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EIN VERFPAHREN ZUR HERSTELLUNG VON MEHRFACH
MIT TRITIUM MARKIERTEM THYMIN BZW. THYMIDIN

U. Pleifl and J. Romer

Central Institute of Nuclear Research Rossendorf
Academy of Sciences of the GDR

DDR - 8051 Dresden, German Democratic Republic

SUMMARY

After a survey about the preparation of tritium labelled
thymine and thymidine a new synthesis for the preparation

of manifold labelled thymine respectively thymidine is given.
5-Formyluracil was reduced to 5-hydroxymethyluracil (5-HNMU)

in a phosphate buffer at pH 7,0 with tritium gas using P40/
BaSO4 as catalyst. The tritium labelled 5-HMU was hydrogenated
to [fmethyl—BH;7 thymine with tritium gas using a mixture of
Palladium black and Palladiumchloride in dry dioxane. The
specific activity was 2550 GBq/mmol. [-methyl—BH_7 Thymidine
was obtained in a usual enzymatic synthesis.

BEINFUHRUNG

Tritiummarkiertes Thymidin wird als spezifischer Tracer fiir
die DNS verwendet und ist demit eines der wichtigsten
tritiummarkierten Verbindungen. Am h&ufigsten wird es zu
Untersuchungen der Zellkinetik und des Einbaus in die DNS
eingesetzt / 1/ . Sehr gefragt ist dabei Thymidin mit
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hochsten spezifischen Aktivitdten, um eine hohe Nachweig=
empfindlichkeit zu erreichen.

Erste Arbeiten liber die Herstellung und Anwendung von
tritiummarkiertem Thymidin erschienen 1957 von Verly und
Hunebelle / 2 7 bzw. Taylor et al. / 3 / . In den letzten
Jahren wurden recht unterschiedliche Herstellungsverfahren

in der Literatur vorgestellt. Beispielsweise wurde versucht,
Thymin bzw. Thymidin durch Isotopenaustauschverfahren zu
markieren. Die spezifischen Aktivitédten blieben jedoch auf
einem relativ geringem Niveau. Wesentlich bessere Ergebnisse
liefern die chemischen Verfahren. Durch chemische Verfahren
lessen sgich wesentlich hthere spezifische Aktivité#ten er-
reichen und die karkierung ist positionspezifisch.

Die folgende Tabelle enthd#lt einen {/berblick iiber die bis~-
her bekannten chemischen Verfaehren zur Herstellung von tritium-
markiertem Thymin und Thymidin. Im Formelschema sind die Aus-
gangsverbindungen dargestellt.

Bei den liethoden, die als Ausgangsprodukt 5-Formyluracil (V)
benutzen, miiBte eigentlich eine Doppelmarkierung der Methyl-
gruppe zu erwarten sein. In einem Fall wurde nur eine Einfach-
merkierung erreicht /5 / . Von Pichat / 10_/ wurden leider
keine Reaktionsbedingungen angegeben, unter denen S5~Formyl-
uracil zu doppelimarkiertem Thymin umgesetzt werden kann. Wir
begchéftigten uns deshalb mit der Synthese von mehrfach
merkiertem Thymin, das anschlieflend mittels einer bekannten
enzymatigchen Synthese zum Thymidin umgesetzt wurde.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Auch wir benutzten 5-Formyluracil als Ausgangsprodukt. Zu-
nédchst wurde versucht, mit Rh/A12O3 als Katalysator, wie von
Pichat / 10 / vorgeschlagen, und Tritiumgas 5-Formyluracil

in einem salzsauren liedium zum Thymin zu reduzieren. Dabei
stellten wir fest, daB nebven Thymin erhebliche lengen 5,6~
Dihydrothymin entstehen und daB die spezifische Aktivitdt

des Thymins nur einer Einfachmarkierung entsprach. Auf Grund
dieses Ergebnisses tauschten wir den Katalysator gegen Pd/BaSO4
aug, Auf Empfehlung sowjetischer Kollegen / 15 / wurde als
Reaktionsmedium 0,01 n HC1l verwendet. Wir beobachteten nach ge~
niigend langer Resktionszeit (3 h) nur einen sehr unvollsténdigen
Umsatz. Die spezifische Aktivitdi des Thymins betrug 1100 GBq/mmol.
Es war also nur ein Tritiumatom pro Thyminmolekiil eingebaut
worden,



