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S-rY 

The tritium l a b e l l i n g  of papaverine by c a t a l y t i c  deshalogenation of monobromo- 
papaverine gives a compound whereof the s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  i s  43 Ci/mM. Our 
r e s u l t s  have shown t h a t  only 49 X of t h i s  r a d i o a c t i v i t y  came from the subs t i tu -  
t i o n  of bromine by tritium ; 46 X are located i n  the methylen group while the 
remaining 5 % are d i s t r i b u t e d  over the o ther  pos i t ions .  

R6SUd 

Le marquage au tritium de l a  papavgrine par  dgshaloggnation ca ta ly t ique  de l a  
monobromopapav6rine conduit B un produi t  dont l a  r a d i o a c t i v i t b  spgcif ique est de 
43 Ci/mM. Nos r g s u l t a t s  ont  montrl que seulement 49 X de cette r a d i o a c t i v i t b  
r g s u l t e n t  de l a  s u b s t i t u t i o n  du brome par  l e  tritium ; 46 4 sont  l o c a l i s l s  dans 
l e  groupe mgthylhe  tandis  que les 5 % r e s t a n t s  sont  r l p a r t i s  s u r  les au t res  
pos i t ions .  

INTRODUCTION 

11 est frBquent d ' u t i l i s e r  la dEshaloglnation ca ta ly t ique  pour t r i t i e r  des 
composEs organiques. La mlthode cons is te  2 s u b s t i t u e r  un ou p lus ieurs  atomes 
d'haloggnes par  un ou p lus ieurs  atomes de tritium. Les conditions expgrimen- 
tales sont  souvent camparables B celles des rgductions de composls non 
sa turgs .  On sa i t  que ces deux d t h o d e s  ont  deux avantages l v i d e n t s  : 

- l ' ob ten t ion  de t rPs  hautes r a d i o a c t i v i t g s  s p i c i f i q u e s  ; 

- une exce l len tespLci f ic i t6  de marquage. 

0 1976 by John Wiley & Sons, Ltd. 



220 J. Devillers, M. Winand and B. Bettens 

Si le premier avantage est toujours r6e1, nous montrons dans ce travail que 
le second doit &re consider6 avec la plus grande prudence. 

La littgrature mentionne quelques cas de non sp6cificitE de marquage dans 
le cas de r6ductions catalytiques de composEs olgfiniques. Un cas bien connu 
est celui de la preparation de l'acide stearique tritie par hydrogenation 
catalytique de 1 'acide Blaidique. La deshydrog6nation biochimique de l'acide 
stearique obtenu donne alors l'acide oleique dont la radioactivits sp6cifi- 
que est beaucoup plus 6lev6e qu'attendu (1 )  ; l'analyse de l'acide ol6ique 
tritil ( 1 ,  2) montre que seulement 15 X du tritium incorpor6 est au niveau 
des carbones 9 et 10. La raison de cette non spEcificit6 de marquage est 
un glissement de la double liaison le long de la chake hydrocarbon6e. 

Ce ph6nomlne bien connu a 6t6 constat6 pour la premisre fois en 1919 par 
Moore (3). Cet auteur ainsi que Waterman et Van Vlodrop ( 4 )  ont 6ti les 
premiers 1 constater une migration de doubles liaisons dans le cas du 
m6thyl oleate. 

Taylor (5) et Feuge ( 6 )  ont proposd un mecanisme susceptible d'expliquer 
l'apparition d'un glissement de la double liaison d'un buthe lors de son 
exposition 1 des conditions d'hydrogdnation catalytique. Le processus propose 
est radicalaire et se produit une fois que les compos6s sont chirnisorb6.s sur 
le catalyseur. 

Plus rdcemment, Dutton et Cie (7) ont 6tudiL le glissement de la double 
liaison observe dans le cas de la deutgriation catalytique du m6thyl. 
oleate. Les techniques utilisees sont : la spectroscopie dans l'infrarouge, 
la resonance magn6tique nucleaire et la spectrometric de masse. Come 
souvent ( 1 ,  2) la position de la double liaison est 6galenoent d6terminee 
par clivage oxydatif. 

