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(2,5,6-T3) of high specific activity (8 000 mC/m Mol and more) were stored in
solute (solvent : 80 9% cthanol or water) and in solid form under ten different
conditions. The radiochemical purity of the amino acids was investigated by
paper chromatography after variing storage time.

Maximum stability was shown by tritiated amino acids in ethanol solution
at low temperature. Under these conditions, tritiated phenylalanine and lysine
could be stored up to six month without developing more than one percent
tritiated impurities.
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UNTERSUCHUNGEN UBER DIE LAGERFAHIGKEIT
H-3-MARKIERTER AMINOSAUREN HOHER SPEZIFISCHER
AKTIVITAT -

EINLEITUNG

Mit Tritium markierte Aminosiuren hoher spezifischer Aktivitit werden flir autoradio-
graphische Untersuchungen benétigt. Diese markierten Verbindungen lassen sich nach BIRKOFER
und HEMPEL (Chem. Ber. 93, 2282-2284 (1960) u. Chem. Ber. 96, 1373-1381 (1964)) aus geeigneten
Aminosiure-Vorstufen und Tritium-Gas (T,) synthetisieren. Aus methodischen Griinden miissen
je Aminosiure mindestens 1 000 Millicurie hergestellt werden. Fiir autoradiographische Versuche
werden aber in der Regel nur wenige Millicurie einer Aminosiure benétigt. Der Rest der H-3-
markierten Verbindung sollte nach Méglichkeit so gelagert werden, dass die Verbindung sich
nicht radiochemisch zersetzt und bei spdteren Versuchen ohne grdsseren Arbeitsaufwand ver-
wendet werden kann.

Im vorliegenden Bericht werden erste Ergebnisse systematischer Untersuchungen iiber
die Ligerfihigkeit H-3-markierter Aminosiuren hoher spezifischer Aktivitit mitgeteilt.

1 — BISHERIGE ERGEBNISSE DER UNTERSUCHUNGEN
ZUR LAGERFAHIGKEIT VON H-3-AMINOSAUREN

1.1 — Lager-Bedingungen

1.1.1 in Losung:

1. 80 9%,iges Aethanol — 15°C, 3 mC/ml
2. 80 9%iges Aethanol + 20°C, 3 mC/ml
3. 80 9%iges Aethanol, 0,1 n an HCI, — 15°C, 3 mC/ml
4. 80 9iges Aethanol, 0,1 n an HC], —+ 20°C, 3 mC/ml
5. 80 %iges Aethanol, 0,1 n an NaOH, — 150C, 3 mC/ml
6. 80 9%iges Aethanol, 0,4 n an NaOH, + 200°C, 3 mC/ml
7. Physiologische Kochsalzlésung — 15°C, 6 mC/ml

1.1.2 an Feststoffe adsorbiert :

8. an Seesand
9. an Papier
10. an Natriumchlorid.

Die umfangreiche Arbeit, welche mit der Untersuchung und dem Vergleich dieser ver-
schiedenen Lagerungsbedingungen verbunden war, machte zunichst eine Beschrinkung auf
wenige H-3-Aminosiuren notwendig. Es wurde deshalb eine aromatische (H-3-Phenylalanin,
8 000 mC/mM), eine basische (H-3-Lysin, 32 000 mC/mM) und eine bereits chemisch in Losung
nicht sehr bestindige H-3-Aminosdure (H-3-DOPA — 3,4-Dihydroxyphenylalanin —, spez. Akt.
23 000 u. 13 500 mC/mM) ausgewidhlt. Inzwischen wurde das Programm um eine saure (H-3-
Alphaaminoadipinsiure) und eine aliphatische (H-3-Leucin) Aminosiure erweitert.
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1.2 — Ergebnisse zur Lagerungsfihigkeit

Die Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen werden durch die Abb. 1-6 wiedergegeben.
Diese lassen folgende Schliisse zu :

1. Dic an Feststoffen adsorbierten H-3-Aminosiuren sind weniger bestiindig als die geldsten
H-3-Aminosiuren. Das gilt insbesondere fiir H-3-Lysin und weniger fiir H-3-Phenylalanin. Bei
H-3-DOPA st ecine Beurteilung wegen der sehr grossen Labilitiit nicht durchfithrbar.

2. Ganz allgemein waren in Aethanol geldste H-3-Aminosiiuren bestindiger als in 0,9 9,
NaC(l geléste. Verstindlicherweise waren die tiefgekiihilten aethanolischen Lésungen bestandiger
als die bei Zimmertemperatur gelagerten.

