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Das Arbeiten mit Tritium in der organischen Chemie
und Biochemie

Von Priv.-Doz. Dr. H. SIMON

Organisch-Chemisches Institut der Technischen Hochschule Miinchen

Tritium nimmt infolge seiner weichen Strahlung, seiner groBen Isotopeneffekte und seiner relativ
geringen Kosten unter den radioaktiven Isotopen eine Sonderstellung ein. Daraus ergeben sich be-
sondere Moglichkeiten und Grenzen des Arbeitens mit Tritium. Die klassische Markierung durch che-
mische Synthese ist trotz der Entwicklungen auf dem Gebiet der Direktmarkierung noch von Interesse.
In der Analytik tritiumhaltiger Verbindungen wurden Fortschritte erzielt. Das hohe Auflésungsver-
mogen bei der Autoradiographie von Tritium macht dieses Isotop vor aliem auch fiir biochemische
Untersuchungen interessant (Einblick in zelluldre und subzelluldre Rdume).

Einleitung

Obwohl dem Element Wasserstoff in allen Gebieten der
Chemie eine groBe Bedeutung zukommt, wurde der radio-
aktive Wasserstoff, das Tritium (®H oder T), bis vor relativ
kurzer Zeit seiten benutzt. In den letzten jahren jedoch
hat Tritium in der organischen Chemie und ganz besonders
in der Biochemie grofie Bedeutung erlangt.

Tritium nimmt unter allen radioaktiven Nukliden eine
Sonderstellung ein. Diese ist dadurch bedingt, daB die {ib-
lichen Voraussetzungen beim Arbeiten mit radioaktiven
Isotopen (leichte Nachweisbarkeit; Gleichheit des chemi-
schen Verhaltens von radioaktivem Tracer und stabilem
Element) beim Tritium in betrachtlichem MaBe nicht er-
fiillt sind:

1. Die B-Strahlung des Tritiums ist mit einer maximalen
Energie von 0,018 MeV so gering, daf} sie sich mit den ein-
fachsten Strahlungsdetektoren, den Endfensterzahlrohren,
nicht nachweisen 148t. Durch methodische Fortschritte
macht die genaue und empfindliche Messung von Tritium
heute aber keine Schwierigkeiten mehr-3),

2. Durch den groBien prozentualen Massenunterschied
von H und T ist die Nullpunktsenergie einer X—T-Bindung
wesentlich kleiner als die einer X--H-Bindung. Dies be-
dingt groBe inter- und intramolekulare Isotopeneffekte.

3. Wasserstoff und seine Isotope, die an Sauerstoff, Stick-
stoff oder Schwefel gebunden sind, tauschen in Losung
meist sehr rasch bis zur Gleichverteilung miteinander aus.
Auch einige C—H-Bindungen sind unter gewissen Umstanden
nicht stabil. Hinzu kommen drei weitere Besonderheiten:

4, Tritium ist auBerordentlich billig (:#C ist 100~ bis
1000-mal teurer).

1y H. Simon, H. Daniel u. jJ. F. Klebe, Angew, Chem. 77/, 303
{1959].

2) H.W. Scharpenseel, Angew, Chem. 77, 640 [1959].

3) W. G. Verly: Tritium: Dosage, Préparation de Molécules Mar-
quées et Applications Biologiques. Review Series No. 2, Inter-
national Atomic Energy Agency, Wien 1960.
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5. Auch kompliziertere organische Verbindungen lassen
sich relativ leicht markieren, wihrend die Darstellung
komplizierterer 4C-markierter Substanzen immer einen
groBen Aufwand erfordert.

6. Bei der Tritium-Markierung kénnen sehr hohe spezi-
fische Aktivitdten erhalten werden.

Da die meisten organischen Verbindungen nur aus den
Elementen C, H, O und N bestehen, kommen fiir ihre Mar-
kierung mit einem radioaktiven Isotop nur 14C oder Tritium
in Frage. Die radioaktiven Nukiide des Stickstoffs und
Sauerstoffs haben viel zu kurze Halbwertszeiten, und das-
selbe gilt fiir die anderen radioaktiven Isotope des Kohlen-
stoffs. T-markierte Substanzen zersetzen sich wesentlich
weniger durch Eigenstrahlung als 4C-markierte Substan-
zen. Hat man eine im Vergleich zur Reichweite der Strah-
lung in der Probe groBe Menge an markierter Verbindung,
so 148t sich die aufgenommene Dosis leicht angeben:

NE (1,6:10-% erg/eV)

Dosis = 100-W

{rad]

N = Zahl der Kernzerfille

E = mittlere Energie der Strahlung in eV
W = Gewicht der Probe

1 rad = 100 erg/g

Wahrend eine 4C-markierte Substanz mit einem mitt-
leren G-Wert*) von 8 und einer Aktivitdt von 100 nC/mg
sich zu etwa 8-109, pro Jahr zersetzt, wird dies fiir eine
ebenso aktive T-markierte Substanz nur zu etwa 19, der
Fall sein?3s).

Bei der Messung von MC und Tritium in Proportional-
gaszahlrohren verhalten sich die Zahlausbeuten 14C:T etwa
wie 1,4:1. Bei T-markierten Substanzen hat man im Ver-
gleich zu solchen mit “C-Markierung eine 7-fach hihere
spezifische Zahlrate bei gleicher Strahlenbelastung,.

*) G-Wert = Zahl der pro 100 eV absorbierter Energie umgesetzten
Teilchen.
3s) B, M. Tolbert, Nucleonics 78, 8, 74 [1960].
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Die Gewinnung T-markierter Substanzen

Di¢ Methoden zur Darstellung T-markierter Verbindun-
gen konnen in drei Gruppen eingeteilt werden:

1. Austauschreaktionen3-?)

Hier wie bei den chemischen Synthesen besteht kein Un-
terschied zwischen Tritium und Deuterium. Daher ist in
diesem Fall die Literatur ab 1933 zu beriicksichtigen*).
Hinsichtlich der Austauschbarkeit von D oder T gegen
Wasserstoff konnen in Abwesenheit von Katalysatoren
drei H-Atome-Typen unterschieden werden:

a) Labile Wasserstoff-Atome (an O, N oder S gebunden).
Solche H-Atome werden als ,,auswaschbar* bezeichnet.

b) Semilabile Wasserstoffatome. Solche liegen z. B. in
enolisierbaren Carbonyl-Verbindungen vor.

c) Stabile Wasserstoffatome. Dies sind an C gebundene
H-Atome, die nicht in Nachbarschaft zu aktivierenden
Gruppen stehen.