Tritium markiertem Thymin bzw. Thymidin

Formelschema der

Ausgangsverbindungen
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HOCH
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1 2 3 4 5 6
usgangs-= Reaktionsbedingungen Pos ition gspezifische | Lit.
erbindung, eaktions- |Katalysator, | der Aktivitdat
ingesetzte medium Menge Markierung [GBq/mmol/
ienge /[ mg 7 Lmg 7
Verfahren zum 3H—Thymin
I, 256 15 ml 1,2-|Pd/C methyl 103 4
Dimethoxy=|(5 %)
ethan
I, 15 (CP4C0),0 |Pd/Bas0, methyl 185 - 925 7
oder (5 %)
(CH4C0),0
1, 15 1 ml MeQNa4Pd/C (10%), 6 851 6
iI, H,0-Mi- |10
schung
111%,15 0,3 ml PA/C (10 %), 6 638 5
Dioxan, 15
50 jml Pri-
ethylamin
v, 10 0,2 ml Raney-Nickel | methyl 450 8,9
Dioxan 250
v, 14 0,3 ml Pd/C (10 %), |methyl 1137 5
0,1 n HC1 {15
v Rh/A1203 methyl 1480 10
Verfahren zum 3H--Thymidin
VI, 10 75/ul Rh/A1203 (5%)
20 methyl 1027 1
Dioxan
25/ul
Eisessig
Vi H2O + Bige methyl 555 10
essig
VII,200 10 ml Pd/C (10 %), |methyl 740 12,13
Dioxan, 200
0,5 mlTri-
butylamin
VIII NaBT4 5! 370 14
VIII, 10 0,2 ml Raney- 5 545 8,9
Dioxan Nickel
250

Xpas Uracil wird nach der Markierung methyliert.
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Die weiteren Untersuchungen zur Reduktion von 5-~Formyluracil
wurden mit Pd~Mohr als Katalysator durchgefiihrt. Als Reaktions-
medium diente uns Eisessig. Mit diesen Reaktionsbedingungen
wurde zwar nach kurzer Reaktionszeit (20 min) ein vollsténdiger
Umsatz zum Thymin erzielt, jedoch blieb die spezifische Aktivi-
tdt noch unter 370 GBgq/mmol. Nur unter Verwendung von voll-
stdndig deuterierter Essigséure (CHBCOOD) und Deuteriumgas
konnte gezeigt werden, daB mit diesen Bedingungen ein doppelt
deuteriertes Thymin hergestellt werden kann™. Schon beim Eine-
satz von Essigsdure mit einem D-Gehalt von 50 % sinkt der
Deuterierungsgrad des Thymins unter den einer Einfachmarkierung.
Aus diesen Untersuchungen mit Deuterium wird deutlich, daB zur
Herstellung von Thymin mit 2 Tritiumatomen eine vollstdndig mit
Tritiuwm markierte EgsigsBure noiwendig widre. Das schien uns aus
verschiedenen Griinden nicht praktikabvel.

Wie die beschriebenen Versuche zeigen, scheint das Medium einen
entscheidenden EinfluB auf die spezifische Aktivitét des Thymins
auszuliben. Wir nehmen an, deB die Hydroxymethylgruppe des 5-
Hydroxymethyluracils (5-HmU), das widhrend der Reduktion als
Zwischenprodukt entsteht, in einem sauren Medium stark zum
Isctopenaustausch neigt. Auf Grund des Uberschusses an leicht
austauschbarem Wasserstoff im Losungsmittel kommt es z2u einer
bedeutenden Erniedrigung der spezifischen Aktivitdt. Ist kein
austauschbarer Wasserstoff vorhanden, wie im Experiment mit
vollsténdig deuterierter Essigséure, wird auch die Doppel-
markierung erzielt.

Diese gewormenen Erkenntnisse fiihrten uns zu vdllig anderen
Reaktiongbedingungen. Um das seure Medium zu umgehen, wurde

in einem Phosphatpuffer bei pH 7,0 und PdO/BaSO4 als Katalysator
/16 7] und Tritiumgas 5-Formyluracil reduziert. PdO/BaSO4 ist
besonders zur Beschleunigung von Isotopenaustauschprozessen
geeignet. Von uns wurde nédmlich das Ziel verfolgti, neben der
Reduktion noch zus#dtzlich einen Isotopenaustausch zu erzielen.
Im Ergebnis dieser Experimente wurde festgestellt, daB8 der
Katalysator das S5—Formyluracil nur zum S5-Hydroxymethyluracil
quantitativ reduziert. Diese Umsetzung filhrte andererseits
schon zu einer Doppelmarkierung, obwohl in dieser Stufe nur
eine Binfachmarkierung zu erwarten wire. Offenbar wird unter
diesen Bedingungen zusdtzlich das am Aldehyd vefindliche Proton

XDer Deuterierungsgrad wurde durch NMR-Spekirometrie bestimmt.
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gegen Tritium ausgetauscht. Das go erhaltene tritiummarkierte
5-HMU wurde ohne einen Reinigungsschritt aufgearbeitet, um
anschlieflend zum Thymin reduziert zu werden.