3. Bei Lagerung unter optimalen Bedingungen, d.h. in 80 9%igem Aethanol bei — 150 C
evtl. mit 0,1 n an HCl, war H-3-Phenylalanin am bestindigsten. Erst nach 130 bzw. 180 Tagen
enthielten die Priparate 1 9%, H-3-markierte Verunreinigungen. Diese Zcit soll als ,, Lagerfihigkeit,,
bezeichnet werden. Eine ca. 2-3 mal klcirere Lagerfahigkeit zeigt H-3-Lysin. Die Lagerfahigkeit
von H-3-DOPA betrigt dagegen nur ca. 1 Tag (80 9%, Aethanol) bzw. ca. 5 Tage (80 % Acthanol,
0,1 n an HCI). Ein Teil dieser Labilitdt diirfte bei DOPA rein chemischer Natur sein.

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber die ,, Lagerfihigkeit’* der 3 markierten Aminosiuren
unter den 10 verschiedenen Bedingungen.

Bei einer H-3-Aktivitits-Konzentration von 3 mC/ml 80 %igem Aethanol werden pro
Tag 920 rad frei.

1.3 Zur chemischen Natur der Radiolyse-Produkte

In cinigen Fillen wurden lingere Zeit gelagerte H-3-Aminosiduren mit Hochspannungs-
Elektrophorese von H-3-markierten Verunreinigungen abgetrennt. Abb. 7 gibt ein Beispiel fiir
H-3-Phenylalanin wicder. Bei Abb. 7A handelt es sich um eine saure acthanolische Lésung und
bei Abb. 7C um eine Adsorption von H-3-Phenylalanin an NaCl.

Auf Grund der Wanderungsrichtung und der Geschwindigkeit kann bestimmt werden,
ob es sich beil den H-3-markierten Verunreinigungen um Siuren, Amine oder Neutralstoffe handelt.
Die Kenntnis der bei der Lagerung entstehenden markierten Verunreinigungen ist fiir die Erpro-
bung von siulen-chromatographischen Verfahren zur Reinigung niitzlich.

Im iibrigen sollte der Gesichtspunkt nicht ausser acht gelassen werden, dass unter den
,, Verunreinigungen*‘, Substanzen von biologischem Interesse sein kénnten, welche evtl. durch
Synthese nur mit grosseren Schwierigkeiten zu erhalten wiren.

2 — FOLGERUNGEN UND WEITERE PLANUNG

1. Tabelle 1 zeigt, dass sich eine Lagerung mit Adsorption an Feststoffe offenbar nicht
empfichlt. Bei den weitcren Versuchen soll auf diese Bedingung verzichtet werden.

Wegen der Zweckmiissigkeit von physiologischen Kochsalzlésungen fiir biologische Ver-
suche sollen die Versuchsbedingungen wie unter 7 weiterhin verfolgt werden.
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Die Lagerung bei tiefer Temperatur und evtl. auch bei Zimmertemperatur in geeigneter
aethanolischer Losung bietet die grossten Aussichten.

2. Der Einfluss der H-3-Aktivititskonzentration (mC/ml) auf die Grosse des radio-
chemischen Zerfalls wurde bisher nicht untersucht. Es soll an Beispielen untersucht werden,
inwieweit eine geringere Aktivitdtskonzentration die Lagerfihigkeit erhéht.

Desgleichen soll an einigen Beispielen die Bedeutung der spezifischen Aktivitat, bzw. der
Aminosiure-Menge/ml untersucht werden. Es kann angenommen werden, dass die Lagerfihigkeit
bei geringerer spezifischer Aktivitit grésser wird. Allerdings wird dadurch die Verwendbarkeit
der Priparate zumindest fiir autoradiographische Versuche eingeschrinkt. Da fiir rein biochemische
Versuche auch Pridparate von wesentlich geringerer spezifischer Aktivitit von Interesse sind,
sollen Versuche mit ca. 100 mal kleinerer spezifischer Aktivitit angesetzt werden, z.B. etwa fiir
H-3-DOPA mit 200 mC/mM.

