.B3-T>], bL-Glutaminsédure-
[B.y-T»), pL-a-Amino-adipinsdure-[y.5-T2] und bL-Prolin-[2-T] synthetisiert.
AuBerdem konnten die T-markierten aromatischen Aminosiuren L-Phenylala-
nin-[2.4-T,], L-Tyrosin-[3-T], pL-3.4-Dihydroxy-phenylalanin-[2.5.6-T4), L-Histi-
din-[2.4-T;) und pL-Tryptophan-[5-T] aus aromatischen Brom- oder Jodver-
bindungen durch katalytische Enthalogenierung mit Tritium dargestellt werden.

T-Markierte Aminosduren hoher spezifischer Aktivitit (1000 mC/mMol und
mehr) werden fiir histoautoradiographische 2 sowie fiir spezielle biochemische Unter-
suchungen bendtigt. Dariiber hinaus kénnen T-markierte organische Verbindungen
auch in der Strahlentherapie eine gewisse Bedeutung erlangen3.4). Die hierfiir erfor-
derlichen Tritium-Verbindungen werden meist durch Umsetzung geeigneter Vorstufen
mit ToO bzw. T, dargestellt. Nachdem wir pL-Lysin-[y.3-T3]5 aus dem entsprechenden
Dehydrolysin® durch katalytische Reduktion mit Tritium gewonnen hatten, stellten
wir weitere T-markierte aliphatische Aminosiuren aus den jeweiligen ungesittigten
Vorstufen dar.

Als Ausgangsstoffe dienten folgende Verbindungen: a«-Acetamino-acrylsidure-
methylester (I)6), y-Phthalimido-crotonsiure-methylester (1I), Acetamino-[2-carb-
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1) Teil der Dissertat. v. K. HEMPEL, Univ. Koln 1961.

2) G. A. Boyp, Autoradiography in Biology and Medicine, Academic Press, New York 1955.
3) B. MARRIAN, B. MARSHALL, 1. S. MITcHELL und J. SitMoN-REUSs, Tritium in the physical
and biological Sciences, Vol. 2, 216, International Atomic Energy Agency, Wien 1962.

4) K. Hempet und M. DEIMEL, Z. Strahlentherapie (im Druck).
s) L. BirkoreR und K. HempeL, Chem. Ber. 93, 2282 [1960].
6) H. HeLLMANN, K. TEicHMANN und F. LINGENs, Chem. Ber. 91, 2427 [1958].
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dthoxy-vinyl]-malonséure-diithylester (I1I) 7, Acetamino-[3-carbidthoxy-Al-propenyl]-
malonsédure-didthylester (IV), «-Acetamino-£-[3.4-diacetoxy-phenyl}-acrylsdure (V)&
und Al-Pyrrolin-carbonséure-(2) (VI)9. 11 wurde aus y-Brom-crotonsdure-methylester
und Phthalimid-kalium erhalten. IV entstand aus y-Brom-crotonsiure-methylester
und dem Na-Salz des Acetamino-malonesters, wobei Umesterung eintrat.

Diese ungesittigten Vorstufen 1—VI wurden am vorreduzierten Palladium/Aktiv-
kohle-Kontakt mit Tritium (T,) reduziert. Die Reduktion verlief mit iiberschwerem
Wasserstoff ebenso schnell wie mit normalem. Kinetische Isotopie-Effekte konnten
bei den ausgefiihrten Hydrierungen nicht nachgewiesen werden. In allen Fillen war die
Reduktion spétestens nach 2 Stdn. beendet. So entstand aus I durch Reduktion mit
T, pr-Acetyl-alanin-{«.$-T5], das, ohne isoliert zu werden, durch Verseifung mit 62
HCl in pr-Alanin-[o.f-T,] iibergefiihrt wurde. Entsprechend konnte aus III {iber
a-Carbithoxy - N -acetyl - glutaminsiure - didthylester-[8.y-T;]  DL-Glutaminsédure-
[B.y-T>] und aus IV iiber a-Carbithoxy-«-acetamino-adipinsdure-didthylester-[v.3-T5]
a-Amino-adipinsidure-[y.3-T;] synthetisiert werden. bL-B-[3.4-Dihydroxy-phenyl}-
alanin-{«.3-T,] wurde in Anlehnung an die Vorschrift von HARRINGTON und RANDALL 8
aus V durch katalytische Hydrierung mit Tritium und nachfolgende Verseifung her-
gestellt. Bei analoger Darstellung von y-Amino-buttersdure-[«.3-T5] aus II mufBte
zusitzlich die Phthaloyl-Gruppe mit Hydrazin abgespalten werden. Aus VI entstand
durch katalytische Reduktion mit T, unmittelbar Prolin-[2-T].