Unter dem Einflud von Katalysatoren, wie Siuren, Ba-
sen oder Metallen und Metallverbindungen (Friedel-Crafts-
Katalysatoren), kénnen bei erhohter Temperatur viele Ver-
bindungen mit Wasserstoffisotopen durch Austausch mar-
kiert werden. Das Isotop tritt entweder an definierter Stelle
in das Molekiil ein oder verteilt iiber das ganze Molekiil.
Beispielsweise tauscht Benzol mit Schwefelsdure®), Salz-
saure-Aluminiumchlorid1?) sowie mit Wasser und einem
Nickelkatalysator1l) seine H-Atome aus. Auch mit Per-
chlorsiaure wurden in einigen aromatischen Verbindungen
H-Atome ausgetauscht!?). Da die Austauschreaktionen am
Benzol elektrophilen Substitutionen entsprechen, reagieren
z. B. Anilin oder Phenole besonders leicht. Unter energi-
schen Bedingungen tauscht jedoch z. B. auch p-Nitro-
benzoesdure H-Atome aus!?a). Es gibt mehrere Arbeiten
itber den Mechanismus dieser Austauschreaktionen3-152),

Es existiert eine umfassende Zusammenstellung der Literatur al-
ler mit Deuterium bis 1945 ausgefiihrten chemischen und physi-
kalischen Untersuchungen: A, H, Kimball: Bibliography of Re-
search on Heavy Hydrogen Compounds. McGraw-Hill, New
York-Toronto-London, 1949. Fiir die folgenden Jahre wurden
Bibliographien vom National Bureau of Standards, Washington,
veroffentlicht: L. M. Brown, A, S. Friedman u, C. W. Beckett: A
Review of the Properties of Deuterium and Tritium Compounds.
NBS-C-562 fiir die Zeit 194552,

13) Proc. Symposium on Tritium in Tracer Applications, sponsored
by New England Nuclear Corp., Atomic Associates, Inc., Packard
Instrument Co., Inc., New York 1957,

1Py Proc. Symposium on Advances in Tracer Applications of Tritium,
sponsored by New England Nuclear Corp., Atomic Associates,
Inc., Packard Instrument Co., Inc., New York 1958,

3) F. Weygand u. H. Simon in Houben-Weyl: Methoden der Organi-
schen Chemie. Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1955, Bd. 1V/2,
S. 679—-692.

8) A. Murray 111, u, D. L. Williams: Organic Syntheses with Iso-
topes. Interscience Publishers, New York, London 1958, Teil }I,
S. 1259,

7) E. H. Graul u. H. Hundeshagen, Atompraxis 5, 154 [1959].

8) Y. Sato u, T. Meshi, Annual Report of Tanabe Seiyaku 5, 1
[19601.

®) C. K. Ingold, C. G. Raisin u. C. L. Wilson, J. chem. Soc. [Lon-
don] 7936, 915,

)y A, Klitu, A, Langseth, Z. physik. Chem, Abt. A 776, 65 [1936].

1y p, I. Bowman, W. S. Benedict u. H. S. Taylor, ). Amer. chem.
Soc. 57, 960 [1935].

12) B. Aliprandi u. F. Cacace, Ann, Chimica 49, 2011 [1959]; 50,
931 [1960].

123y J. E. S. Bradley, Nature [London] 778, 1193 [1956].

13y V. Gold, R.W. Lambert u, D. P, N. Satchell, Chem. and ind. 42,
1312 [1959].

") V. Gold, R.W. Lambert u. D. P. N. Satchell, J. chem, Soc. [Lon-
don] 7960, 2461 ; dort auch weitere Literatur,

'3y A. I. Shatenshtein, ). physik. Chem. (russ.) 34, 594 [1960]; Nuel,
Sci. Abstr. 74, 13681 [1960].

152) 8. Oisson, Ark. Kemi 74, 85 [1959].

a
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Besonders wichtig und elegant sind die Austauschverfahren in
T-haltigem Wasser oder Essigsiure mit Platin- oder Palladium-
Katalysatoren oder unter sonstigen Bedingungen. So wurden bei-
spielsweise Kohlenwasserstoffel®), Aminosiuren”), Steroide?-2!),
Gallenséuren?!), Purine, Pyrimidine??), Nucleoside?3-2%), Fette?%),
Phenole??), Indol und Indolderivate wie Tryptophan?®) markiert.
Eine allgemein anwendbare Methode zur Darstellung aliphatischer
Nitrile mit H-Markierung in «-Stellung hat Leiich?®) angegeben.
Austauschreaktionen spielen auch in Kombination mit chemischen
Reaktionen zur Gewinnung markierter Verbindungen eine groBe
Rolle (siehe niéchsten Abschnitt).

Die durch Austausch gewonnenen Verbindungen diirfen
nicht kritiklos angewandt werden, Sie miissen sorgféltig ge-
reinigt werden, wozu auch die Entfernung des ,,auswasch-
baren* Wasserstoffs gehort. Sie diirfen nicht unter Be-
dingungen verwendet werden, unter denen es zu einem un-
spezifischen Riicktausch der Markierung kommen kann.
Mitunter ist es notig festzustellen, an welchen Stellen die
Markierung eingetreten ist. So wurde kiirzlich gefunden,
daB im héufig verwendeten T-markierten Thymidin be-
trachtliche Teile der Tritiumaktivitdt nicht im Thymin-
teil lokalisiert sind3°). Selbst wenn in einer Verbindung
alle H-Atome austauschen, tun sie dies meist in unter-
schiedlichem MaBe. Die durch Austausch erreichbaren Ak-
tivititen hangen von der Aktivitat des Austauschmediums,
vom Verhaltnis der austauschbaren H-Atome im Aus-
tauschmedium und in der austauschenden Verbindung so-
wie von den Gleichgewichts-Isotopeneffekten ab.

2. Chemische Synthese

Trotz der Mdoglichkeit, durch Austausch und Direkt-
markierung (s. nachsten Abschnitt) in viele Verbindungen
schnell Tritium einzufithren, kommt der chemischen Syn-
these T-markierter Verbindungen immer noch Bedeutung
zu. Man erhilt hohe spezifische Aktivitiaten in definierten
Positionen, die Reinigung der Produkte ist meist relativ
einfach., Haufig wird die chemische Synthese mit Aus-
tauschreaktionen kombiniert. Die folgenden Beispiele zei-
gen, wie einfach markierte Verbindungen erhalten werden
konnen. Die Beispiele gelten fiir Deuterium und Tritium.
HOT bedeutet tritium-haltiges Wasser.

Bei der Hydrierung mit Edelmetall-Katalysatoren besteht hiu-
fig die Moglichkeit, daB auch stabile C—H-Bindungen austauschen.
Dies wurde beispielsweise bei der Hydrierung von Elaidinsiure

) G. R. Clements u, W.T. Hill, Science [Washington] 725, 603
[1957].

17) D. K. Fukushima u. T. F. Gallagher, J. biol. Chemistry 798, 861,
871 [1952].

18) D. K. Fukushima, T. H. Kritchevsky, M. L. Eidinoff u. T. F. Gal-
lagher, J. Amer, chem. Soc. 74, 487 [1952].

1%) E. J. Corey u. G. A. Gregoriou, J. Amer. chem. Soc. 8/, 3127
[1959).

29y B. Samuelson, ]. biol. Chemistry 235, 361 [1960],

21y H.Werblin, 1. L. Chaikoff u. E. E. jones, ). biol. Chemistry 234,
282 [1959].

22) M. L. Eidinoff u. J. E. Knoll, J. Amer. chem. Soc. 75, 1992
[1953].

23y W. L. Hughes: 2. U. N, Int, Conf. on the Peaceful Uses of Atomic
Energy, Genf 1958, Verlag United Nations, Genf 1958, Bd. 25,
S. 203; W. L. Hughes*s),

) W. G. Verly u. G. Hunnebelle, Bull. Soc. chim. Belgique 66, 640
[1957].