3. Die auf Grund der bisherigen Ergebnisse mogliche Einschrinkung der Zahl der
Lagerungsbedingungen wird die Untersuchung einer grésseren Zahl von H-3-Aminosiuren
méglich machen. Von den im hiesigen Institut synthetisierten mit Tritium markierten Amino-
siuren wirden hierfiir in Frage kommen :

Valin
Gamma-Aminobuttersiure
Glutaminosiure

Histidin

Tyrosin

Ornithin

Arginin

4. Die Untersuchungen tber die chemische Natur der H-3-Verunreinigungen sollen
weiter fortgesetzt werden. Es erscheint mdglich, dass sich bei Kenntnis der Zerfallsprodukte
bessere und cinfachere Wege der Reinigung bzw. Reinhaltung ergeben. Es fallt auf, dass als
Losung gelagerte H-3-markierte Aminosiuren nur eine sehr geringe Zahl H-3-Zerfallsprodukte
zeigen. Bei Adsorption an Feststoffe ist ihre Zahl wesentlich gréosser (Abb. 7C). Auch das spricht
gegen die Lagerung in fester Form.

3 — SPEZIELLER TEIL

3.1 — Die chemische Synthese der untersuchten H-3-Aminosduren hoher spezifischer
Aktivitit

Die H-3-markierten Aminosiuren wurden in einer hierfiir entwickelten Apparatur durch
Mikro-Synthese hergestellt und zwar ausgehend von gasférmigem 98 %igem Tritium.

Fir eine Mikro-Synthese von 10 mg DOPA einer spezifischen Aktivitat von 20 000 mC/mM
sind je nach Syntheseweg 1 000 bzw. 2 000 mC Tritium (ca. 0,4 - 0,8 ml T,-Gas) notwendig. Die
hergestellten Proben enthielten im Durchschnitt einige Hundert bis Tausend mC der H-3-mar-
kierten Substanz.



3.2 — Reinigung der synthetisierten H-3-Aminosduren

Bei der Mikro-Synthese der H-3-Aminosduren cntstehen diese nicht in reiner Form. Die
Priiparate enthalten radioaktive und inaktive Verunreinigungen. Im Rahmen der hier bearbei-
teten Problemstellung sind vor allem die radioaktiven Verunreinigungen von Interesse. Nach
Art der verwandten Reinigungsverfahren kann aber auch mit einer Beseitigung der inaktiven
Verunrcinigungen gerechnet werden.

Dic synthetisierten H-3-Aminosidure-Priparate wurden zunichst zur Abtrennung der
markierten Veruureinigungen papierchromatographisch aufgetrennt. Tabelle 2 gibt eine Uber-
sicht {iber die verwandten Lésungsmittel-Systeme.

Anfangs wurde die Aktivitits-Verteilung lings des Chromatogramms mit einem fenster-
losen Methan-Durchfluss-Zihler (Friescke & Hopiner, FH 407) gemessen und registriert. Wegen
der grossen H-3-Aktivititen und der damit verbundenen Verseuchung der Zihler ist dieses Ver-
fahren unzweckmissig.

Es wurde deshalb zu einem photographischen Verfahren {ibergegangen. Die normalen
Rontgenfilme sind zum Nachweis der extrem weichen 8-Strahlung des Tritiums nicht geeignet,
weil die Emulsion mit einer Schutzschicht iiberzogen ist. Die H-3-8-Strahlung wird hierdurch
vollstiindig absorbiert. Auf unsere Anregung hin wurde von der Agfa AG, Leverkusen *, deshalb
ein einscitig beschichteter Rontgenfilm ohne Schutzschicht (Agfa Sino-Film) hergestellt. Dieser
erwies sich zur Ermittlung der H-3-Aktivitits-Verteilung lings der Chromatogramme als sehr
geeignet.

Abb. 8 gibt ein Beispiel fiir die photographische Bestimmung der H-3-Aktivitits-Ver-
teilung wieder. In diesem Fall wurden 40 mC H-3-Lysin aufgesetzt. Der Film wurde dann in
Kontakt mit dem Chromatogramm 15 Stunden belichtet und anschliessend entwickelt. In diesem
Trall treten 4 Verunreinigungen auf.

Der Papierstreifen mit dem H-3-Lysin wurde dann aus dem Chromatogramm aus-
geschnitten und mit Wasser cluiert. Die so hergestellten H-3-Aminosduren waren frei von
nachweisbaren, radioaktiven Verunreinigungen (radiochemische Reinheit > 99 9).

3.3 — Herstellung der H-3-Aminosdure-Proben fiir die Lagerung

Die aus den Chromatogrammen gewonnenen wissrigen Eluate wurden eingedampft, in
den fiir die Lagerung verwandten Medien gelost und bei konstanter Temperatur gelagert. Die
Losungen enthielten 3-me/ml.

