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Die polytope Markierung von (-)-Cocain rnit Tritium 

Eingegangen am 24. Februar 1969 

Fur Untersuchungen des Stoffwechsels von Cocain im tierischen Orga- 
nismus hatten wir friiher dieses Alkaloid und einige seiner Derivate an 
verschiedenen Molekiilorten rnit 14C markiert (l). Zur Klarung einer speziellen 
Fragestellung benotigten wir ein polytop markiertes Praparat. Wir wahlten 
hierzu den Weg uber eine von Wenzel et a1.(2) beschriebene modifizierte 
Wilzbach-Tritiierung (3),  bei der die Substanz nach Adsorption an Kohle bei 
- 1960 C dem Tritium-Gas ausgesetzt wird. Diese Autoren erreichten durch 
Adsorption von Sulfanilamid an Kohle eine 40-fach hohere spezifische 
Aktivitat rnit grosserer Reinheit des tritiierten Praparates. Die Zahl der 
Spaltprodukte war gering. 

100 mg (-)-Cocain.HC1 (Merck AG, Darmstadt) wurden in 15 ccm 
heissem Wasser (900 C )  gelost. Nach Zugabe von 1 g gekornter Aktivkohle 
(Korndurchmesser 0,25 mm, Merck AG, Darmstadt) liessen wir unter Ruhren 
innerhalb von 4 Stunden auf 200 C abkiihlen. Nach Abnutschen der Kohle 
wurden im Filtrat nach Einengung zur Trockne 30 mg (-)-Cocain. HC1 zuriick- 
erhalten, sodass also 70 mg von der Kohle adsorbiert worden waren. 

Auf die getrocknete Aktivkohle rnit dem adsorbierten (-)-Cocain. HCl 
liessen wir wahrend 16 Tagen ca. 4 Ci (ca. 300 Torr) 3H, bei -196O C 
einwirken. 

Nun eluierten wir im Soxleth das (-)-Cocain. HCl mittels Methanol von 
der Kohle. Das Diinnschichtchromatogramm (Kieselgel G (( Merck D) im 
Laufmittel : Methylacetat, i-Propanol, Ammoniak (25 % ige wassr. Losung) 
(45 : 35 : 15 Vol.) zeigte neben markiertem Cocain drei radioaktive Stoffe, 
die rnit Dragendorff-Reagens nicht anfarbbar waren (Abb. la). 

Diese radioaktiven Nebenprodukte wurden mittels praparativer Dunn- 
schichtchromatographie unter Verwendung des oben angegebenen Laufmittels 
abgetrennt (ca. 25 mg Substanz/Platte 20 x 20 cm, Schichtdicke 0,25 mm 
Kieselgel G (( Merck .). Zum gefahrlosen Absaugen der radioaktiven Zonen 
wurde das in Abb. 2 dargestellte Gerat verwendet. Die Elution des 
polytop markierten C~cain- (~H)  vom Kieselgel G erfolgte rnit Methanol. 

AnschIiessend wurde die Base ins Hydrochlorid iiberfuhrt (Ausbeute : 
70 mg (-)-Cocain-CH). HCl. Die spez. Radioaktivitat betrug 3,6 @/mg 
(1,2 mC/mMol). Die radioaktive Substanz zeigt im oben angegebenen Lauf- 
mittel ein radioaktives Maximum rnit dem RF-Wert von Cocain (Abb. lb). 
Hinsichtlich der Hohe der spez. Aktivitat wurden die in die Methode gesetzten 
Erwartungen bei der Tritiierung von (-)-Cocain.HC1 nicht erfiillt. 
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ABB. la, 6, c. Verteilung der Radioaktivitat und der mit Dragendorffs Reagens farbbaren 
Anteile auf Dunnschichtchromatogrammen von tritiierten Cocain-Praparationen. 
a) Rohprodukt nach der Tritiierung von (-)-Cocain; 
b) Gereignigtes (-)-C~cain-(~H, p);  
c) Hydrolysat von (-)-C~cain-(~H, p )  mit NaOH. 

Laufmittel fur l a  und 16 : Methylacetat, i-Propanol, Ammoniak (25 %) (45: 35 : 15 Vol.). 
Laufmittel fur l c  : Benzol, Dioxan, Eisessig (90 : 25 : 4 Vol.). 

Um die Verteilung des Tritiums auf Ekgonin, Benzoesaure und die 
0-CH,-Gruppe (des Ekgoninmethylesters) feststellen zu konnen, hydroly- 
sierten wir eine kleine Menge des gereinigten Praparates mit Natronlauge 
(In-NaOH; 1,5 Stdn.; 1 lo0 C im Einschlussrohr). Einem aliquoten Teil des 
Hydrolysates wurde etwas Methanol als Trager fur das aus der 0-CH,-Gruppe 
gebildete Methanol zugesetzt, anschliessend das gesamte Methanol abdestilliert 
und die 3H-Aktivitat eines aliquoten Teiles im Flussig-Szintillations-Spektro- 
meter (Tricarb 3375 der Fa. Packard Instrument Co., Downers Grove/Illinois/ 
USA) bestimmt. Fur die 0-CH,-Gruppe errechnete sich ein Anteil von 7 % 
an der Gesamtaktivitat des (-)-Cocains. 

Zur Bestimmung der Aktivitatsverteilung auf Ekgonin und Benzoesaure 
wurde eine Probe des Hydrolysates durch Dunnschichtchromatographie auf- 
getrennt (Kieselgel G G Merck ))) und nach Ausmessen des Chromatogramms 
planimetrisch ausgewertet. Fur Ekgonin ergab sich ein Aktivitatsanteil 
von 28 %, fur Benzoesaure ein solcher von 65 % (Abb. lc). Die Benzoesaure 
war also relativ zum Verhaltnis der H-Atome starker markiert als die iibrigen 
Spaltstucke des Cocain-Molekuls. Das Aktivitatsverhaltnis von Benzoesaure : 
Ekgonin : 0-CH, betrug 65 : 28 : 7, das Verhaltnis der H-Atome jedoch 
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5 : 12 : 3 (Carboxyl- und Hydroxyl-Wasserstoff wurde nicht mitgerechnet). 
Ekgonin und die 0-CH,-Gruppe hingegen zeigten eine Isotopenverteilung im 
Verhaltnis ihrer H-Atome. 
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ABB. 2. Gerat zum gefahrlosen Absaugen radioaktiver Zonen eines Dunnschichtchroma- 
togramms. 

Ahnliche Effekte eines starkeren Austausches von aromatisch gebundenem 
Wasserstoff beobachteten wir auch fruher bei der Wilzbach-Tritiierung von 
Scopolamin (4 ) .  

In einem Tritiierungsversuch der Fa. RCC-Amersham/England wurden 
100 mg (-)-Cocain- HCI 3 Wochen mit 7 Ci 3H, bei Raumtemperatur und 
65 mm/Hg exponiert. 

Nach Entfernung des labil gebundenen 3H, durch mehrmaliges Auflosen 
in Methanol wurde von uns eine Aktivitat des Praparates von 820 pCi/mg 
gemessen. Mittels Dunnschichtchromatographie (Kieselgel G (( Merck D, 
0,25 mm) wurden in 4 verschiedenen Laufmitteln 4 radioaktive Stoffe nach- 
gewiesen. Keiner war jedoch mit Cocain und dessen Hydrolysenprodukten 
(Ekgoninmethylester, Ekgonin, Benzoylekgonin, Benzoesaure) identisch. Die 
radioaktiven Verunreinigungen liessen sich mit Dragendorffs Reagens nicht 
anfarben. 
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