%) M. L. Eidinoff, L. Cheong u. M. A. Rich, Science [Washington]
729, 1550 [1959].

) D. Kritchevsky, R. F. J. McCandless, J. E. Knollu. M. L. Eidinoff
J. Amer. chem. Soc. 77, 6655 [1955].

27) H. Schildknecht u, F, Schlegelmilch: IAEA Conference on the Use
of Radioisotopes, Kopenhagen 1960. Ref.: Internat. J. appl.
Radiat. Isotopes 9, 166 [1960].

8) Unveroffentlicht.

29y L. C. Leitch, Canad. J. Chem. 35, 345 [1957].

%) D, G. Crowter, E. A. Evans u. R.W. Lambert, Chem. and Ind.
1960, 899,
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(Zum Teil befindet sich das Isotop am Benzolring)

beobachtet44). Hydrierungen eignen sich fiir Arbeiten im Mikro-
maBstab), So wurde zur Darstellung von Hexdstrol ein Apparat
benutzt, in dem sich noch 50 pMol hydrieren lassen?®). Relativ
komplizierte, biochemisch interessante Verbindungen, wie Ste-
roide, sind auf diese Weise leicht zu gewirnen4?-512)_ Bei der Dar-
stellung von Progesteron und dem daraus biochemisch gewonnenen
Corticosteron, Aldosteron und Cortisol wurden spezifische Aktivi-
titen von 0,76—2,6 mC/mg erreicht4®). Vorteilhaft sind Reduk-

31y R. C. Herman u. V. Z. Williams, J. chem. Physics 8, 447 [1940];
J. R. Rachele, E. J. Kuchinskas, J. E. Knoll u. M. L. Eidinoff,
Arch, Biochem. Biophys. 87, 55 [1959].

82y Analog: D. G. Grant u. H. S. Turner, Nature [London] 765, 153
[1950).

3%y C. L. Wilson, ). chem. Soc. [London] 7935, 492.

3) H, Simon u. D, Palm, Chem. Ber. 92, 2701 [1959].

38) F. A. Cotton, J. H. Fassnacht, W. D, Horrocks u, N. A, Nelson, ].
chem. Soc. [London] 7959, 4138,

) F, Weygand, H. Daniel u. H. Simon, Chem, Ber. 97, 1691 [1958];
H. Simon u. G. Millhofer, unverdffentlicht.

37y F.Weygand, H. Simon u. J. F. Klebe, Chem. Ber. 97, 1567 [1958].

38) M, Stacey, R. H. Moore, S. A, Barker, H. Weigel, E. J. Bourne u,
D. H. Whiffen: 2. U, N, Int. Conf, on the Peaceful Uses of Atomic
Energy, Genf 1958, United Nations, Genf 1958, Bd. 20, S. 251.

3%y H. S, Isbell, H. L, Frush, N. B. Holt u. J. D. Moyer, J. Res. nat.
Bur, Standards 64 A, 177 [1960].

40) H. Simon u. K. D. Keil, unverdffentlicht.

41y J. Turkevich, L. Friedmann, E. Solomon u, F. M. Wrightson, J.
Amer. chem. Soc. 70, 2638 [1948].

42y I, A, Berstein, W. Bennett u, M. Fields, J. Amer. chem. Soc. 74,
5763 [1952].

$3) W, H. Pearlman, Biochem. J. 66, 17 [1957]; 70, 230 [1958].

44y R. F. Glascock u. L. R. Reinns, Biochem, J. 62, 529 [1955].

45) S, Bergstrém u, S, Lindstedt, Acta chem. scand. 77, 1275 [1957].

48) R. F. Glascock u. G. S. Pope, Biochem. J. 75, 328 [1960].

47y I. D. Frantz jr.,, A. G. Davidson, E. Dulit u. M. L. Mobberley,
J. biol. Chemistry 234, 2290 [1959].

48) P, J. Ayres, W. H. Pearlman, J. F. Taitu, S. A, S. Tait, Biochem,
J. 70, 230 {1958].

4) R. F. Glascock u. W, G. Hoekstra, Biochem, J. 72, 673 [1959].

30y W. H. Pearlman, Biochem. ). 66, 17 [1957].

s1y V. J. O’Donnell u. W, Pearlman, Biochem. J. 69, 38p [1958].

slay M. Gut u. M. Uskokovié, Naturwissenschaften 47, 40 [1960].
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tionen mit T-markierten Metallhydriden51®-%8), da es hierbei nicht
zu Austauschreaktionen kommt. Kiirzlich wurde die Synthese
von Glucose-(6-T) und vieler anderer Zucker und Zuckeralkohole
durch Reduktion eines Glucuronsiure-Derivates mit T-markier-
tem Natriumborhydrid beschrieben®—531¢), Durch Addition von
Dialkylaluminiumhydrid bzw. -deuterid an CC-Dreifach- bzw.
-Doppelbindungen und Hydrolyse bzw. Deuterolyse der ent-
stechenden Aluminium-organischen Verbindungen werden Kohlen-
wasserstoffe hergestellt, die an bestimmten C-Atomen durch Was-
serstoff-Isotope substituiert sind 38},

Koller und Zollinger®®) beschrieben die Darstellung deuterierter
Naphthalin-Derivate. T-markierte hohere Fettsiuren konnen be-
quem aus Thiophen-carbonsiiuren mit Raney-Nickel in tritium-
haltigem Wasser erhalten werden5?.58):

T HOT
RJ\ /H—(CHz)n—COOH Ramc?e: R—(CHT),—(CH,)n—COOH
S

Dabei kann auch R = H und n = 0 sein. Geht man von B-(2-
Thienyl)-acrylsduren aus, so erhilt man Fettsiuren, die an acht C-
Atomen markiert sind. Eine allgemeine Methode zur Darstellung
T-markierter Aminosduren diirfte die fiir Tyrosin, 3.5-Dijodtyro-
sin, Thyrosin®®) und Valin®°8) angegebene Azlacton-Methode scin.
Dabei wird das Kondensationsprodukt aus N-Acylglycin und
einem Aldehyd hydriert. Eine andere Moglichkeit, zu T-markierten
Aminosduren zu kommen, besteht in der Hydrierung der Oxime
der entsprechenden Ketosduren, wie beim pL-Alanin gezeigt wur-
de®®). Ein elegantes Verfahren hat Arnstein angegeben®3): bei
vielen Aminosiure-Synthesen ist ein substituierter Acylamino-
malonester Zwischenprodukt. Auf {olgende Weise kann- man von
dort zu einer T-haltigen Aminosiure kommen:

COOR’ 1. KOH T
2. HOT |
—C— 44 —> —C—
R—C—-NHCOR 3 —CO R (Il COOH
COOR’ HNCOR"”

Die reversible Addition von Suifit an CC-Doppelbindun-
gen in Gegenwart von HOT sollte viele Verbindungen, die
T an der Doppelbindung tragen, zuganglich machen. Die-
ser Weg scheint bis jetzt nur bei der Darstellung von Me-
thyl-naphthochinon-(3-T) 1) und tritiierter Zimtsaure 2) be-
schritten worden zu sein.