Zur Herstellung von festen Proben wurden die wissrigen H-3-Aminosiduren-Losungen in
Gegenwart des Trigermaterials (1. Papierblittchen 0,3 em x 0,3 cm, Schleicher & Schiill,
Nr. 20430; 2. Seesand und 3. Natriumchlorid) in einem 25 ml Schliffkolben im Rotations-
Verdampfer (Firma Biichi, Schweiz) bei 400 C im Vakuum zur Trockne eingedampft. Die trocke-
nen Substanzen wurden unter Ausschluss von Feuchtigkeit in Luft bei 200 C gelagert.

* Der Agfa AG sind wir fiir die Uberlassung des Film-Materials zu grossem Dank verpflichtet.

8



3.4 — Laufende Reinheitskontrollen der gelagerten H-3-Aminosiure-Proben

3.4.1 Naclhwers nichifliichtiger H-3-markierter Verunrveinigungen.

Von den gelagerten H-3-Aminosiure-Proben wurden zu verschiedenen Zeiten nach
Herstellung aliquote Mengen entnommen und auf Verunreinigungen untersucht. Die Proben
wurden papierchromatographisch getrennt, und zwar in folgenden L&sungsmittel-Systemen :

1. n-Butanol/Eisessig/Wasser (2:1: 1)

2. Methylaethylketon/Propionsiure/Wasser (75 : 25 : 30)

3. sec-Butanol/Eisessig/Wasser (4: 1 : 1)

4. Methylaethylketon/Pyridin/Wasser (70 : 15 : 15)

5. n-Butanol/Aethanol/Ammoniak (25 %ig)/Wasser (4:4:1:1)

Danach wurde die H-3-Aktivitdts-Verteilung lings der Chromatogramme mit einem
Radiopapierchromatographen gemessen. Ein Beispiel fiir H-3-Phenylalanin gibt Abb. 9a wieder.
Abb. 9b gibt die H-3-Aktivitits-Verteilung des gleichen Chromatogramms mit einem Agfa-
Sino-Film wieder.

Die Lage der H-3-Aminosiure auf dem Chromatogramm wurde mit Ninhydrin ermittelt
(Abb. 9¢). Um eine gute Anfirbung zu erhalten, wurde den Proben vor der chromatographischen
Trennung 10-20 Gamma der betreffenden Aminosiure in inaktiver Form zugesetzt.

Im Beispiel der Abb. 9 liegt neben H-3-Phenylalanin eine Verunreinigung vor.

3.4.2 Quantitative Auswertung der Radiochromatogramme.

Die Maxima der Registrierstreifen wie in Abb. 92 wurden zur Ermittlung der relativen
H-3-Aktivitit der Maxima ausplanimetriert. Dabei wurde die Fliche als proportional zur
H-3-Aktivitit angenommen, und es wurde die H-3-Aktivitit der einzelnen Maxima in 9, der
gesamten H-3-Aktivitit des Chromatogramms berechnet. Tabelle 3, Spalte I gibt Beispiele fiir
zwei verschiedene H-3-Lysin-Proben wieder.

In dem Papierstreifen des Chromatogramms wird die weiche B-Strahlung des H-3 zum
grosseren Teil absorbiert. Bei einer nicht homogenen Verteilung der H-3-Aktivitat im Papier kann
das oben beschriebene Verfahren zu Fehlern filhiren. Zur Kontrolle wurden deshalb nach einer
Registrierung und Flichenbestimmung wie oben beschrieben, die H-3-Aktivititen mit Sino-Film
genau lokalisiert, aus dem Chromatogrammstreifen herausgeschnitten, in O, verbrannt und im
TriCarb (Packard) gemessen. Die einzelnen H-3-Aktivititen wurden wiederum in 9%, der Gesamt-
Aktivitit ausgedriickt. Tabelle 3, Spalte II gibt zwei Ergebnisse wieder.

Ein Vergleich von Spalte T und II zeigt, dass das Verfahren unter I die relative H-3-
Aktivitit mit geniigender Genauigkeit wiedergibt. Wegen des wesentlich geringeren Zeitauf-
wandes wurde im allgemeinen hiermit gearbeitet.

In den Abb. 1-6 wurde die — mit der Zeit abnehmende — relative H-3-Aktivitit der
untersuchten H-3-Aminosiuren aufgetragen.