Les cas de non specificit6 de marquage dus aux glissements de doubles liaisons 
sont donc bien connus et on s'attend 1 ce que le ph&omGne se produise lors 
de chaque hydroggnation de cha4nes hydrocarbonles. 

Independamment de ces migrations, la litt6rature mentionne quelques cas 
oG l'on observe 5 1 10 9. de tritium fix6 non specifiquement (8, 9, 10). 

Dans le cas des d6shalogbnations catalytiques, la specificit6 de marquage a 
6t6 peu 6tudi6e. On peut citer le cas de la d6shalogenation du 7 a-bromo- 
cholest6rol ( 1 1 ,  12, 13). Suivant les auteurs, les specificites de marquage 
obtenues sont respectivement 70, 80 et 93 X. I1 semblerait que ces diff6- 
rents r6sultats soient dus 1 une non sp6cificitS du pr6curseur halogln6. 

Nagatsu, Lewitt et Underfriend ( 1 4 )  ont egalement 6tudiB un cas de non 
specificit6 lors de la mise au point de leur radioessai de la tyrosine- 
hydroxylase. 11s observent une non specificit6 de marquage de 15 X environ 
et sont obliges d'apporter une correction B leurs rgsultats. On comprend 
ais6ment ici l'importance des consequences que peut avoir une non spgcifi- 
cite B laquelle on ne s'attend pas. 

Les catalogues comerciaux mentionnent de nombreux compos6s trities 
pr6par6s par d6shaloglnation catalytique et pour beaucoup, on peut se 
demander dans quelles mesures la specificit6 de marquage est susceptible 
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1. 

SystGmes Solvants Produits Rf 

1 Cyclohexane - benzlne - Papavgrine 0.18  
diethylamine PapavEraldine 0 . 2 8  
(75 - 15 - 10) Br-papaverine 0.30 

2 BenzSne - tetrahydrofurane Papaverine 0.56 
- methanol (75 - 25 - 5) Papavlraldine 0.70 

Br-papavlrine 0.71 
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d'evoluer. I1 est etonnant de constater que la quasi totalit6 de ces produits 
sont vendus come Btant " specifiquement " marqu8s. Le cas de la papavgrine 
(specificit6 de eeulement 49 X ) nous dome pleinement raison quant Zr la 
mBfiance dont il faut faire preuve vis-8-vis de la specificit6 de marquage 
d'un compoe6 triti6 prepare par deshalog6nation catalytique. 

Methodes et dispositifs experimentaux 

Analyse du pr6curseur 
Le prlcurseur utilieg eet la 6,7 dimlthoxy-l-[3,4 dimEthoxy - 6 brmoben- 
zyll isoquinolineQwomopapav6rine) prCpar6e selon Decker et Girard (15) 
par action de l'eau de brorne sur 1. 6,7 dimethoxy-l-[3,4 dim6thoxybenzyll 
isoquino line $apav€r ine) . 
I1 est indispensable de tester la puret6 chimique du prEcurseur et de corr 
traler la specificit6 de la bromation. En effet, la presence de papavgri- 
ne (ou d'autres impuretee) dans le prlcurseur compromettrait l'obtention 
d'une radioactivite sp€cifique maximum. De plus, la sp6cificitE de la 
bramation doit Stre effective afin de ne tritier que la position 6 du 
groupement benzylique de la molecule. 

Dans ce but une analyse Blhentaire donne, come pourcentages : 
Calcules: C=57.45 Ka4.80 Nr3.35 Br=19.12 
Trouv6s : C=57.35 H=4.70 N=3.40 B~19.08. L'examen du spectre de re- 
sonance nucleaire magngtique indique clairement la presence d'un seul 
brome d'une part, l'occupation de la position 6 d'autre part. Ces resul- 
tats sont encore confirm6s par chromatographie en couche mince. Parmi les 
different6 systsmes essay&, seuls les solvants d'elution suivants per- 
mettent de separer avec une excellente resolution la bromopapav6rine et 
la papaverhe sur gel de silice. 