Bei den einzelnen Versuchen schwankte die Ausbeute an radioaktiven Aminosduren
zwischen 159 beim $-[3.4-Dihydroxy-phenyl]-alanin-[«.3-T3] und 90%; bei der pL-a-
Amino-adipinsdure-[y.8-T,], obwohl die chemische Ausbeute stets 80—90% d. Th.
betrug. Fiir die aktive Synthese geht also in manchen Fillen ein betrachtlicher Prozent-
satz des eingesetzten Tritiums durch Austauschreaktionen gegen inaktiven Wasserstoff
verloren, wodurch die spezifische Aktivitit des markierten Molekiils entsprechend
absinkt.

Dieser Austausch kann bereits bei der Hydrierung erfolgen oder erst im Verlauf
der nachfolgenden Verseifung. So gingen wihrend der Entacetylierung des pL-Acetyl-
alanins-[oe.$-T>] 459% der Radioaktivitit verloren, bei der DL-N-Acetyl-w-amino-
adipinsiure-[y.3-T;] weniger als 10%. Die Austauschbarkeit des Tritiums bei der
Verseifung ist demnach sehr verschieden. Sie diirfte bei den durch die Carboxylgruppe
aktivierten a-stindigen T-Atomen besonders grof sein. Als Folge davon miiite die
spezifische Aktivitit des Tritiums an den beiden urspriinglich ungesittigten C-Atomen
verschieden sein.

Austauschreaktionen finden mehr noch wihrend der Hydrierung zwischen dem
radioaktiven Wasserstoff und dem Lsungsmittel statt. Wahrscheinlich besteht dabei
im Edelmetallkatalysator ein Austauschgleichgewicht zwischen den im Metall gelGsten
Tritium-Ionen (Tritonen) und den Protonen des LOsungsmittels. Daraus folgt, dal
die Verluste an Tritium umso groBer sind, je hoher die Protonenkonzentration des
Losungsmittels ist und je langsamer die Reaktion ablduft. Damit steht im Einklang,

7 H. FELDMANN, Diplomarb., Univ. Kéln 1960.
8 C. R. HARRINGTON und ST. RANDALL, Biochem. J. 25, 1028 [1931].
9) K. Hasse und A. WIELAND, Chem. Ber. 93, 1686 [1960].
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daB bei der Reduktion eines a-Pyridons in inaktivem Eisessig mit reinem Tritium (T5)
nur weniger als 1%, des eingebauten Wasserstoffs aus dem T, stammten, wihrend die
restlichen 999, vom Eisessig herriihrten.

KATALYTISCHE ENTHALOGENIERUNG AROMATISCHER HALOGENVERBINDUNGEN MIT TRITIUM

Da sich aromatische Kerne durch Hydrierung ungesittigter Vorstufen nicht tritiieren
lassen, wurden sie bisher meist durch Austauschreaktionen10) oder durch hydrolyti-
sche Zersetzung metallorganischer Verbindungen markiert. Die erreichbaren spezi-
fischen Aktivitdten sind dabei meist gering. AulBerdem bilden sich im Verlaufe dieser
Reaktion in erhohtem MaBe radioaktive Verunreinigungen, und zwar durch Neben-
reaktionen und radiolytische Zersetzung der Endprodukte. Bei Austauschreaktionen
tritt iiberdies universelle Markierung des aromatischen Kerns und der aliphatischen
Seitenkette ein.