3. Direktmarkierung nach Wilzbach und durch
RiickstoBtritonen

Bei den Methoden der Direktmarkierung organischer
Substanzen mit Tritium, kann man drei Gruppen unter-
scheiden3);

1. Markierung mit beschleunigten Ionen,

2. Markierung durch lonisierung und sonstige Anregung
und

3. Markierung durch Anregung allein.

510y W, G. Brown, L. Kaplan u. K. E. Wilzbach, J. Amer, chem. Soc,
74, 1343 [1952]; K. E.Wilzbach u. L. Kaplan, ebenda 72, 5795
[1950].

83) [, Kaplan, J. Amer, chem, Soc. 77, 5469 [1955].

59y H. S. Isbell u. J. D. Moyer, J. Res. nat. Bur. Standards 63 A4, 177

1959].

64) Ei Moss, Arch, Biochem. Biophysics 90, 111 [1960].

848y H S, Isbell, H. L. Frush u. J. D. Moyer, J. Res. Nat. Bur,
Standards 64 A, 359 [1960].

54by H. S, Isbell, H. L. Frushu. N. B. Holt, J. Res, Nat. Bur. Standards
64 A, 363 [1960].

s4cy H L. Frush, H. S. Isbell u. A. J. Fatiadi, J. Res. Nat. Bur,
Standards 64 A, 433 [1960].

8) G.Wilke u. H. Milller, Liebigs Ann, Chem. 678, 267 [1958].

58) E. J. Koller u. H, Zollinger, Helv, chim. Acta 39, 1610 [1956].

57y N. P. Buu-Hoi, Nature [London] 780, 385 [1957].

58) N. P. Buu-Hoiu. N. D. Xuong: 2. U. N. Int. Conf. on the Peace-
ful Uses of Atomic Energy, Genf 1958. United Nations, Genf 1958,
Bd. 25, S. 223.

8) J. R. Tatau. A. D. Brownstone, Nature [London] 785, 34 [1960].

898y J C, Crawhall u, D. G. Smyth, Biochem. J. 69, 280 [1958].

60y Y, Sato, T. Meshi, T. Takahashi u. N. Sugimoto, J. Pharm. Chem.
[Japan] 32, 317 [1959].

608y H, R.V, Arnstein u. J. C. Crawhall, Biochem. J. 67, 180 {1957},

€1y D. H. Murrian, J. chem, Soc, [London] 7957, 499.

82) H. Simon, unverétffentlicht.

43) N. A. Ghanem u. T.Westermark: TAEA Conference on the Use of
Radioisotopes Kopenhagen, Sept. 1960. Ref.: Internat. J. appl.
Radiat. Isotopes 9, 181 [1960].
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Insbesondere die Markierungsmethode nach Wilzbach®)
hat inzwischen eine weitverbreitete Anwendung gefunden.
Da in dieser Zeitschrift bereits iiber ihr Prinzip berichtet
wurde?.65.08) " sollen hier nur die neueste Entwicklung er-
wahnt und die Anwendungsmdglichkeiten sowie Erfahrun-
gen mi{ Reinigungsmethoden und Reinheitskriterien be-
sprochen werden.

Die Tritierung nach Wilzbach war bislang dadurch einge-
schrankt, daB Curiemengen von Tritium notwendig waren,
um in verniinftiger Zeit befriedigende spezifische Aktivitaten
zu erhalten. Man muBte also iiber eine besondere Ausrii-
stung verfiigen, um so hohe Aktivitaten sicher handhaben
zu konnen.

Das Bestreben war, die hohen Tritiumaktivititen zu ver-
kleinern, indem man dem Ansatz aus Tritium und der zu
markierenden Substanz zuséatzliche Energie zufiihrte¢3. s8a),
Die ersten Versuche stammten von Lemmon und Mitarbei-
tern®pv). Spater berichteten Dorfman und Wilzbach®sc)
und andere®?) iiber die erfolgreiche Anwendung von elek-
trischen Entladungen bei einem Tritiumdruck von 5 bis
20 Torr. Die Entladungen wurden mit einer einfachen
Teslaspule erzeugt, wie sie verwendet wird, um Undichtig-
keiten in Vakuumsystemen aufzufinden. Unter diesen Be-
dingungen braucht man wesentlich weniger Tritium, und
die Einwirkungszeit des Tritiums wird von Tagen auf Mi-
nuten reduziert. Allerdings scheinen Nebenprodukte in
hoherem MaBe zu entstehen®4). Besonders versprechend
sind systematische Versuche von Wesfermark und Mit-
arbeitern®.#) mit verschiedenen Energieformen. Dabei
wird nicht die zu markierende Substanz, sondern nur das
Tritium ins Energiefeld gebracht, um die Bildung von Zer-
setzungsprodukten zu vermeiden. Es wurde auch iiber den
giinstigen Effekt von Edelgasbeimischungen zum Tritium
berichtet®®).

Die nachfolgende Aufzahlung von Verbindungen, die
nach Wilzbach markiert wurden, soll zeigen, daB diese Me-
thode fiir fast alle Substanzklassen der organischen Chemie
und besonders fiir komplizierte Systeme von biochemischem
Interesse brauchbar ist. Haufig erfordert allerdings die
Reinigung der Produkte einen betrdchtlichen Arbeitsauf-
wand.

Nach Wilzbach wurden u. a. markiert: Methan??), n-Hexan®®),
n-Heptan, Benzol%%), Toluol®.71) Naphthalin®), Mineralsl®?), p-
Dichlorbenzol®), Benzoesidure®:7), Anisol, Nitrobenzol??), p-
Amino-salicylsiure’®), Purine und Pyrimidine’), trans-Stilben?),
Palmitinsiure®?), Gibberellinsiure?®), Vitamin B,,?®77), Rohr-
zucker™), Tetraacetyl-p-ribose?®), Cholesterin®.71.7%) 17-o-Hy-

84) K. E.Wilzbach, J. Amer, chem. Soc. 79, 1013 [1957].

85) A. Wacker u, L. Trdger, Angew. Chem. 72, 168 [1960].

8¢) A. P, Wolf, Angew. Chem, 77, 237 [1959].

888) K. E, Wilzbach u. L. M. Dorfman: IAEA Conference on the Use
of Radioisotopes Kopenhagen, Sept. 1960. Ref.: Internat. J.
appl. Radiat. Isotopes 9, 172 [1960].

8Py R. M. Lemmon, B, M. Tolbert, W. Strohmeier u. 1. M. Whitte-
more, Science [Washington] 729, 1740 [1959].

s8¢y L.M.Dorfman u, K. E.Wilzbach, J. physic. Chem, 63, 799 [1959].

87y F. L. Jackson, G. W. Kittinger u. F. P. Krause, Nucleonics 78, 8,
102 [1960].

$8) N. A. Ghanem u. T. Westermark, J. Amer, chem. Soc. 82, 4432
[19607.

89) A.Y. Mottlau, J. physic. Chem. 64, 931 [1960].

%) R.W. Ahrens, M. C. Sauer jr., J. E.Willard, J. Amer. chem. Soc.
79, 3285 [1957].

"y K. E.Wilzbach1®),

") F. Cacace, A. Guarino, G, Montefinale u. E. Possagno, Internat.
J. Appl. Radiation Isotopes &, 82 [1960].