3.4.3 Priifung auf fliichtige H-3-markierte Verunreinigungen.

Die Untersuchung der gelagerten Proben auf fliichtige H-3-markierte Verbindungen
steht noch am Anfang, weil sich die Lieferung des Gas-Chromatographen und der Ionisations-
kammer (Virus KG, Bonn) fiir die H-3-Aktivititsmessung der aus der Siule austretenden Gase
verzogerte, so dass erst seit Mitte Dez. 1962 gemessen werden konnte.
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Zwecks Priifung auf flichtige H-3-markierte Verbindungen wurden aliquote Teile der
gelagerten Proben I.unmittelbar im TriCarb gemessen (Medium : 0,4 %, iges PPO und 0,0015 9 iges
POPOP in Tolucl + abs. Athanol 4 zu messende Probe). Dann wurde 2. der gleiche aliquote
Teil der gelagerten Probe auf Papier aufgetrocknet, verbrannt und im TriCarb gemessen. Hierzu
wurden Proben mit relativ grossen Verunreinigungen verwandt, da dabei die Chance zur Auf-
findung von gasférmigen H-3-Verbindungen am gréssten war.

Vorerst wurden Proben von 1. H-3-Phenylalanin (Lagerung in 80 %igem Aethanol,
0,1 n an HCL; 23 9, H-3-markierte Verunreinigungen) und 2. H-3-Lysin (geldst in 80 %,igem
Aethanol, 0,1 n an HCI) und 3. H-3-Lysin (Physiol. Kochsalzldsung) untersucht. Wegen genauerer
Angaben siche Tabelle 1. Bet den H-3-Lysin-Proben kamen H-3-Verunreinigungen zwischen
10 und 20 % vor.

Die wenigen Messungen, welche bisher durchgefiihrt werden konnten, zeigen, dass der Anteil
fliichtiger H-3-Verbindungen an der Gesamtaktivitidt der gelagerten Proben nur klein sein kann,
Dieses vorldufige Ergebnis bezieht sich nur auf H-3-Phenylalanin und H-3-Lysin unter den oben
angegebenen Verhidltnissen. Die Messungen leiden z.Zt. noch unter der Unempfindlichkeit der
Ionisationskammer, welche u.U. durch Geiger-Miiller-Zihlrohr zu ersetzen wiire.
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Tab. 1 — Haltbarkeit H-3-markierter Aminosiduren hoher spezifischer Aktivitit unter
verschiedenen Lagerbedingungen.

Lagerfiahigkeit in Tagen bis zu

Lagerbedingungen 1 % Verunreinigung
Lésung H-3-Kon- Temp Phenylalanin Lysin 1 35(]))0?1PA
zentration 8000 mC/mM !32000mC/mM 23000mC/mM
80 9%, Aethanol — 150 C 130 61 1-2
20 9%, Wasser 3 mC/ml
+ 200 C 80 61 1-2
80 %, Aethanol — 152 C > 180 50 5
20 9%, Wasser 3 mC/ml
0,1 n an HCl + 200 C 12 8 1-2
80 9%, Aethanol — 150 C 128 105 —
20 9, Wasser 3 mC/ml
0,1 n an NaOH + 200 C 79 25 —
0,9 % NaCl 6 mC/ml — 150 C 130 12 1-2
H-3-Akt.
Feststoff pro Gramm Temp. s. oben s. oben s. oben
Feststoff
Fest an Papier
adsorbiert 50 mC + 200 C 90 10 1-2
Fest an Seesand
adsorbiert 15 mC 4+ 200 C 102 12 1
Fest an NaCl adsorbiert 1 250 mC + 200 C 2-3 2-3 <1
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Tab. 2 - Art der chromatographischen Medien fiir die papierchromatographische
Reinigung von H-3-Aminosiuren.

H-3-Aminosiure Chromatographisches Medium

Phenylalanin

Leucin
Methylaethylketon Propionsiure/Wasser (75:25:30)
Alpha-amino-adipinsiure

DOPA
Lysin n-Butanol/Eisessig/Wasser (2:1:1)
Tab. 3 — Vergleich von Aktivititsbestimmungen zweier verschiedener Lysinproben :

1. Durch Flichenbestimmung der H-3-Aktivititsmaxima auf Papierchromato-
grammen und

2. durch TriCarb-Messungen

I I
H-3-Substanz Flichenbestimmung auf Radio- H-3-Aktivitit
papierchromatogrammen mit TriCarb
Lysin 83 % 87 %
Versuch 1
Verunreinigung 17 % 13 %
Lysin 69 % 77 %
Versuch 2
Verunreinigung 319, 23 9%,

Gesamt-H-3-aktivitit = 100 9, gesetzt
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