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H(C-labeling, Neutron Irradiation

14C-labeling by means of neutron irradiation of nitrogen
containing heterocyclic compounds such as benzimidazoles
and purines has been studied. The isolation of radiochemical
pure compounds was realised by a microbiological method
using P. shermanii. This microorganism utilizes benzimida-
zoles and purines for the base moiety of vitamin B, ana-
logues, which were isolated and degradated. Microbiological
methods seem to provide and excellent tool not only for
checking specific radioactivity but also for the isolation of
radiochemical pure compounds.

Die RiickstoB-Direktmarkierung mit 'C, die
durch Neutronen-Bestrahlung stickstoff-haltiger oder
mit einer Stickstoff-Quelle vermischter organischer
Verbindungen méglich ist 1 2, erfordert relativ lange
Reaktor-Bestrahlungen. Ursache hierfiir sind die
lange Halbwertszeit des '*C und der kleine Wir-
kungsquerschnitt der Reaktion N (n,p) 1#C. Bei der
Neutronen-Bestrahlung im Reaktor erhalten die
Proben sehr hohe Dosen ionisierender Strahlen, die
zur strahlenchemischen Bildung zahlreicher Um-
wandlungsprodukte fiihren. Ein Teil dieser Verbin-
dungen tritt dabei in sehr kleinen Mengen aber
mit hoher spezifischer Aktivitat auf. Zur Isolierung
der radiochemisch reinen Substanzen eignen sich da-
her nur Methoden mit auflergewohnlich guten
Trenneffekten. Diese Bedingung ist bei dem im fol-
genden beschriebenen Verfahren der girungs-chemi-
schen Reinigung erfiillt.

Bei der Reaktor-Bestrahlung stickstoff-haltiger
Heterocyclen erhielten wir sehr komplexe Mischun-
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gen “C-markierter Verbindungen. Purin- und Benz-
imidazol-Derivate, die von bestimmten Mikroorga-
nismen zum Aufbau von Cobamiden verwertet wer-
den?, konnen iiber die biologische Bildung dieser
Verbindungen in radiochemisch reiner Form erhal-
ten werden. Dies ist fiir die Beurteilung der Be-
strahlungseffekte sowie fiir die Anwendbarkeit der
erhaltenen !#C-markierten Substanzen von grund-
sitzlicher Bedeutung. Das Prinzip des Reinigungs-
verfahrens, dem bei bestimmien Verbindungen auch
andere girungs-chemische Prozesse zugrunde gelegt
werden konnen, besteht darin, dall man dem Fer-
mentationsmedium des betreffenden Mikroorganis-
mus, z.B. Propionibacterium shermanii, die be-
strahlte Probe zusetzt und die Cobamide nach be-
endeter Fermentation aus dem Zellmaterial iso-
liert. Dabei erhilt man die an den jeweiligen Basen-
Bestandteilen !*C-markierten Cobamide in radio-
chemisch reiner Form. Der ausgezeichnete Trenn-
effekt dieses mikrobiologischen Verfahrens beruht
auf der hohen Spezifitit biochemischer Reaktionen.

Im Hinblick auf die Gewinnung der Basen in
Form ihrer Nucleoside bzw. Nucleotide ist von be-
sonderem Interesse, daBl sich der nucleotidische Li-
gand der Cobamide auf verschiedene Weise abspal-
ten 1dBt*. Durch Siure-Einwirkung kénnen die *C-
markierten Basen erhalten werden. Sie lassen sich
aber auch in Form der Nucleoside gewinnen, z.B.
durch Hydrolyse in Gegenwart von Cer(III)-hy-
droxid. Fiir die Gewinnung der Benzimidazol-ribo-
side eignet sich besonders die Einwirkung wasser-
freier FluBsdure?, wihrend die siurelabileren
Cobamide der Purin-Reihe unter diesen Bedingun-
gen bis zu den freien Basen abgebaut werden. Bei
den Benzimidazol-cobamiden ist auBerdem ein Ab-
bau zu den Nucleotiden maéglich.

Nur im Falle der gidrungs-chemischen Reinigung
von neutronen-bestrahltem Purin war das Cobamid
auller an der nucleotidischen Base auch am Corrin-
Ring "C-markiert. Zur Ermittlung der spezifischen
Aktivitdt von Purin mufite dieses daher aus Purin-
cobamid ® freigesetzt werden.

Bei manchen Organismen werden Purine zu
Harnstoff + Glyoxylsidure abgebaut %, Es ist daher
nicht auszuschlieBen, dafl Purin-Kohlenstoff iiber die
Stufen Glyoxylsiure, Glycin, é-Aminolivulinsiure
und Porphobilinogen zur Biosynthese des Corrin-
Ringes verwertet wird. Entsprechende Studien iiber
den Abbau von Purin sind allerdings bei Propioni-
bacterium shermanii noch nicht durchgefiithrt wor-
den.
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Durch weitere Untersuchungen mit girungs-
chemisch gereinigtem Purin, das durch Neutronen-
Bestrahlung mit *C markiert wurde, soll geklirt
werden, ob der Einbau von "C in den Corrin-Ring
auf eine Verwertung von Nebenprodukten der Be-
strahlung oder auf einen teilweisen Purin-Abbau
durch den Mikroorganismus zuriickzufithren ist. Zur
niheren Untersuchung eines evil. Purin-Abbaues in
P. shermanii stehen Verfahren zur spezifischen Mar-
kierung von Purin zur Verfiigung 7 8.