’3) J. Rydberg u. A. Hanngren, Acta chem. scand. 72, 332 [1958].
%) A.Wacker, S. Kirschfeld u. D. Weinblum, J. mol, Biol. 2, 72[1960];
A.Wacker, S. Kirschfeld u. L. Trdger, ebenda 2, 241 [1960].

) G. G. Cameron, N. Grassie u. 8. J. Thomson, ], chem, Soc. [Lon-
don] /960, 1411.

"8) Ch. Rosenblum u. H, T. Meriwethertb),

77) L. Trdger, Dissertation, Techn. Universitit Berlin-Charlottenburg
1960.

"8) M. P. Gordon, O. M. Inirieri u. G. B, Brown, J, Amer. chem, Soc.
80, 5161 [1958].

%) J. Avigan, ]J. biol. Chemistry 234, 787 [1959].
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droxy-pregnenolon®), B-Sitosterin®'), Triameinolon (cin fluor-hal-
tiges synthetisches Corticosteroid)®?), Morphin®®), Proteine und
Enzyme®:84-882) Dextran®?), Polyiathylenglykol®®), Polystyrol®3),
Desoxyribonucleinsiure?®).

Die erhaltenen spezifischen Aktivitdten schwanken in
weiten Grenzen. Der durchschnittliche Wert diirfte bei
0,5 -5 1n C/g liegen. Dic in der Literatur angegebenen Werte
miissen teilweise mit groBer Vorsicht betrachtet werden,
wenn nicht jeweils mehrere Reinigungsoperationen ange-
wendet wurden. Chemische Reinheitskriterien wie Schmelz-
oder Siedepunkte bzw. Elementaranalysen sind ohne Be-
weiskraft, da winzige Substanzmengen betrachtliche An-
teile der Gesamtradioaktivitat ausmachen kénnen. Bei der
Wilzbach-Markierung von Morphin waren 65—709%, der Ge-
samtradioaktivitat in einer zu weniger als 19, vorhandenen
Verunreinigung enthalten. Es handelte sich um Dihydro-
morphin, dessen papierchromatographische Abtrennung
nur unter speziellen Bedingungen gelang®). Auch bei der
Darstellung von (B-Sitosterin ergaben sich &dhnliche Ver-
haltnisse. Dagegen trat bei der Markierung durch kataly-
sierten Austausch nur eine vernachlassigbare Reduktion
der Doppelbindung ein8?).

Besonders kritisch ist die Addition von T an CC-Doppel-
bindungen: Olsaure, Linol- und Linolensiure sowie Vit-
amin-A-acetat lieferten nur Additionsproduktes?® %), Bei
der Markierung von Cyclohexen wurden 849, Addition
und 169, Substitution festgestellt®®). Beim Cholesterin
waren die entsprechenden Zahlen 459 und 55 9%, ®). Neben
der Addition von H bzw. T kann es zu Isomerisierungen,
Polymerisationen, Dehydrogenierungen u. a. kommen, Die
so entstehenden Verunreinigungen unterscheiden sich in
ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften hiufig
nur wenig vom Hauptprodukt. Wird z. B. n-Hexan nach
Wilzbach markiert, so werden fast alle méglichen Kohlen-
wasserstoffe bis C, gebildet?). Zwar hat man schon sehr
viele Substanzen nach Wilzbach markiert, aber die voll-
standige Beschreibung von Reinigungsoperationen ist rela-
tiv selten. Welcher Aufwand fiir die Reinigung notwendig
sein kann, zeigen Arbeiten von Florini®?), Solomon und
Mitarbeiter?®), v. Holt8), sowie Jackson und Mitarbeiter®?).
Wihrend fiir die Reinheitspriifung bzw. Reinigung fliich-
tiger Substanzen die Gaschromatographie?!.90-92) geeignet
ist, miissen fiir nichtfliichtige Substanzen papier- oder sau-
lenchromatographische Verfahren herangezogen werden.
Die Nachweisempfindlichkeit T-markierter Substanzen auf
Papierchromatogrammen ist nicht besonders gro88 (s. un-
ten). Als Reinheitskriterium ist besonders der einfach aus-
zufithrende Test auf konstante Lgslichkeit empfehlens-
wert67.93,04)

80y S, Solomon, A. C. Carten u. S. Lieberman, J. biol, Chemistry 235,
351 [1960].

81y H.Werblin, I. L. Chaikoff u. M. R. Imada, Arch. Biochem. Bio-
physics 89, 213 [1960].

82y J R, Florini, J. biol. Chemistry 235, 367 [1960].

83) A, L. Misrau. L. A. Woods, Nature [London] 785, 304 [1960].

84y J Pany, Naturwissenschaften 46, 515 [1959].

8y D. Steinberg, M. Vaughan, C. B. Anfinsen u. J. Gorry, Science
[Washington] 726, 447 [1957].

86) C.v. Holt, J. Voelker u, L. v. Holt, Biochim. biophysica Acta 38,
88 [1960]; vgl. Angew. Chem. 72, 356 {1960].

888y C, T, O, Fong, J. L. Schwartz, E. A, Ppoenoe, L. Silver u. M. A,
Schoessler, J. Amer, chem, Soc. 87, 2592 [1959].

87) A, Hanngren, E. Hansson, S. Ullberg u. B. Aberg, Nature [Lon-
don] 784, 373 [1959].

88) E, Bosenfreund, H. S. Rosenkranz u. A, Bendich, J. mol. Biol, 7,
195 [1959].

8) H, J. Dutton u. R. F. Nystrom*b).

8y E. P, jones, L. H. Mason, H. J. Dutton u, R. F. Nystrom, J. org.
Chemistry 25, 1413 {1960].

°l) R.Wolfgang u. F. S. Rowland, Analytic. Chem. 30, 903 [1958].

82) F. Cacace u. Inam-Ul-Hag, Science [Washington] 737, 732 [1960].

93) H. R. Gutman u. J. L.Wood, Science [Washington] 770, 662
[1949].

%4) F.Weygand u. H. Simon?®), S. 546.
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Uber die Verteilung des Tritiums auf die C-Atome eines Mole-
kiils liegen bisher nur relativ wenige Untersuchungen vor?.72),
Das gleiche gilt fiir den Mechanismus®98.95) der Markierungs-
reaktion.

