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SUMMARY

A method for labelling organic molecules using gaseous tri-
tium has been applied to the gemeral labelling of some complex
structural compounds. Experimental results are given, including
the specific activities obtained. The effectiveness of the la-
belling by platinum black, generated in_situ by tritium, has
been compared to the poor exchange yields obtained when the cata-
lyst 18 activated by hydrogen before use. Raising the reaction
temperature ineveases the specific agetivity of the tritiated

compound.

RESUME

Une méthode de marquage de molécules organiques par 1'entre-
mige du tritium gazeux a $té appliquée 4 la tritiation non gpéei-—
Fique d'une trentaine de dérivés de structure complexe. Les ré—
sultats expérimentaux, comprenant les activités spécifiques
obtenues, sont domnées. L'efficacité de la tritiation catalysée
par le noir de platine, formé in situ par le tritium, a été com—
parée aux faibles rendements d'échange obtenus lorsque le cata-—
lyseur est activé, au préalable, par 1'hydrogéne. Une élévation
de la température de réaction augmente l'activité spéeifique du
substrat tritié.

INTRODUCTION

Une des méthodes de tritiation actuellement employées pour le marquage
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général de molécules organiques consiste en 1‘'échange isotopique hydrogéne-tritium
par catalyse du noir de platine activé (-) | Cette méthode permet d'atteindre
des activités spécifiques nettement supérieures 3 celles obtenues par exposition

du substrat au tritium gazeux, selon Wilzbach(“”a).

Dans la tritiation catalytique hétérogéne effectuée en phase liquide,
la radioactivité du substrat marqué est fonction de 1'activité spécifique du
donneur de tritium et de la constante d'équilibre de la réaction d'échange.
L'agent de tritiation généralement employé est 1'eau tritiée ou 1'acide acétique
marqué au tritium(Sb).

Un procédé simple de tritiation par échange catalytique a été récemment
décrit(). 11 combine les facilités de manipulation du tritium gazeux 3
1'efficacité de 1'échange catalytique en solution. L'intérét de la méthode
consiste en la formation in situ d'oxyde de tritium (T,0) 3 trds haute
activité spécifique (58 Ci/mmole) et obtention simultanée de sites d'échange
actifs & la surface du catalyseur métallique (noir de platine) par action
réductrice du tritium gazeux sur 1l'oxyde de platine (Pt0,). Lles quantités
limitées de tritium engagfes (7 3 25 Ci) lors de 1'activation du catalyseur
produisent un agent de tritiation dissous dont la radioactivité est de 1'ordre
de 10 & 50 Ci/ml.

Nous avons appliqué cette méthode de tritiation avec succds d de nombreux
composés organiques de structure moléculaire variée et présentant un intérét

biclogique ou pharmaceutique.

PARTIE EXPERIMENTALE

La méthode de tritiation a été précédemment décrite(Pet a été
scrupuleusement suivie. Les tritiations ont été effectuées sur une rampe d vide
. (6 a2
capillaire classxque( ) couramment utilisée pour les transferts et les

manipulations de tritium gazeux. Le solvant choisi, faisant fonction de milieu
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d'échange,a été écarté en fin de réaction par cryo-sublimation. C'est pourquoi,
la préférence a été domnée, dans la mesure du possible, 3 un soclvant ayant une
tension de vapeur élevée., Le produit brut de réaction a &€té rincé plusieurs
fois au méthanol qui a été séparé, chaque fois, par cryo-sublimation. Ainsi,
les atomes de tritium "labiles” ont été écartés par leur échange rapide avec

les atomes d'hydrogéne du solvant.

I1 a été nécessaire d'ajouter du charbon actif afin de filtrer
aisément le catalyseur. En effet, le noir de platine formé est si finement
divisé qu'il n'est pas retenu par un filtre "Millipore"v de 100 mu. Dans la
majorité des cas, le produit brut de tritiation a été accompagné d'un faible
pourcer:tage d'impuretés radiochimiques, facilement séparables. Les techniques
de purification ont été adaptées aux propriétés propres & chaque composé tritié.
La pureté chimique a été déterminée par UV (Perkin-Elmer 402 Ultra-Violet
and Visible Spectrophotometer), par IR (Perkin-Elmer 257 Grating Infrared
Spectrophotometer), par GLC (F § M 810 Research Chromatograph) et par CCM sur
plaques analytiques de Silica Gel F,,, (0.25 mm).