TABLEAU 1 

Les photographies prises sous eclairage ultraviolet des deux couches min- 
ces analytiques (fig. 1) montrent d'une part l'excellente rlsolution pa- 
paverine - bromopapaverine et l'absence de papaverine dans le precurseur 
(soit moins de 1 X par cette technique). 

Tritiation, purification et analyse 

La deshalogenation est r6alisLe dans une rampe en pyrex constituee en 
grande partie de tubes capillaires (fig. 2 ) .  La pmpe Toepler permet de 
maintenir la pression 2 une valeur 16glrement inf6rieure 2 la pression 
atmosphgrique dans l'ampoule de rgaction. 

Cette reaction se fait au depart de 21 mg (0,05 mM) de prgcurseur brome 
et de tritium gazeux llgsrement en exces de facon 1 maintenir la pression 
constante jusqu'1 reduction compllte. 
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Fig. 1 .  Chromatographies analytiques du prEcurseur. 

1 : bromopapavErine 2 : papavErine 
SystPme 1 : plaque A ; systsme 2 : plaque B. 

(cf. tableau I ) .  

I 

1 
6 5  

apihtwr mignit  ique 

I -  Ampoule de r;action 

2- Ampoul. contenant du chartem act i f  

3- Manomitre i mrrcurr 

& -  Pornpa Toepler 

5- Ampoulr de ricupirrtion de 3n 

6- Ampoulr sontenant I& tritium 

7- Riservoir de rnarcure 

7 
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Le palladium (10 X )  sur charbon est utilisd come catalyseur B raison de 
20 mg, tandis que la trigthylamine en excPs (0,7 mM) permet de capter 
l'acide bromhydrique form6 en cours de rsaction. Le solvant utilis6 est 
le dioxanne ( 2  ml). 

Aprh une durOe de 4 heures, la reduction est complSte et l'excls de tri- 
tium est rgcupirg sur charbon actif ; on isole alors l'ampoule de r6ac- 
tion de la rampe en scellant le tube capillaire. 

Fig. 3 : plaque prgparative et son radiochromatogramme 
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AprPs son transfert dans une borte gant6e, l'ampoule est ouverte et on 
ajoute au milieu rgactionnel 20 ml de mdthanol ; le tout est alors 6va- 
por6 5 sec, sous vide et B temp6rature ordinaire. Cette operation, qui a 
pour but d'eliminer tout tritium Eventuellement labile ou adsorb6 sur le 
catalyseur est rbp6t6e trois fois. 

AprPs la premiere de ces operations, le catalyseur est 6limin6 par fil- 
tration. A ce mgme stade, la radioactivite totale est de 2,25 Ci ; apres 
la seconde op6ration elle est de 2 , 1 1  Ci et de 2,05 Ci aprPs la troisie- 
me. Ces pertes de respectivement 6 et 3 Z sont minimes et indiquent une 
bonne stabilit6 de marquage. 

La purification est effectu6e par chromatographie sur plaque prdparative 
de gel de silice (plaque Merck F 254 G d'Epaisseur 2 mm) 1 l'aide de 
l'dluant benzSne-t6trahydrofurane-m6thanol (cf tableau 1 ) .  La figure 3 
montre d'une part la photographie de la plaque prgparative prise sous lu- 
miPre ultraviolette et d'autre part son enregistrement radiochromatogra- 
phique. Ce radiochromatogramme permet de calculer par intEgration que la 
radioactivitd des impuretds reprdsentent 22 Z de la radioactivitE totale 
sur la plaque. 