Die Direktmarkierung mit RiickstoBtritonen, die aus den
Kernreaktionen ®Li(n,x)*H oder 3He(n,p)T stammen,
wird im Vergleich zur Wilzbach-Markierung wenig verwen-
det. Rowland und Mitarbeiter markierten einige Verbin-
dungen und waren dabei hauptsdchlich am Mechanismus
der Reaktionen interessiert?-99), Es ist bemerkenswert,
daB bei der Markierung von r-Alanin die L-Konfiguration
erhalten bleibt®?). In Ubereinstimmung damit findet man
bei der Bestrahlung von Glucose praktisch keine Galak-
tose®8). Die C-Atome sind sehr unterschiedlich markiert.
Die Erhaltung der optischen Aktivitit bzw. die Bevor-
zugung einiger C—H-Bindungen wurde auch in anderen
Fillen gefunden10.101) Dije Bestrahlung von pr-Threonin
liefert Glycin und allo-Threonin 102),

4. Biosynthetische Gewinnung T-markierter Substanzen

Von den hier vorhandenen Maglichkeiten wurde bisher
noch nicht haufig Gebrauch gemacht, obwohl seit 1952 be-
kannt ist, daB Hefe aus tritiumhaltigen Wasser bzw. T-
markiertem Acetat betrichtliche Mengen Tritium in ihre
Nucleinsduren einbaut. Die dutch Hydrolyse gewonnenen
Pyrimidine, Purine und Nucleoside enthalten etwa !/, der
spezifischen Aktivitit, die in den Nahrldsungen angeboten
wurde%3), Aus Progesteron-(16-T) wurde biochemisch
Corticosteron, Aldosteron und Cortisol gewonnen48), Mit
Valin-(«.8-T) erhielt man T-markierte Antikorper in Rat-
ten104), Moses und Calvin%%) zeigten, daB bei der Photo-
synthese von Algen in Gegenwart von HOT alle Pro-
dukte, die nach kurzer Zeit 4C-Aktivitat zeigen, auch
groBe Mengen stabil gebundenes Tritium enthalten. Je
nach photosynthetisierendem System werden fiir 1 Atom
14C 1,5 bis 5 Atome T stabil in Glucose und andere Zucker
eingebaut 108, 107)

Analyse T-markierter Substanzen

Da schon mehrfach zusammenfassend iiber Analysen-
methoden berichtet wurde!:2-7.108) soll hier nur die neueste
Entwicklung kurz angegeben werden.

Es wurden Methoden beschrieben, um Tritium auch in
festen Verbindungen mit DurchfluBzihlrohren genau zu
bestimmen109-111) Besonders die Arbeit von Isbell und

®) T, H. Pratt u. R.Wolfgang: 1AEA Conference on the Use of
Radioisotopes, Kopenhagen, Sept. 1960. Ref.: Internat. J. appl.
Radiat. Isotopes 9, 768 [1960].

%) H. Keller u. F. S. Rowland, J. physic. Chem. 62, 1373 [1958].

97) J. G. Kay, R. P. Malsan u. F. S. Rowland, ). Amer, chem. Soc.
81, 5050 [1959].

98y J, K. Lee, B, Musgrave u. F. S. Rowland, J. Amer. chem, Soc. 87,
3803 [1959]; 82, 3545 [1960]; J. chem. Physics 32, 1266 [1960];
Canad. J. Chem, 38, 1756 [1960].

99) R. M.Whiteu, F. S. Rowland, J. Amer. chem. Soc. 82, 5345, 4713
[1960].

100y M. L. Bradlow, D. K. Fukushima u. M. Tsutsui, Chem, and Ind.
7959, 1124,

101) W, G, Brown u. J. L. Garnett: Australian Atomic Energy Sym-
posium, S. 575, ’

02y Yy, Sato, T. Meshi u, T.Takahashi, Bull. chem. Soc. Japan 33,
1146 [1960].

3y M. L. Eidinoff, H. C. Reilly, J. E. Knoll u. D. H. Marrian, ]J.
biol. Chemistry 799, 511 [1952].

04y J C. Crawhall, J. D. Hawkins u. D. G. Smyth, Biochem. J. 69,

- 286 [1958].

108y v, Moses u. M, Calvin, Biochim, biophysica Acta 33,297 [1959].

18y H. Simon u. A. Trebst, Z, Naturforsch., im Druck.

107y H. Simon, A, Trebst u, H. J. Dorrer, unveroffentlicht.

108y E. H.Graul u. H. Hundeshagen, Strahlentherapie 708, 524 [1959].

109y H_ 8, Isbell, H. L. Frush u. R, A. Peterson, J. Res. nat. Bur,
Standards 63 A, 171 [1959].

10y M, Muramatsu u. T. Sasaki, Science [Washington] 737, 302
[1960].

11y J, Rydberg, Acta chem. scand. 72, 399 [1958],
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Mitarbeitern 1%} zeichnet sich durch groBe Genauigkeit aus.
Bei diesen Verfahren ist jedoch zu beachten, daf bei
Schichtdicken von 0,7 mg/cm? (unendlich dicke Schicht)
nur noch Zahlausbeuten von 49, erhalten werden.

Von besonderem Interesse ist der Nachweis von Tritium
auf Papierchromatogrammen., Um die geringe Empfind-
lichkeit der Autoradiographie zu steigern, wurden drei
Wege beschritten:

1. Trdnken des Papierchromatogramms mit einem Szin-
tillator bevor es auf den Film gelegt wird!12.113), Man
taucht das Papierchromatogramm kurz in eine benzolische
Losung von Anthracen. Aktivititen von 0,4 uC/cm? sind
nach 2 Wochen deutlich zu sehen113).

2. Verwendung hochempfindlicher Filme ohne Schutz-
schicht4). Dadurch wird die Empfindlichkeit um 1-2
Zehnerpotenzen gesteigert, und es konnen noch 10-%
©C/cm? nach 10 Tagen erkannt werden.

3. Trénken des Papierchromatogramms mit Filmemul-
sion114),

Zum direkten Zihlen von Papierchromatogrammen mit
einem Szintillationszahler wird das Papier mit einer ben-
zolischen Anthracenldsung bespritht!1), wobei die Zahl-
ausbeuten 0,8—1,59%, betragen. Man beladt das Papier mit
ca. 0,3 mg Anthracen/cm2. Unter Verwendung eines spe-
ziellen Zahirohrs mit zwei Drahten ist auch die kontinuier-
liche Messung von Papierstreifen bis herunter zu 3 mu.C/cm?
moglich11%), Wenzel erhielt dabei eine Zihlausbeute von
209/ 1188,

Um biologisches Material in fliissigen Szintillatoren zu
messen, wird die Verbrennung in Bombenrohren empfoh-
len. Das entstehende Wasser gibt man mit Alkohol zum
Szintillator. Die Zahlausbeuten betragen 12—149,27).

In letzter Zeit wird hiufig diskutiert, ob die Szintilla-
tionszdhlung oder die Gaszahlung von Tritium besser sei.
Die Antwort hdngt im wesentlichen von der Art der zu
analysierenden Probe ab. Die Szintillationszahlung eignet
sich besonders fiir Routineanalysen, wenn zahlreiche, che-
misch gleiche oder &hnliche Proben gemessen werden sollen.
Bei chemisch verschiedenen Proben miissen haufig zunachst
Versuche zur Loslichkeit angestellt werden. AuBerdem
kann die Zahlausbeute von Probe zu Probe stark variieren
und muB gesondert bestimmt werden. Dadurch geht die
Schnelligkeit der Szintillationszdhlung verloren. Die Gas-
zihlung ist dann mindestens ebenso schnell, erfordert we-
niger Aufwand und ist genauer.

Die Anwendung von Tritium*)'t7p)

Tritium wird, besonders in der Meteorologie, als Tracer fiir Was-

~ ser verwendet1®-12%), Auchin derTechnik gibt es zahlreiche Anwen-

dungen!?1:122) Relaiseinheiten wurden mit tritiumhaltigem Wasser
auf Dichtigkeit gepriift. Die Methode soll Undichtigkeiten aulzei-
gen, die so gering sind, daB sie den Betrieb des Relais erst nach
20 Jahren storen wiirden'??). Auch Diffusionsprobleme wurden mit

1uzy A, T, Wilson, Nature [London] 782, 524 [1958].

usy E.V, Parups, 1. Hoffman u. H. R. Jackson, Talanta 5, 75 [1960].