Le rendement chimique a ét€é déterminé par pesée, par UV ou par GLC.
La pureté radiochimique a été contr6lée par radiochromatogramme (Berthold LB
2722 Diinnschicht Scanner 11) des plaques de COM développées dans les systémes

de solvants adéquats.

Les activités globale et spécifique ont &t& mesurdes par scintillation
liquide (Packard 3004 Liquid Scintillation Spectrometer).

Réactifs: oxyde de platine: B.D.H. (Pt0,.x H,0)
tritium gazeux: C.E.A.

les composés 3 tritier sont de diverses origines et ont €t€ utilisés tels quels.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les techniques de tritiation impliquent certaines limitations qui
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n'existent pas lors de 1'échange par le deutérium. Dans ce dernier cas, il

est possible d'obtenir un échange pratiquement quantitatifU) par mise en
oeuvre d'un grand excds d'agent de deutération. Le marquage au tritium, par
contre, est limité par la teneur globale en radioactivité du donneur de tritium.
L'utilisation d'un agent de tritiation 3 trds forte activité spécifique
entratne, nécessairement, son emploi 3 faible concentration; ceci, pour des
raisons de protection ou d'ordre économique. Il en résulte un déplacement

de 1'&quilibre d'échange qui défavorise la tritiation du substrat.

La procédure de tritiation catalytique.que nous avons appliquée est
intdressante du fait qu'elle permet d'obtenir des activités spécifiques
relativement &levées, alors que la réaction est réalisée 3 température ambiante.
Les résultats, groupés dans le Tableau I, donnent un aperqu de la diversité
des composés organiques qui ont été tritiés par la méthode décrite.

L'efficacité de 1'activation du catalyseur in situ par le tritium
a 4té vérifiée par une série d'essais comparatifs. Les composés €tudiés
(Tableau II) ont été tritiés dans des conditions identiques en présence du
catalyseur activé de deux manilres différentes:
a) réduction préalable de PtO, par 1'hydrogdne et addition de T,0
préparé séparément;

b) réduction de Pt0, in situ par le tritium, dans le ballon réactionnel.

Dans le cas a), aprés réduction de Pt0,, une quantité de T,0
correspondant i celle qui se forme par réduction jin situ, a €té introduite
dans le ballon réactionnel.

I1 ressort des résultats précédents (Tableau II) que, quand 1'échange
implique des atomes d'hydrogéne liés au noyau benzénique, 1'efficacité de T,0
formé 3 la surface du catalyseur est supérieure i celle de T,0 ajouté au
catalyseur activé, Il semble donc que deux facteurs,interviemnent dans le

rendement de la tritiation: a) 1la formation simultanf€e de T,0 et de sites
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TABLEAU I

Tritiation non Specifique par Catalyse du Platine Active in_situ

349

\ 7 CHZCH(NHZ)COOH

Composé tritie Structure Poids| Solvant | Impuretés  {Activ. Specif.”
mg radioact.$ mCi/mmole
Cl
H3 CHy ik
TN .
Acide Abscisique OH 50 [Methanol 60 431
o CH,  COOH
I
Acide Gibberé1lique 69 |Méthanol 3 616
Acide Médicagénique 46 | Dioxanne 2 243
Estriol 31 |Dioxanne 3 1.430
Tétracycline 64 |Méthanol 5 121
Oxytétracycline 50 |Eau 48 190
OH O HO [¢]
OH
CONH,
Minocycline 220 péthanol 2 326
OH
N(CH,), N(CHy,
L-Phénylalanine — s4  [Eau 7 435
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JABLEAU I (suite)

Compose_tritie Structure Poids | Solvant Impuretes Activ. Specif.
mg radioact.$ mii/mmole

@

C Eau 33 163

— HN NHCH
Procainamide ! @m 1CH N( CH.CHyHCIf

Acide Benzoique @ COOH 16 | Méthanol 2 68

4-chloroacétyl Ho ,
catéchol 100 | Methanol 1 230
HO CHZCO Cl

CH,
Vitavax [ [ 150 | Methanol 2 216

NH
L-Tryptophane 63 | Eau 2 213
=
CHC H(NH,))COOH
Thiabendazole l 102 | DMSO 60 28
N
H

N

QH
talopéridol F@co-( CHyLN —— ] 46 | Méthanot 10 397

\_¢

C

Bibenzyle - 22 | Méthanol 1 541

Benzophcnone 25 | Méthanol 3 354
Cc
o]
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A
)
grin

