Journal of Labelled Compounds and Radiopharmaceuticals - Vol.XII, No.4

Spezifische 15N-Markierung von Creatinin

R. Medina und H.-L. Schmidt

Lehrstuhl ftir Allgemeine Chemie und Blochemie
der Technischen Universit#t Mtinchen
D 8050 Freising-Weihenstephan

Received on March 31, 1876

Summary: By reaction of 1-methyl-2-methylthio-2-imidazoline~4-on-
hydroiodide (2) with ammonia-[15N], creatinine-[15NH,] is synthesised
in a one step reaction giving an 80% yield on the mmol scale. The
specificity of labelling in the amino group is proved by enzymatic

hydrolysis and examination of the reaction products by mass spectrometry.

Die Konzentration von Creatinin im Serum ist ein wichtiges
Indiz fUr die Nierenfunktion; bel Niereninsuffizienz ist der
Creatininspiegel stark erhsht. In unsere Untersuchungen tber
das Diffusionsverhalten von Seruminhaltsstoffen wHhrend der
Klinischen Blutdialyse [1] sollte daher auch Creatinin ein-
geschlossen werden. Als Voraussetzung fiir die Durchftthrung
einer spezifischen gnd empfindlichen Traceruntersuchung mufte

die Substanz in der Aminogruppe mit 15N markiert werden.
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Creatinin = l-Methyl-2-amino-2-imidazolin-4-on
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Durch Umsetzung von Sarkosin (N-Methylglycin) mit Cyanamid ist
iiber Creatin (N-Methylguanidoessigsiure) 15N-markiertes Creatinin
zugénglich f2, 3], Eine spezifische Markierung der Aminogruppe
gelingt jedoch nicht nach diesem Verfahren; zu entsprechenden
Ergebnissen wiirde auch die Umsetzung von Sarkosin mit Thio-
harnstoff [4—} filhren. Beide Synthesen wirden auBerdem Uber
mehrere Stufen verlaufen., MOglichkeiten zur Einstufen-Synthese
von Creatinin—[lSNH;] wurden in der Umsetzung von N-Methyl-
glycinamid mit Bromcyan [5] oder in der Substitution des
Schwefelatoms von l-Methylthiohydantoin durch eine N-H-Gruppe

gesehen,

Rowley et al. [6] sowie Kenyon und Rowley [7] stellten zur
Synthese von Creatin- und Creatininderivaten l1-Methylthio-
hydantoin durch Umsetzung von Sarkosin mit Ammoniumrhodanid
dar. Die durch Hydrolyse daraus gzugingliche 3-Methyl-4-thiohy-~
dantoinsdure reagiert mit Methyl jodid zu N-Carboxymethyl-N-
methyl-S-methylisothiuroniumjodid; bei dieser Reaktion bildet
sich als Nebenprodukt in ca. 15 % Ausbeute l-Methyl-2-methyl-
thio-2~-imidazolin-4-on-hydrojodid (2).

Diese Verbindung diente uns als Ausgangsprodukt fiir die ein-
stufige Markierung von Creatinin in der Aminogruppe. Die
Substanz wurde im Bombenrohr in Hthanolischer Ldsung bei 20° ¢
mit einem UberschuB vom 15NH3 zur Reaktion gebracht. Das in
der NH,-Gruppe markierte Creatinin wurde im mMol-Dereich in

80-proz. Ausbeute erhalten.
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Das Massenspektrum des Creatinin—[i5NH;] entsprach vollstédndig
dem von authentischer Vergleichssubstanz; der Molekillpeak und
die Massenpeaks einiger Fragmente waren lediglich um eine
Masseneinheit verschoben. Durch Hydrolyse des Produktes mit
Creatininase wurde N-Methylhydantoin (3) erhalten, dessen
Messenspektrum identisch mit dem von Vergleichssubstanz war;
das bel dieser Hydrolyse entstandene 15NH3 hatte die gleiche
Isotopenhéufigkeit wie das zur Synthese eingesetzte. Die
spezifische Markierung von Creatinin in der NH,-Gruppe war

damit nachgewiesen.
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a) Synthese von Creatinin—[lSNH;].

Auf die Lsung von 2 mMol (544 mg) l-Methyl~2-methylthio-2-imi-
dazolin-4-on-hydrojodid [7] in 4 ml abs. Xth&nol in einem
Bombenrohr (10 x 2.8 c¢m) wurden 8 mMol (144 mg) 15NH,.konden-
siert., Das Gas war in einer Vakuumapparatur [8] aus 8 mMol
(436 mg) 1°NH,C1 (95 Atom-% 17N, Rohstoff-Einfuhr GmbH,
Diisseldorf) mit 2 ml N-Oxasthylenpropandiamin (Chemische Werke
Hiils, Marl) freigesetzt worden. Das Gemisch wurde 12 h bei

20° ¢ gehalten; das dann auskristallisierte Creatinin wurde
abfiltriert, mit 1 ml abs. Athanol gewaschen und dann getrock-
net. Mit einem Nachkristallisat aus der Mutterlauge wurden

181 mg (80 % d. Th.) des Produktes erhalten. Schmp. 258° ¢
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(Lit. [ 9] 260° C). Das IR-Spektrum der Substanz siimmte mit

dem von Vergleichssubstanz iiberein.

b) Enzymatische Hydrolyse der markierten Subsianz und Isotopen-

analyse der Hydrolysenprodukte

5 mg Creatinin-[lsNHz] wurden in 1,25 ml H,0 gel®st. Die

Losung wurde mit 1.25 ml einer LSsung von ca. 1.5 U Creatininase
(EC 3.5.4.21, Beckman Instruments, Intern. Bioproducts / Microbics
Depts. Genf) versetzt und bei pH 8,5 und 37° C 1 h inkubiert.
Der Fortgang der Hydrolyse wurde durch die Creatinin-Bestimmung
mit Pikrinsdure [10] kontrolliert; nach der angegebenen Zeit

waren 95 % des Produktes umgesetzt.

Pas lsNH; wurde durch einen Luftstrom aus der LUsung ausge-
trieben und in verd. HCl aufgefangen. Tas 15NH401 wurde nach
dem Verfahren von Rolle [11] in einem Bombenrohr mit CuQO und
Ca0-zu 15N2 oxidiert, dessen Isotopengehalt massenspektrome-
trisch bestimmt wurde (95 Atom-% 15N)v Die Inkubationsl8sung
wurde ultrafiltriert (Diaflo Ultrafiltrationsmembran Typ UM 2
der Firma Amicon, Witten) und das Filtrat lyophilisiert. Den
Riickstand nahm man in 1 ml Chloroform auf, trug diese Lisung
auf eine Dinnschichtplatte (Kieselgel 60 der Firma Merck,
Darmstadt) auf und chromatographierte mit dem FlieBmittel
Butanol / Pyridin / Wasser (2:2:1) flz]. Die l-Methylhydantoin-
Zone (lokalisiert mit Jaffes Reagens flj]) wurde mit Chloro-
form extrahiert, das LOsungsmittel abgedampft und der Riick-

stand massenspektrometrisch analysiert.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fir eine Sach-

beihilfe.
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