114y A Narath u. D. Gundlach, Angew. Chem. 72, 707 [1960].

148y A, W. Rogers, Nature [London] 784, 721 [1959].

18y H. H, Seliger u. B, W. Agranoff, Analytic. Chem. 37, 1607 [1959].

18y p_A. Osinski, Internat. J. appl. Radiation Isotopes 8, 306 [1960].

1i8s) M, Wenzel, Atompraxis, im Druck.

17y H. I, jacobson, G. N. Gupta, C. Fenandez, S. Hennix u. E. V. jJen-
sen, Arch, Biochem. Biophysics 86, 89 [1960].

117ay F, M. Sinex, Nucleonics 76, 3, 15 [1958].

1170y Ch, Rosenblum, Nucleonics 77, 12, 80 [1959].

18y B, Bolin: 2. U. N. Int. Conf. on the Peaceful Uses of Atomic
Energy, Genf 1958, United Nations, Genf 1958, Bd. 18, 336.

119) H. von Buttlar u. I. Wendt: ebenda Bd. 18, S, 591.

120y E. Schumacher, Helv. chim. Acta 43, 1019 [1960}.

121y vgl, z. B. E. Broda u. T. Schénfeld: Die technischen Anwendun-
gen der Radioaktivitiat. Porta-Verlag, Miinchen 1956,

122y V, P, Guinn*D).

123) Engineering 780, 292 [1955].



Tritium bearbeitet238). Der Olverbrauch von Motoren it sich
mit T-markiertem Ol rasch bis herunter zu 0,1 ml/km bestim-
menl?3b). Das US National Bureau of Standards schligt fir die
Anwendung von Tritium in der Cellulosctechnik und Polysaccha-
ridchemie 17 Moglichkeiten vor23c),

1. Tritium als analytisches Hilfsmittel

Hier ist vor allem die Verdiinnungsanalyse zu nen-
nen, die mit Tritium oft einen geringeren Aufwand erfor-
dert als mit 1C, Auf diese Weise kann die Aufarbeitung
einer Substanz iiberpriiit werden (Gibberelline!?».127), Als
weiteres Beispiel sei die Bestimmung von Steroiden in
biologischen Systemen erwahnt, wobei Tritium als zweites
Isotop fiir die meist notwendige Doppelmarkierung
dient128.129) Auch fiir die Bestimmung geringer Loslich-
keiten, z. B. der Loslichkeit von Paraffin in Milch3), oder
zur Bestimmung geringer Dampfdrucke wurden T-mar-
kierte Substanzen verwendet 130a),

Wenig gebraucht wurden bisher T-markierte analytische
Reagentien. Werden z. B. funktionelle Gruppen mit T-
haltigem Diazo4than, Benzoyichlorid, Acetanhydrid oder
p-Tolylhydrazin umgesetzt, so braucht man keine Athoxy-,
Benzoyl-, Acetyl- oder Stickstoff-Analyse, sondern es ge-
niigt eine Tritium-Analyse. Durch Verdiinnungsanalyse
kann das nicht umgesetzte Reagens bestimmt werden. Als
Beispiele seien die Bestimmung aktiver H-Atome30%) oder
die Kupfer-Bestimmung mit T-Anthranilsdure erwéhnt131),

Als Tracer fiir Wasserstoff spielt Tritium in der organischen
Chemie keine groBe Rolle, da viele Probleme bereits mit Deuterium
bearbeitet wurden. Als Beispiele seien jedoch Arbeiten iiber den
Hofmann-Abbau quartirer Basen?31%32) den Mechanismus der
Osazonbildung3?-13%) und die aromatische Substitution1*) ange-
fithrt. Das Arbeiten mit Tritium hat auch hier Vorteile, da T-
Analysen rascher als Deuterium-Analysen ausgefiihrt werden kon-
nen und meist geringere Substanzmengen benétigen. Deuterium
bietet u. a. den Vorteil, dafl man die Stellung des Isotops im Mole-
kil IR-spektroskopiseh feststellen kann.

2, Isotopeneffekte

Der Messung von Isotopeneffekten kommt aus verschie-
denen Griinden Bedeutung zu12¢-126,135,138) Da der Mas-
senunterschied zwischen H und T groBer ist als zwischen
H und D sind die Isotopeneffekte fiir Tritium gréBer. Der
intramolekulare Isotopeneffekt ky : kT liegt haufig zwischen
5 und 20. Der kinetische oder intermolekulare hiufig zwi-
schen 1,5 und 2. Das Dampfdruckverhiltnis von HOT und

123%) E. E. Finkel: UNESCO Conference on Radioisotopes in Scien-
tific Research, Paris 1957, Pergamon Press, London-New York-
Paris-Los Angeles 1958, Bd. 2, 463.

1889y v, P, Guinn u. R. A. Coit, Nucleonics 77, 12, 112 [1959].

1#3¢) H.S. Isbell, H. L. Frush u. J. D. Moyer, Technical Association
of the Pulp and Paper Industry 40, 739 [1957].

24y QObersicht: K. B. Wiberg, Chem. Reviews 55, 713 [1955].

28) J. G. Burr: Tracer Applications for the Study of Organic Reac-
tions. Interscience Publishers, New York, London 1957,

128) D, Palm, Dissertation, Techn. Hochschule Miinchen, 1960.

127y W, E. Baumgartnertb),

128) R. E. Peterson*b),

129) R. Kdédding, W. Lamprecht, H, P.Wolf, J. Karl u. K. H. R.
Koczorek, Z. analyt. Chem., im Druck.

130) H, Simon, unverpffentlicht.

1308) A, S. Carson, R. Cooper u. D. R. Stranks: 1AEA Conference on
the Use of Radioisotopes, Kopenhagen, Sept. 1960, Ref.: Inter-
nat. J. appl. Radiat. Isotopes 9, 151 [1960]. -

1300y D J. Chleck, F. J. Brousaides, W. Sullivan u. C. A. Zeigler,
Internat. J. Appl. Radiation Isotopes 7, 182 [1960].

181) G. H. Aylward, J. L. Garnett, J.W. Hayes u. 8. W. Law, Chem.
and Ind. 7960, 560.

13%3) E. M. Hodnett, J. I. Flynn jr., ]J. Ames, chem. Soc. 79, 230!
[1957].

133y F.Weygand, H. Simon u. K. D. Keil, unveréffentlicht.

134y L, Melander, Ark, Kemie 2, 213 [1950]; 3, 525 [1951].

135y H. Zollinger, Angew. Chem. 70, 204 [1958)].