TABLEAU | (suite)
Compose tritie Structure Poids| Solvant | Impuretés |Activ. Spécif.”
mg . radioact.$ nCi/mmole
OH

a- (2,4-dichioraphényl) @(I: o 60 | Méthanol 5 92
a-phényl-5-pyrimidine-

méthanol {triarimol) ’2\ ¢

NN
HClI
OCHchm)CHyHCl(CI?I
Indéral O O 73 | Méthanol 5 105
H,C OH
Estradiol monobenzoate Q’a/Q:S:m 48 | Méthanol 20 665
8
Estradiol dibenzoate S1 | Méthanol 20 1.530
O-CO
Cyproheptadine Méthanol 5 1.320
Sandomigran (malate) AcOll 10% 2 265
Chloropromazine Méthanol 2 2.030
HCI - NCyHg),
a2
Perphénazine E a 140 | Méthanol 3 1.140
(CHa)y

361
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TABLEAY | (suite)
Compos¢ tritié Structure Poids | Solvant | Impuretés Activ. Spécif,”
mg radioactif. % mCi/mmole
N
Pilo arpine | \1 130 | Méthanol 8 75
N
Cl ~
cHgcH, Y CH,

2-méthyl-4-amino-5-
hydroxyméthylpyrimidine

N
H3C\N(/\N/\|[ H 70 | Méthanol 5 33
“~"“CH,0H

N-Méthyl-4-piperidyl-
benzilate

H

74 N\ : 52 | Dioxanne 28 6.300
LCN ococ¢
= OH

Conditions expérimentales:

solvant: 0.3 - 2 ml;

+ Activité spécifique déterminde sur produit purifié.

Oxyde de platine: 20 - 80 mg; tritium gazeux: 7 - 25 Ci (0.1Z-0.42 mmole)

température:  25°C; temps de réaction: 16 - 18 h,

Efficacité de

TABLEAY 1T

1'Echange en Fonction du Mode d'Activation

Composé tritié

Acide Benzoique
Benzophénone

Bibenzyle

Activité Spécifique mCi/mmole

Platine activé par H, Platine activé par T,
2 68
8 354
9 541

Conditions expérimentdles: Composé: 16 - 25 mg (0.12 mmole);

tritium gazeux: 7 Ci (0.12 mmole); oxyde de platine: 60 mg;

température: 25°C; solvant: 0.3 ml méthanol; temps de réaction: 18 h.
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actifs sur le platine; b) le nombre de sites actifs ayant adsorbé 1'oxyde
de tritium. Lors de 1'échange in situ , la fraction de sites actifs
adsorbant 1'oxyde de tritium est plus importante que dans la méthode par
pré-activation du catalyseur; ces centres réactifs sont alors partiellement

occupés par les molécules d'eau formées.

Lorsque 1'échange est catalysé par le platine activé par H,, il est
généralement nécessaire d'€lever la température du milieu réactionnel
3 100-120°C afin d'obtenir une tritiation suffisante(') » ce qui exclut la
possibilité de traiter des composés sensibles @ la chaleur. Dans les réactions
que nous avons effectufes, 1'échange isotopique est satisfaisant 3 température
ambiante (Tableau I). Toutefois, nous avons vérifié que 1'activité spécifique
d'un substrat tritié, themiquement stable, peut &tre améliorée par une
élévation de température (Tableau III}.

Nous avons aussi mis en évidence qu'il est possible d'augmenter
1'activité spécifique d'un composé donné par diminution du poids du substrat
A tritier ou par augmentation de la concentration en oxyde de tritium dans le
milieu d'échange.

TJABLEAU 111
Effet de ia Tenpérature sur 1'Activité Spécifique

Composé tritié mg  Solvant Impur. radicact.$  Act. Spécif. mCi/mmole

Estriol 31 Dioxanne 3 13 1.430 2.820
Indéral 75 Méthanol 5 10 105 320
Perphénazine 140  Méthanol 3 10 1.140 10.800

Conditions expérimentales: oxyde de platine: 80 mg; solvant: 2 ml;

tritium gazeux: 25 Ci; temps de réaction: 18 h.
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CONCLUSIONS

Cette procédure de tritiation non spécifique offre une alternative

intéressante lorsque le marquage par synthdse est d'accds difficile.
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