Eine gezielte Tritiierung aromatischer Ringe erfolgt durch katalytische Enthalogenie-
rung ihrer Brom- oder Jodverbindungen. Auf diese Weise synthetisierten MARRIAN
und Mitarbb.3) 2-Methyl-naphthochinon-(1.4)-diphosphat-[5.6.7-T3)] (Synkavit) sowie
JacQueMiN und Mitarbb.!%2) tritium-markiertes Ostradiol, Tyrosin und Thyronin.
Nach dem gleichen Verfahren haben wir eine Reihe natiirlicher aromatischer Amino-
sduren mit Tritium markiert.

Als Ausgangsmaterial dienten uns die folgenden bromierten bzw. jodierten aroma-
tischen Aminosiduren: L-2.4-Dibrom-phenylalanin, vL-3-Jod-tyrosin, L-3.5-Dijod-
tyrosin, pL-B-[2.5.6-Tribrom-3.4-dihydroxy-phenyl)-alanin!?), L-2.4-Dijod-histidin12)
und pL-5-Brom-tryptophan13),

Die ausgeprégte Absorption im Bereich von 825 —805/cm (12.1—12.4 i) und von
885 —870/cm(11.3 —11.5 ) des L-Dibrom-phenylalanins spricht dafiir 14, daf} es sich um
ein 1.2.4-trisubstituiertes Benzolderivat, also um 2.4-Dibrom-phenylalanin handelt.

Bei der Halogenierung und ebenso bei der katalytischen Enthalogenierung bleibt
die optische Aktivitit der Verbindungen in der Regel erhalten. Nur im Falle von
DL-B-[2.5.6-Tribrom-3.4-dihydroxy-phenylj-alanin tritt widhrend der Bromierung
vollstindige Racemisierung ein.

Aus den oben genannten halogenierten Aminosduren gewannen wir folgende Ver-
bindungen: L-Phenylalanin-[2.4-T;], L-Tyrosin-[3-T], L-Tyrosin-[3.5-T;], prL-B3-[3.4-
Dihydroxy-phenyl}-alanin-[2.5.6-T3], L-Histidin-[2.4-T,] und pL-Tryptophan-[5-T].

Bei der katalytischen Enthalogenierung gehen bekanntlich ven dem eingesetzten
Tritium etwa 509, als TJ bzw. TOH fiir die Synthese verloren. Ein Austausch des
Tritiums gegen inaktiven Wasserstoff des Losungsmittels, der bei katalytischen Re-
duktionen olefinischer Doppelbindungen oft zu groBen Verlusten an Tritium fiihrt,
wurde hierbei nicht beobachtet. Die spezifische Aktivitdt der markierten Aminosduren

10) A, Murray (I1I) und D. L. WiLLIAMS, Organic Synthesis with Isotopes, Part 11, Inter-
science Publishers, London-New York 1958.

10a) C. JAcQUEMIN, R. MicHEL, J. Nunez und J. RocHe, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 249,
1904 [1959].

11) M. GUGGENHEIM, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 88, 277 [1913].

12) K. J. BRUNINGS, J. Amer. chem. Soc. 69, 205 [1947].

13) D. G. HARVEY, J. chem. Soc. [London] 1958, 3760; 1959, 473.

14) L. J. BELLamy, The Infrared Spectra of Complex Molecules, Methuen & Co., Ltd.
London 1958.
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ist deshalb weitgehend von der spezifischen Aktivitit des eingesetzten Wasserstoffs
abhiangig. Allerdings muBl bei Enthalogenierungen mit einem Wasserstoff-Isotopen-
gemisch mit kinetischen Isotopie-Effekten gerechnet werden. So fand sich z. B. bei der
katalytischen Enthalogenierung des 3-Jod-tyrosins 1.44 mal mehr Tritium in Bindung
an Tyrosin als in anorganischer Form. Ein dhnlich bevorzugter Einbau des iiber-
schweren Wasserstoffs fand sich bei allen darauf untersuchten Enthalogenierungen.
Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist in Tab. 1 zusammengestellt. Danach wird