138y L. Melander: The Use of Nuclides in the Determination of Or-

ganic Reaction Mechanisms. University of Notre Dame Press,

Notre Dame, Indiana, USA 1955, Isotope Effects on Reaction

Rates, The Ronald Press Comp., New York 1960.
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H,0 ist bei 25,70 °C 0,77 und bei 75,60 °C 0,891%7). Zwi-
schen den Isotopeneffekten fiir Deuterium und Tritium
besteht die Beziehung (ky:kp)l 4) ~ (kg:kr)!%®). T-mar-
kierte Substanzen eignen sich besonders dann zur Bestim-
mung von Isotopeneffekten, wenn man nach der kom-
petitiven Methode arbeiten kann?'3.140),

Auch biochemische Reaktionen lassen sich an Hand von
Isotopeneffekten kldren141-43),

Wihrend es eine befriedigende Theorie zur Erklarung der
GriBe und Richtung der primaren Isotopeneffekte gibt36),
ist dies fiir sekundare Isotopeneffekte nicht der Fall. Sekun-
dire Isotopeneffekte treten bei Reaktionen auf, bei denen
nicht die Bindung zum Isotop gelost oder gekniipft wird,
sondern Verdnderungen in der Nachbarschaft des Isotops
vor sich gehen 126, 144-149),

3. Biochemische Anwendungen4*4%)

Die Verwendung von Tritium als Tracer fiir Wasserstoff
ist nicht allzu hiufig, da auch hier viele Fragen schon mit
Deuterium geklart wurden. T-markierte Verbindungen
haben den Vorteil, daB sie um 7—10 GréBenordnungen
starker verdiinnt werden konnen als D-markierte. AuBer-
dem braucht man fiir die Analyse sehr wenig Substanz.
Haufig geniigt das Eluat eines Papierchromatogramms.
Zwei Arbeiten iiber den Mechanismus der vom condensing
enzyme katalysierten Reaktion sind kennzeichnend?15¢.151);
Bei der Markierung mit T geniigte papierchromatogra-
phisch isolierte Citronensaure, wihrend mit D das Arbeiten
im mMol-Mafistab notwendig war. Typische Beispiele fiir
die Verwendung von T als Tracer fiir Wasserstoff sind fer-
ner die Arbeiten von Rose und Rieder!5?) sowie von Vish-
niac®®) iiber den Mechanismus der Triosephosphat-Iso-
merisierung bzw. die Rolle des Chlorophyils bei der Photo-
synthese. Eine Arbeit iiber die Biogenese des Nicotins1%7)
ist sehr instruktiv, da durch Verwendung von Nicotin-
saure-6-T auf ein spezielles Zwischenprodukt geschlossen
werden konnte, was mit 1¢C-Markierung nicht moglich ware,
Die auch in biologischen Systemen wichtigen Wasserstoff-
briicken lassen sich ebenfalls mit Tritium untersuchen%%s).
Die Verwendung von Tritiumwasser beim Studium der
Photosynthese wurde bereits erwadhnt105-107),

Tritium zur Markierung ganzer Molekiile wird vor allem
dann verwendet, wenn die tritierten Molekeln im bioche-
mischen System innerhalb der Versuchsdauer keine oder
nur iiberschaubare chemische Verdnderungen erleiden.

137y A. H. Price, Nature {London} 787, 262 [1958]; s. auch J. D.
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Hier sind es insbesondere Untersuchungen iiber Vorstu-
fen74.154-158)  die Verteilung®’.1%) den Transport oder die
Absorption bzw. Ausscheidung von Molekiilen oder Teilen
davon, die mit Tritium bearbeitet werden konnen. Die
Markierung mit Tritium hat Untersuchungen mit Steroiden
ermdglicht, ohne daB man diese {iberdosieren mufte, wie es
bei 14C-markierten Steroiden notwendig wars). Welche
Bedeutung Tritium fiir die Biochemie der Steroide in jiing-
ster Zeit gewonnen hat, zeigen die zitierten Arbei-
ten43.47-49,51,15a-186)  (j;m das Schicksal von Nucleosiden
zu untersuchen, wurde deren Kern mit “C, der Zucker mit
Tritium markiert’). Die Methode der Doppelmarkierung
ist hauptsachlich dann von Interesse, wenn einem biologi-
schen System gleichzeitig zwei mdgliche Vorstufen angebo-
ten werden sollen. Aus dem Vergleich der spezifischen Ak-
tivitaten im Produkt lassen sich Informationen iiber Stoff-
wechselwege erhalten. Bekannt sind hier die Arbeiten von
Du Vigneaud¢-1%8) und anderen Forschern!¢?) iiber das
Schicksal der Methylgruppe als C,-Baustein im biologischen
Geschehen.

Wertvolle Ergebnisse erhédlt man in Kombination mit
der Autoradiographie. Die energiereichsten B-Teilchen des
Tritiums haben in Wasser und Geweben nur eine Reich-
weite von 6 y, in einer Filmemulsion eine solche von 2 p.
Da jedoch die meisten g8-Teilchen eine wesentlich geringere
Energie als die Maximalenergie haben, liegen im wesent-
lichen alle aktivierten Silberkdrner innerhalb 1 w. Um
einen Schwiarzungspunkt innerhalb eines Monats zu erhal-
ten, miissen sich etwa 108 Molekiile mit einer spezifischen
Aktivitdt von 560 mC/mMol an einem Ort befinden. Da in
einem Siugetierzellkern 6-10-12 g Desoxyribonucleinsdure
(DNS) mit 3-10° Thymineinheiten vorhanden sind, kann
ein solcher Kern mit T-Thymidin markiert werdeni®®),
Werden Hela-Zellen 24 Stunden mit 2,5 pC/ml Thymidin
(1,25 ug/ml) inkubiert, so erhidlt man bei der Autoradio-
graphie bereits nach 24 Stunden von jedem Zellkern ca.
100 Silberkorner#2a) Von diesen Moglichkeiten wurde z. B.
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verdffentlichten Studien iiber die DNS-Synthese in Ge-
webekulturen, wobei ebenfalls T-Thymidin verwendet
wurde 24:170), Seijther sind viele Arbeiten iiber die Bildung
von DNS und RNS sowie deren Duplikationsmechanismen
in verschiedenen Organismen und Zellen, z. B. auch Krebs-
zellen, erschienen171-18¢v), Auch die Lokalisation unnatiir-
licher Pyrimidine und Purine in Nucleinsduren wurde auf
diese Weise studiert?+181), T-Thymidin wurde auferdem
als Hilfsmittel zur Selektion von Bakterienmutanten be-
nutzt182), Inzwischen wurden die autoradiographischen
Verfahren methodisch weiter entwickelt183.184) Mehrere
Autoren untersuchten den Einflu von Strahlung auf Nuc-
leinsduren mit T-markierten DNS- oder RNS-Baustei-
nen85-191)  Allerdings miissen die Befunde mit spezifisch
hochradioaktivem T-Thymidin zumindest in quantitati-
ver Hinsicht sehr kritisch interpretiert werden. Da das
Thymidin in die Chromosomen eingebaut wird und seine
Strahlung auf Grund der geringen Energie ein sehr hohes
spezifisches lonisationsvermogen besitzt, kommt es zu
betrachtlichen Schidigungen ‘innerhalb des genetischen
Materials16#a.192-187) Danach wiirde Tritium im Thymidin
eine 170-fach starkere Strahlenbelastung darstellen, als
andere T-markierte Substanzen93.1%8) Es wird diskutiert,
ob auf dieser Basis Chemotherapeutica gegen Krebszellen
entwickelt werden kdnnen?).
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