Die RiickstoB-Direktmarkierung mit C fihrt zu
relativ geringen spezifischen Aktivititen (s, Tab.),
so dal} sie zur Erhéhung der Nachweisempfindlich-
keit organischer Verbindungen nicht in Frage kom-
men diirfte. Sie ist jedoch zur Gewinnung groBerer
Mengen "C-markierter Verbindungen von Interesse,

Tab. RiickstoB-Direktmarkierung von Purin- und Benz-
imidazol-Basen mit Hilfe der Reaktion N (n,p)™C.

Bestrahlte Probe Bestrahlung spezifische Aktivitit
Dauer Neu- Roh- reines
[Tage] tronen-  produkt Produkt
flufl
[nfem®  [muCi/  [nZi/
-sec] mg] mM]
Benzimidazol 10 5-10 4.6 0.28
Benzimidazol 5 7-1018 44,1 0,55
Benzimidazol
(+10% Imidazol) 10 5-1012 6.8 0,24
Purin 3 7-1013 68,0 0,98
5.6-Dimethylbenz-
imidazol 10 7-1018 86,3 0.69
2.6-Diaminopurin 10 7-1013 106,2 1,21

deren Markierung durch Synthese nicht moglich
oder sehr aufwendig ist. Dazu wire jedoch eine Op-
timierung der RiickstoB-Direktmarkierung mit Hilfe
der Reaktion "N (n,p)C erwiinscht. Das oben be-
schriebene Verfahren fiihrt rasch zu radiochemisch
reinen Verbindungen. Es eignet sich daher fiir Ver-
suchs-Serien zum Studium des Einflusses verschiede-
ner Bedingungen der Riickstof-Direktmarkierung
(z. B. Moderierung mit Edelgasen, Anwendung tie-
fer Temperaturen zur Verminderung strahlenchemi-
scher Sekundirreaktionen, N-Gehalt der Proben)
auf die radiochemische Ausbeute der markierten
Verbindungen.
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Beschreibung der lersuche

Bestrahlungen. Die Proben (jeweils 1 bis 2 g) wur-
den im Forschungsreaktor FR 2 der Gesellschaft fiir
Kernforschung m.b.H., Karlsruhe, mehrere Tage (s.
Tab.) einem thermischen Neutronenflull von 5-10!2
bzw. 7-10" n/ecm?-sec ausgesetzt. Die y-Dosislei-
stung betrug dabei ca. 1,5-107 bzw, 7-10% r/h.

Girungs-chemische Reinigung. Die Fermentatio-
nen wurden in 7 l-Ansidtzen mit Propionibacterium
shermanii, bei 2.6-Diaminopurin mit Propionibac-
terium arabinosum unter Verwendung eines bereits
beschriebenen Mediums® bei 28 bis 30 “C durch-
gefithrt. Nach der Beimpfung versetzte man mit
140 ml steriler 50-prozentiger Glucose-Lisung und
84 mg CoSO, (gelost in 7ml Wasser). Die Gédrung
wurde durch tigliche pH-Korrektur auf 6,8 mittels
steriler, gesittigter Soda-Losung und Zugabe von
140 ml steriler 50-prozentiger Glucose-Losung in
Gang gehalten. Am 3. Tag der Gidrung wurden die
fiir den Einbau in das Corrinoid vorgesehenen neu-
tronen-bestrahlten Basen (150 — 200 mg), geldst in
wenigen ml Athanol (bei Benzimidazol und 5.6-Di-
methylbenzimidazol) bzw. verd. Salzsidure (bei Pu-
rin und 2.6-Diaminopurin) zugesetzt. Nach 10 Ta-
gen wurde die Bakterienmasse abzentrifugiert und
mit Wasser gewaschen. Die aus den Zellen in der
Cyano-Form isolierten Corrinoide reinigle man
durch Phenolextraktion und trennte sie durch Pa-
pierchromatographie an Whatman 3 MM mit einer
Mischung aus 100 Teilen wasserges. sek. Butanol.
1 Teil Eisessig und 0,1 Teil 10-prozentiger HCN-
Losung. Die Ermittlung der spezifischen Aktivitit
der Cobamide wurde durch spekirophotometrische
Bestimmung der Cyano-cobamide (E jig™"
28,1-10%) und Radioaktivititsmessung mit dem Tri-
Carb-Fliissigkeitsszintillationszidhler vorgenommen.
Die spezifische Aktivitit der aus den Cobamiden
nach bekannten Verfahren® * gewonnenen Basen.
Nucleosiden und Nucleotiden erfolgt in entsprechen-
der Weise.
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die Unterstiitzung der Versuche.
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