Tab. 1. Verhiltnis des eingebauten Tritiums zu ionogenem Tritium

Aminosi T-Aktivitat der T-Aktivitit  Aminosdure-Aktivitit
minosiure

Aminosaure (anorgan.) Aktivitit (anorgan.)
7o o
L-Tyrosin-[3-T} 59 41 1.44
L-Histidin-[2.4-T3] 57 43 1.33
D-Phenylalanin-[2.4-T5) 563) 44 1.27
L-Phenylalanin-[2.4-T5) 54a) 46 1.17
DL-$-[3.4-Dihydroxy- 52 48 1.08

phenyl]-alanin-[2.5.6-T;]

a) In den Versuchen mit pD- und L-Phenylalanin keine identischen Versuchsbedingungen.

Tritium bei der katalytischen Enthalogenierung im Vergleich zum Wasserstoff
rascher an Kohlenstoff gebunden, als in Form von Tritonen abgegeben. Uber Art
und GroBe dieses kinetischen Isotopie-Effektes geben die Ergebnisse der Tab. 1 keinen
AufschluBl, da sie nur vom Verhiltnis der kinetischen Isotopie-Effekte der beiden
gekoppelten Reaktionen abhdngen.

Die radiochemische Reinheit der T-markierten Verbindungen wurde in allen Fillen
radiopapierchromatographisch in mehreren Medien untersucht. Die Substanzen
waren mit wenigen Ausnahmen zunichst radiochemisch rein. Nach lingerem Lagern
lieBen sich aber stets markierte Verunreinigungen nachweisen. Die Verbindungen
muBten dann vor dem Gebrauch papierchromatographisch gereinigt werden.

Die Verunreinigungen entstehen auf Grund von zwei verschiedenen Mechanismen:
1. Der radioaktive Zerfall des Tritiums, bei dem Helium (3He) entsteht, fiihrt bei zwei-
fach T-markierten Molekiilen zu einem T-markierten Ionen-Molekiil, das sich durch
Reaktionen mit anderen Molekiilen in eine neue, stabile markierte Verbindung ver-
wandelt. 2. Die beim (-Zerfall des Tritiums frei werdende Strahlenenergie 19st radio-
chemische Reaktionen aus, die auch die Zerstdrung der Aminosdure!S bewirken.
Bei weitem die Hauptmenge der radioaktiven Zersetzungsprodukte entsteht durch
die zuletzt genannte Reaktion. Das Ausmal dieser radiochemischen Reaktionen 14it
sich durch Losen in einem inerten L&sungsmittel und Aufbewahren bei tiefer
Temperatur -h@rabsetzen 16),

Alle Aminosiduren mit Ausnahme des DL-Tryptophans-[5-T] 16ste man deshalb als
Hydrochlorid in 80—90-proz. Athanol und bewahrte sie bei —20° auf., DL-Trypto-
phan-{5-T] wurde in schwach alkalischer Losung gelagert. Die Tritium-Konzentration
war in der Regel kleiner als 5 mC pro ccm, was einer Strahlendosis von ca. 1500 rad
pro Tag entspricht. Die radiochemische Reinheit wurde fortlaufend kontrolliert.

15) E. S. G. BARRON, J. AMBROSE und U. P. JounNsoN, Radiat. Res. 2, 145 [1955].
16} B. M. ToLBERT, Atomlight, Februar 1962.
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Unter den gewihlten Lagerbedingungen, die noch nicht optimal sein diicften, wurden
je 105 rad absorbierter Energie 1 bis 5%, der markierten Substanz zerstort. Die radio-
chemische Reinheit nahm zumindest im Anfang linear mit der eingestrahlten Dosis ab.

DL-Tryptophan-[5-T] und T-markiertes $-[3.4-Dihydroxy-phenyl]-alanin waren um
ein Vielfaches strahlenempfindlicher. Bei pL-B-[3.4-Dihydroxy-phenyl]-alanin-{«.3-T3]
und DL-B-[3.4-Dihydroxy-phenyl]-alanin-[2.5.6-T;] liel sich durch Zugabe von
Ascorbinsdure (0.19) eine gewisse Stabilisierung erreichen.