Die Reduktion von Hydroxymethylgruppen zu lethylgruppen er-
folgt glinstigerweise in einem sauren iiedium. Um nun den Tritium~
riicktausch aus dem markierten 5-HIU zu verhindern, benutzten wir
absolut trockenes Dioxan als Reasktionsmedium und lieBen die
notige irenge S&Hure im Reaktionskolben aus Palladiumchlorid ent-
stehen. Als Katalysator diente unsg Palladium-liohr. kit diesen
Reaktionsbedingungen / 18 / wurde ein vollstidndiger Umsatz zu
einem mehrfach markiertem Thymin mit einer spezifischen
Aktivit&t von 2550 GBg/mmol erzielt. Dieses [‘methyl-BH_] Thymin
wurde nach einer lblichen enzymatischen Synthese / 17 7 in
/‘methyl-3H~7 Thymidin uUberfiilhrt. Nach der Reinigung betrug die
spezifische Aktivitdt 2420 GBq/mmol. Das entspricht 2,35
Tritiumatome pro Molekiil.

EXPERIMENTELLES

S5-Formyluracil { 6 mg = 42,9/m_mol ) wird in 0,1 m Phog=
phatpuffer (0,7 ml, pH 7,0) mit PdO/BaSO4 (100 mg) und

1200 GBq Tritiumgas bei 550 mm Quecksilbersédule 130 min
geriihrt. Danach wird das restliche Tritiumgas reabsorbiert.

Der Katalysator wird abzentrifugiert, mit 2 ml H20 gewaschen
und die vereinigten Zentrifugate gefriergetrocknei. Das
trockene Produkt wird mit Dioxan (4 ml) sufgenommen und der
unlosliche Phosphatpuffer durch Zentrifugieren entfernt. Die
klare Losung wird gefriergetrocknet.

Der trockene Rlickstand (tritiummarkiertes S5-Hydroxymethyluracil)
wird mit absolut trockenem Dioxan (0,2 ml) aufgenommen, mit Pd-
Fohr (3,5 mg) und Pd012 (2,0 mg) versetzt und mit 1100 GBgq
Tritiumgas bei 500 mm Quecksilbergdule 90 Ninuten hydriert.
Nach der Absorption des restlichen Tritiumgases am Uran-
speicher wird dem Ansatz Dioxan (2 ml) zugefiigt und der
Katalysator durch Zentrifugieren abgetrennt. Das Zentrifugat
wird gefriergetrocknet und der Riickstand mit Wasser (5 ml)
aufgenommen und abermals gefriergetrocknet. Diese Prozedur

wird noch einmal wiederholt, um das labil gebundene Tritium
vollsténdig zu entfernen. Danach erh8lt man 3,1 mg (24, 6/u mol)
/’methyl-BH / Thymin mit einer spezifischen Aktivitdt von 2550
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GBq/mmol und einer radiochemischen Reinheit von 86 %.

Ausbeute: 57, 3 %.

Das [‘methyl—BH_] Thymin (3,1 mg = 24,6 e mol) wird mit Hilfe
des angegebenen enzymatischen Verfahrens und anschlieBender
Reinigung / 17/ zu 3,5 mg (14,5 M mol) [7methyl-3Hﬂ7 Thymidin
mit einer spezifischen Aktivitdt von 2420 GBq/mmol umgesetzt.
Die radiochemische Ausbeute betrdgt 97 % und die chemische Aus-
beute, bezogen auf des eingesetzte Thymin, 59 %.

Zur Bestimmung der radiochemischen Reinheit benutzten wir Diinn-
schichtplatten UV-254 der Firma Sklarny Kavalier. Die Platten

wurden in Chloroform/iiethanol 85:1% entwickelt und am Scanner IT

der Firma Berthold/Friesecke ausgewertet. Der Gehalt der radio=-
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aktiven Verbindungen in Ldsung wurde durch UV-Spektrometrie an dem

Spektrometer DK 2 A der Firms Beckman bestimmt. Zur Aktivitéts-

messung diente uns das Fliisgigkeitsgzintillationsspektrometer 1LS-233

der Firma Beckman.
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