La bande radioactive principale qui est en regard du thoin de papav6rine 
est extraite au methanol. Des tests chromatographiques analytiques sont 
effectuds sur gel de silice avec les systemes de solvants : 1 (Cyclohexa- 
ne-benzPne-didthylamine) et 2 (BenzSne-L6trahydrofurane-methanol) (cf ta- 
bleau 1 ) .  Ces tests permettent de constater (fig. 4a et 4b) d'une part la 
parfaite similitude des Rf avec la papavdrine thoin et d'autre part que 
la puret6 radiochimique est sup6rieure B 99 Z. 

Le spectre pris dans l'ultraviolet du produit triti6 est rigoureusement 
identique 1 celui de la Dapav6rine de r6flrence. On observe quatre maxima 
dont le principal 1 2 3 9  nanomstres a et6 choisi pour doser le produit 
triti6 (fig. 5 ) .  Les autres maxima sont situLs respectivement aux lon- 
gueurs d'onde de 280, 314 et 327 nanometres. 

3 Fig. 4 a. Test analytique de la H- papaverine pure. 
1 : thoin non radioactif. 
2 : produit triti6. 
SystSme 1 (tableau 1 )  
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Rgsultats - discussion 

La quantit6 de papavgrine obtenue par dosage spectrophotom&trique 2 la lon- 
gueur d'onde de 239 na est de 16 mg, ce qui correspond B un rendement chimique 
de 94 Z. 

La radioactivite splcifique obtenue par dosage spectrophotomltrique et par 
comptages en scintillation liquide d'une m h e  solution, est de 43 CiImM (soit 
127 Cilg). 

On sait que la substitution d'un atome de brme par un atome de tritium ne 
peut fournir qu'une radioactivitg spgcifique maximum de 2 9 , 1 2  CiImM et ce dans 
le cas de l'utilisation de tritium d'une richesse isotopique de 100 X et en 
l'absence d'gchanges isotopiques en cours de deshalogenation (hydrogenes labi- 
les provenant de la substance ou de traces d'eau, hydroglne Gventuellement 
adsorb6 sur le catalyseur, etc ... ). La papavLrine ayant Bt6 reconnue conme 
chimiquement et radiochimiquement pure, la radioactivite spdcifique de 43 Ci/ 
mM ne peut donc s'expliquer que par l'introduction de plus d'un atome de tri- 
tium par molecule de papaverine. Or, la resonance magnetique nucllaire et l'a- 
nalyse 6lhentaire nous ayant indiscutablement prow6 la presence d'un seul 
brome par molecule de precurseur, on peut se permettre de deduire que des 
echanges isotopiques ont eu lieu dans des proportions imprsvisibles et ce, pa- 
rallelement B la d8shaloglnation. Les hydrogenes du groupement methylhe nous 
semblant les plus aptes B s'gchanger, nous avons procddl B l'oxydation de la 
papaverhe tritile. En effet, l'hypothese d'un 6change au niveau du groupe 
methyllne peut ttre facilement verifiie en comparant les radioactivitks spgci- 
fiques de la papaverhe tritiee et de son produit d'oxydation principal : la 
papavgraldine ( 1  6) . 

H 3 c 0 q 9  H3C0 
HjC0 

C=O 

Aprls l'oxydation, on isole par chromatographie en couche mince (systgme 2 
tableau 1) de la papaveraldine tritise chimiquement et radiochimiquement pure 
(fig. 6 a - 6 b) dont l'activit6 specifique est de 23 CiImM. La radioactivit-5 
incorporle par echange au niveau des deux atomes d'hydrogene du groupement me- 
thyllne reprgsenterait donc 4 6 . 5  i! (23143 = 0 , 5 3 5 )  B condition que lors de 
l'oxydation, aucun atome de tritium n'ait 6t6 enlev6 d'autres positions. Ceci 
est en grande partie confirme par le fait que les radioactivites spgcifiques 
de la papavlrine et de la papav6raldine tritiees ne sont pas sensiblement modi- 
fikes dans les conditions d'oxydation, en l'absence toutefois de bichromate de 
sodium ( 1 7 ) .  