Klaus Hempel dankt dem BUNDESMINISTERIUM FUR ATOMKERNENERGIE und WASSERWIRT-
SCHAFT sowie der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT fiir die entgegenkommende Unter-
stiitzung durch sachliche und persénliche Mittel. AuBerdem danken wir Frau URSULA STEHR
fiir die Mithilfe bei der Durchfiihrung der Versuche.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

y-Phthalimido-crotonsiure-methylester (11): In eine Suspension von 37 g (0.2 Mol) Phthal-
imid-kalium in 150 ccm Dimethylformamid wird die Losung von 38.6 g (0.22 Mol) y-Brom-
crotonsdure-methylester in 50 ccm Dimethylformamid eingetropft, wobei unter Braunfarbung
Phthalimid-kalium in Lésung geht. Nach 3stdg. Erwdrmen auf 60° wird mit dem vierfachen
Vol. Wasser versetzt, mit Chloroform extrahiert, dieses mit 2n KOH und Wasser gewaschen
und schlieBlich iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des Lésungsmittels kristalli-
siert der 8lige Riickstand beim Anreiben mit wenig Athanol. Ausb. 22.4 g I (46%). Farblose
Nidelchen aus Wasser, Schmp. 105°.

C13H ;i1 NO4 (245.2) Ber. C63.69 H4.49 N5.71 Gef. C63.56 H 4.64 N 5.43

Acetamino-[ 3-carbithoxy-Al-propenyl]-malonsiure-diiithylester (1V): In die 6-proz.
dthanolische Lésung von Na-Acetamino-malonséiure-didthylester aus 14 g (0.063 Mol) Acet-
aminomalonester und 1.5 g (0.065 Mol) Natrium werden 12 g (0.0665 Mol) y-Brom-croton-
siure-methylester in 35 ccm Athanol gegeben und anschliefend 18 Stdn. auf dem Wasserbad
unter RiickfluB gekocht. Dabei fillt nach einiger Zeit Natriumbromid aus. Das Reaktions-
gemisch wird auf 75 ccm eingeengt, mit 400 ccm Wasser versetzt, die Losung mit Athylacetat
ausgeschiittelt und die organische Phase mit 5-proz. Essigséure, 5-proz. Natriumhydrogen-
carbonat-Ldsung und Wasser gewaschen. Nach Trocknen iiber Magnesiumsulfat und Abzie-
hen des Lésungsmittels bleibt ein braunes Ol zuriick, das beim Anreiben mit Wasser kristallin
wird. Farblose Blittchen ays 85-proz. Athanol vom Schmp. 75°. Ausb. 4.5 g (23%).

Cy5H33NO7 (329.2) Ber. C54.68 H7.04 N4.26 Gef. C54.65 H7.01 N 4.31

Acetamino-{ 2-carbdthoxy-vinyl]-malonsiure-didthylester (111)7): 43.2 g (0.2 Mol) Acetamino-
malonester werden zu 6.0 g (~0.25 Mol) Natriumhydrid in 100 ccm Dimethylformamid
(iiber NaH getrocknet) gegeben und die Mischung nach 1stdg. Stehenlassen unter Feuchtig-
keitsausschluB filtriert. Zu der auf 80° erwidrmten Ldsung werden innerhalb von 3 Stdn. 42 g
B-Brom-acrylséiure-ithylester in 80 ccm Dimethylformamid unter Rithren zugetropft. Nach
6—8 stdg. Erhitzen bei 100° wird das L&sungsmittel i. Vak. entfernt, der Riickstand in 200 ccm
Wasser aufgenommen und mit Ather extrahiert. Der Ather wird abgezogen und der Riickstand
i. Vak. destilliert. Ausb. 41 g (65%). Schwach gelbes, zihes O1 vom Sdp.q g4 140—145°,

L-2.4-Dibrom-phenylalanin: 2 g (0.012 Mol) r-Phenylalanin werden fiinf Tage lang in einer
mit Brom gesittigten Atmosphire aufbewahrt. Das Olige, rotbraune Bromierungsprodukt
wird i. Vak. iiber KOH getrocknet, in Chloroform/Wasser aufgenommen, die wifirige Phase
wiederholt mit Chloroform ausgeschiittelt, filtriert und i. Vak. bei 40° zur Trockne eingeengt.
Beim Neutralisieren des in 20 ccm Wasser geldsten Riickstandes mit Ammoniumcarbonat
fallen 2.4 g bromiertes Phenylalanin (ca. 60 %) aus, das aus einer Mischung von Mono- und
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Dibrom-phenylalanin besteht. Beide bromierten Phenylalanine gehen bei der katalytischen
Enthalogenierung in Phenylalanin iiber.
Das Dibromprodukt 148t sich auf Grund seiner schwereren Loslichkeit aus 50-proz. Athanol
rein gewinnen. Nidelchen vom Schmp. 240—250° (Zers.). [«]¥: +8.25° (n HCI).
CoH¢Br,NO; (323.0) Ber. C 33.47 H2.81 N4.34 Gef. C33.41 H291 N4.39

Messung der Tritiumaktivitdt: Die B-Teilchen des Tritiums wurden in einem Flissigkeits-
scintillationsspektrometer der Firma Packard, Modell 314 EX, gemessen. Als Losungsmittel
diente in allen Fillen ein Gemisch von Toluol/Methanol (35:15), das auflerdem ca. 1%
Wasser, 0.28%, 2.5-Diphenyl-oxazol und 3.5-10749; 1.4-Bis-[5-phenyl-oxazolyl-(2)]-benzol
enthielt. Die Zdhlausbeute betrug ca. 8%. Die Genauigkeit der Aktivititsbestimmung war
grofer als +39%,. Absolutmessungen wurden durch Vergleich mit einem T-Toluol-Standard
ausgefiihrt.

Die Aktivititsverteilung iiber Papierchromatogrammen konnte mit einem fensterlosen
MethandurchfluBzihler der Fa. Friesecke & Hopfner, Erlangen, bestimmt werden.

Tritium-Ampulle (TA)
7 —-Zerschlagventit (V)
———Vorratsgefal} fir reines T, (VT,)
\“\~Magnetspule 1Sp!

Wit~ Eisenkern (EK)

Vakuum .~ LIS | v
D) - Vorratsgefal fir Hy(VH,)
Normatdruck~ 8 ? o
HE S5
_ 0
H5
M2 oM X
~ g
NI %H‘I‘l
760mm & St
4 —Reaktionsgefah (RG)
HA
? HJ
> 42
6
Vakuum i j
Normaldruck __—-—Vorratsgefaf} fiir
{ Quecksilber [VHg)

Mikroapparatur zur katalytischen Reduktion mit reinem Tritium.
H1-—H16 Hihne, S1 —S6 Normalschliffe, M1 und M2 geeichte Gasbiiretten

Apparatur zur Synthese mit gasformigem Tritium (T,;) (Abbild.): Alle Reaktionen mit Tri-
tium (T2) wurden in einer Spezialapparatur aus Pyrex-Glas ausgefiihrt, die erlaubt, die
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Tritium-Ampulle (TA) zu 6ffnen, das Tritium abzupumpen und die jeweiligen Reaktionen
unter laufender Kontrolle des aufgenommenen Tritiums auszufiihren. Nach beendeter
Reduktion kann der radioaktive Wasserstoff in ein Vorratsgefid8 zuriickgepumpt werden.