Cette verification confirme donc un 6change isotopique de 46,5 Z au niveau des 
hydrogenes du groupe mGthylSne, &change se produisant en cours de dEshalog6na- 
tion. 

Ces dchanges isotopiques particulierement importants ont Ot6 confirm& lors 
d'expsriences ulterieures (18) au cours desquelles la papaverine a 6t6 soumise 
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Fig.  6 a .  Test analyt ique de l a  3H-papav6raldine. 
1 : rgf l rence  de papavgrine. 
2 : 3H-papavi5raldine. 
Svstlme 1 ( tableau 1) 

Fig. 6 b. Test analyt ique de l a  %papavSraldine.  
I : refgrence de papavgrine. 
2 : 3H-papav6raldine. 
Systlme 2 ( tableau I )  

aux mzmes condi t ions que celles de la  d6shalogenation : solvant  : dioxanne, 
t r igthylamine,  tritium gazeux, catalyseur  : Pd/C, temps d'gchange : 4 heutes  5 
di f fgrentes  tempgratures. Les r g s u l t a t s  montrent que l e  taux d ' incorporat ion 
en tritium e s t  t e l  qu'on peut a t t e i n d r e  des r a d i o a c t i v i t e s  spEcifiques de 48 
CiImM, dont plus  de 95 Z sont  au niveau du groupe',CH2. Ceci reprgsente  donc l a  
valeur  remarquable de 78,3 Z du maximum thsorique poss ib le  pour deux atomes de 
t r i t i u m  (58,25 Ci) .  
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Par contre, la papavlraldine soumise aux mSmes conditions donne lieu B un ren- 
dement d'echange isotopique beaucoup plus faible puisque les radioactivitls 
splcifiques obtenues sont de l'ordre de 0,5 Ci/mM. La &me experience rklis6e 
au depart de papaverhe en prlsence de charbon actif exempt de palladium donne 
lieu 1 un Bchange isotopique encore plus faible ( 0 , 3  Ci/mM) que dans le cas 
prgcldent, ce qui permet dSs lors d'affirmer que l'gchange au niveau duxH2 
est un phlnomhe purement catalytique : ces hydroghes de ce groupement ne de- 
venant donc echangeables en solution que par l'intervention de conditions cata- 
lytiques semblables 5 celles de la d8shaloglnation. 

Conclusion 

Bien que la rlduction catalytique soit assurhent la m6thode apparaissant com- 
me *ant la plus interessante tant au point de vue de la simplicit6 exp6rhen- 
tale que des caractlristiques radioactives obtenues (radioactivites splcifi- 
ques les plus llevles et spEcificitl de marquage) il faut cependant verifier 
la spBcificitl de marquage qui, come le montre ce travail, peut Ztre franche- 
ment mediocre. 

L'exemple de tritiation mentionnl ci-avant faisait l'objet d'une production et 
etait destine B des utilisations biochimiques. Une radioactivitg splcifique 
6levle ainsi qu'une bonne splcif icitl de marquage etaient particulisrement 
nscessaires. L'utilisation de tritium d'une richesse isotopique maximum nous 
a directement donnl la preuve d'une non specificit6 de marquage tres importan- 
te grzce B la radioactivitl splcifique anormalement elevde obtenue. Si les 
exigences concernant cette radioactivite splcifique avaient 6te moins grandes, 
une telle production aurait pu - come c'est parfois le cas - Ztre effectule 
2 l'aide d'hydrogsne tritil HT (utilisation du tritium de r6cupBration, pra- 
tique bien connue des producteurs ... ). Dans ce cas une radioactivit6 splci- 
fique de quelques curies/& n'aurait pas nlcessairement lveilll notre atten- 
tion et il'auurait donc pas donne lieu 5 un contrcle de la spEcificitE souhai- 
tee ... 
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