Die kiufliche Tritium-Ampulle (TA) ist iiber den Schliff S1 mit der Apparatur verbunden.
Sie enthilt in der Regel 10000 mC Tritium, das sind etwa 4 ccm Gas (unter Normalbedingun-
gen), die bei einem Ansatz verarbeitet werden. Die Apparatur wird zunichst mit der Wasser-
strahlpumpe evakuiert und bis zu den Hiahnen HS, H10, H14, H15 aus dem Vorratsgefi
VHg mit Quecksilber gefiillt. Dann wird das Zerschlagventil (ZV) der Tritium-Ampulle mit
dem Eisenkern (EK) durch einen kurzen Stromsto8 in der Spule (Sp) aufgeschlagen. Durch
Absenken des Quecksilberspiegels bis H3 kann die Hauptmenge des Tritiums aus TA ab-
gepumpt werden. Nach SchlieBen der Hihne H7—H9 wird das Tritium auf Normaldruck
komprimiert und seine Menge volumetrisch in der Gasbiirette M1 bestimmt. Uber die Hihne
H10—H11 gelangt der radioaktive Wasserstoff, dem unter Umstidnden auch inaktiver Wasser-
stoff aus dem Vorratsgefal VH; beigemischt werden kann, in das vorevakuierte Reaktions-
gefdB (RG). Intensives Rithren mit einem Magnetriithrer sichert hier einen mdéglichst raschen
Ablauf der Reduktion. Wihrend der gesamten Dauer der Reaktion steht der Wasserstoff
unter Normaldruck. Die Wasserstoffaufnahme kann volumetrisch in M1 verfolgt werden.
Nach Aufnahme der berechneten Gasmenge wird das Reaktionsgefi8 auf —80° mit Aceton/
Trockeneis gekiihlt und der UberschuB an radioaktivem Wasserstoff durch Senken und Heben
des Quecksilberspiegels in das Vorratsgefal VT; zuriickgepumpt. Danach wird das Reaktions-
gefiB noch mehrfach mit inaktivem Wasserstoff gespiilt, um eventuell vorhandene Reste an
gasformigem Tritium zu entfernen. Dieser Wasserstoff, der nur noch Spuren von Aktivitit
enthilt, wird gesondert von dem reinen Tritium im Vorratsgefdi VT, gesammelt und spiter
zu aktiven Vorversuchen verwandt.

Nicht gebrauchter radioaktiver Wasserstoff wird fiir nachfolgende Reaktionen eingesetzt.
In der Regel wird so nahezu der gesamte Wasserstoff einer Tritium-Ampulle innerhalb weniger
Stunden umgesetzt. Es ist deshalb nicht notwendig, das Tritium in der Zwischenzeit als Uran-
tritid (UT3) zu binden, wie es bei lingerer Lagerung von radioaktivem Wasserstoff zweckmiBig
ist.

Das zum Fetten der Schliffe verwandte Siliconfett (zih) wurde im AnschluB an eine Radio-
synthese auf seine Tritiumaktivitiat gepriift. Es enthielt an den am meisten mit T in Kontakt
befindlichen Hihnen H7 und H10 1 bis 2-10-49%; der eingesetzten Radioaktivitit.

Darstellung T-markierter Aminosduren aus den jeweiligen ungesdttigten Vorstufen durch
Hydrierung mit Tritium: 10 mg Palladium/Aktivkohle-Kontakt (109 Pd), in 2 ccm Lésungs-
mittel suspendiert, werden mit inaktivem Wasserstoff im ReaktionsgefiB (RG) (Abbild.)
vorreduziert. Hierzu gibt man 0.1 mMol der jeweiligen ungesittigten Verbindung und riithrt
bei Raumtemperatur und Atmosphirendruck bis zur Aufnahme der berechneten Menge
Wasserstoff in einer Tritium-Atmosphédre. Nach Filtrieren und Auswaschen des Kontakts
wird das Filtrat zur Trockne eingeengt und der Riickstand 4 Stdn. mit 6 HCI unter Riickflu
gekocht. Die Salzsdure wird abdestilliert und die T-markierte Verbindung nach Zugabe von je
10 ccm Wasser 3mal zur Trockne eingeengt und schlieBlich, in 80 —90-proz. Athanol geldst,
aufbewahrt. Nihere Versuchsbedingungen siehe Tab. 2.

Katalytische Enthalogenierung aromatischer Brom- und Jodverbindungen mit Tritium: Im
Reaktionsgefil (RG) der Apparatur (Abbild.) werden ca. 100 mg Palladium/Calcium-
carbonat-Kontakt, in 1 bis 2 ccm 3-proz. methanol. Kalilauge suspendiert, mit inaktivem
Wasserstoff aus dem Vorratsgefd3 VH; reduziert. Der inaktive Wasserstofl wird abgepumpt,
0.1 bis 0.5 mMol der halogenierten Aminosiure zugegeben und das Halogen durch intensives
Riihren in einer Tritium-Atmosphidre abgespalten. Spitestens nach einer Stde. ist in allen
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1963 Synthese tritium-markierter Aminosduren 1381

Fillen die berechnete Menge an Tritium aufgenommen. Nach dem Abfiltrieren und Nach-
waschen des Kontakts mit Wasser wird das Filtrat mit verd. Salzsdure angesduert und wieder-
holt nach Zugabe von Wasser zur Trockne eingeengt. Auf diese Weise werden fliichtige
T-Verbindungen entfernt. Bei der Synthese des DL-Tryptophans-[5-T] wird nicht angesduert.

Die radioaktive Ausbeute betrigt mit Ausnahme von pL-Tryptophan-[5-T] $0—100%;.
Die spezifische Aktivitdt der markierten Aminosturen richtet sich nach der spezif. Aktivitit
des eingesetzten Tritiums und der Anzahl der je Molekiil austauschbaren Halogenatome. Bei
Verwendung von reinem Tritium 148t sich je austauschbares Halogenatom eine spezif. Aktivi-
tit von ca. 30000 mC erreichen.

Bestimmung der radiochemischen Reinheit: Der Nachweis der radiochemischen Reinheit
erfolgt radiochromatographisch in mindestens zwei verschiedenen Medien nach Zugabe von
inaktiver Tridgersubstanz (s. Tab. 3). Markierte Verbindungen, die nicht radiochemisch rein
waren, wurden papierchromatographisch in einem der angegebenen Medien gereinigt.

Tab. 3. Radioéhromatographische Reinheitskontrolle

markierte Aminosdure Medium Reinheitsgrad in %,

pL-Alanin-[a.p-Tz] AB >98
Y-Amino-buttersiure-fo.3-T3] A 80
pL-Glutaminsdure-{3.y-T7) A,B,C 75
DL-¢-Amino-adipinsiure-[4.5-T;] A,B, C >98
pL-Prolin-[2-T] A,F >98
L-Phenylalanin-[2.4-T;] A,B,C >98
L-Tyrosin-[3-T] AE >98
L-Tyrosin-[3.5-T5} AE >98
pL-B-[3.4-Dihydroxy-phenyl]- A,D >98 in SO;-haltiger

alanin-{a.-T>) Lésung
DL-3-[3.4-Dihydroxy-phenyl]- A,D >98 in SO;-haltiger

alanin-{2.5.6-T3) Losung
L-Histidin-[2.4-T5] A,B,D,E >98
pL-Tryptophan-[5-T] (A), B stark verunreinigt

(50%%)

Medien: A Methylithylketon/Propionsidure/Wasser (75:25:30)
Methyliathylketon/Pyridin/Wasser (70:15:15)

sek. Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:1)
n-Butanol/Eisessig/Wasser (2:1:1)
n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser (30:20:6:24)
n-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:5) organ. Phase

MMy Ow

Zum Nachweis von Isotopie-Effekten bei der katalytischen Enthalogenierung: Bei den in
Tab. 1 angefiihrten Aminosiuren wurde die Enthalogenierung mit einem Gemisch von T,
und H; (ca. 5 bis 509, T») ausgefithrt. Dann wurde der Kontakt, wie bereits beschrieben,
abfiltriert und die Radioaktivitit vor und nach Abdestillation des Lésungsmittels gemessen.
Um das Losungsmittel restlos zu entfernen, wurde die Substanz 3 mal nach Zugabe von Wasser
i. Vak. zur Trockne eingeengt. Man erhielt so die Gesamtaktivitidt der Lésung und die Amino-
sdureaktivitit. Die Differenz dieser beiden Werte entspricht der Aktivitit des ionogenen Tri-
tiums in Tab. 1. Bei jeder Aminosdure wurden mehrere Messungen ausgefiihrt. Die einzelnen
Werte stimmten gut iiberein.
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