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Stimulierung der Atmung synthetischem Bradykinin am isolierten Rattenuterus)
durch Bradykinin und Kallidin stimulierte in vergleichbarer Dosierung (2-6 E/kg i.v.)

ebenfalls die Atmung, indem es an Meerschweinchen und

Die nach der Methode von KoNzeTT und ROSSLER! regi- Kaninchen zu Hyper- und Tachypnoe fithrte und das
strierbare brouchokonstriktovische Wirkung des Brady- J\tcvmvolur.ncn Crh"ht‘j- o ] )
kinins am Meerschweinchen (COLLIER et al.?t, BoIssox- Nach bilateraler Vagotomie liess sich dic atmungs-
Nas et al.3, KonzerT und STURMER?Y) ldsst ’sich — im stimulierende Wirkung des Bradykinins und Kallidins
Gegensatz zu dem durch Histamin verursachten Broncho-  nicht mehr auslosen. Salicylate (4-40 mg/kg Aspirin i.v.)
spasmus — durch Salicylate, z.B. Aspirin, verhindern verhinderten sie vollstandig (Tabelle). i i
(COLLIER et al. 2b) . (2) Auch kleine Dosen Veratrin (5-20 pg/kg i.v.) wirkten

(1) Am spontan atmenden Meerschweinchen und Kanin- &M Meerschweinchen tachypnoisch. Die Veratrinwirkung
chen in Urethannarkose verursachten kleine Bradykinin- liess sich ebenfalls durch Vagotomie, nicht jedoch durch
dosen (1-8 pg/kg i.v.), die offensichtlich noch nicht Salicylate verhindern (Tabelle). ) )
bronchokonstriktorisch wirkten, eine starke Hyper- und (3) Die tac_hypnmschc Wirkung des HLS!amu;s (2-20 pg/
Tachypnoe, wobei Atemfrequenz und Atemvolumen auf kg) ist mit einer bronchokonstriktorischen Wirkung ver-
das Doppelte bis Dreifache des Ausgangswertes anstiegen. kniipft.. Im Gegensatz zur Bradykinin-, l\tullidin— u}ld
Diese Wirkung setzte wenige Sekunden nach der Injektion Veratrinwirkung wird sie durch Broncholytica (Aludrin)
ein und hielt 4-8 min lang an. Hohe Bradykinindosen aufgehoben (Tabelle). o
(20~40 ug/kg i.v.) fiihrten an Meerschweinchen zu einer Die austiihrliche Veroffentlichung erscheint in Naunym-
10-30 sec dauernden Apnoe. Schmiedeberg’s Arch. exp. Path. Pharmak.

Ein uns von Herrn Professor WERLE, Miinchen, zur
Verfiigung gestelltes hochgercinigtes Kallidinprdaparat
(aus Inkubaten von Rinderserum mit Submaxillaris-
Kallikrein; 1 Einheit entsprach der Wirksamkeit von 1 pg

Supmary. In guinea pigs and rabbits small doses of
bradykinin and kallidin (1-8 pg/kg i.v.), which have no
bronchoconstrictor effect, stimulate respiration causing
tachy- and hyperpnea. Bilateral vagotomy as well as
salicylates (4-40 mg/kg i.v.) abolish these respiratory

responses.
Beeinflussung der tachypnoischen Wirkung von Bradykinin, Kallidin,

Histamin und Veratrin durch Vagotomie, Aludrin und Aspirin. V. Gyuris, B, HEICKE,
Ergebnisse von Versuchen an 14 Meerschweinchen (100-700 g) in P. HoLtz und . \WESTERMANN

Urethannarkose (1,3-1,5 gfkg s.c.). — Bradykinin (1-8 pg/kg i.v.):

Kallidin (2-6 E/kg i.v.); Histamin (2-20 pg/kg iv.); Veratrin

(5-20 pe/kg i.v.); Aludrin (Isoproterenol, 8-16 pg/kg i.v. 10 sec vor-
her); Aspirin (Acetylsalicylsaure, 4-40 mg/kg i.v. 5 min vorher).

Pharmakologisches Institut dey U niversitiat Frankfuria. M.
(Deutschland), 30. A pril 1962

Tachypnoe
U H. Koxzert und R, REsspLer, Arch. exp. Path. Pharmak. 195,
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Kallidin 71 (1910),
2 (a) H. O. J. Coruier, J. A. Horsare, H. Scuacurer und . G
Suorrtey, J. Physiol. 749, 51 P (1959). — (b} Brit. J. Pharmacol.
Vagotomie aufgehoben aufgehoben aufgehoben 13,200 (1960},
Aludrin unhbeeinflusst aufgehoben unbeeinflusst 3 R AL BorssonNas, ST, Gurtaaxy, Po AL Jaguesovn, H. Kon-
Aspirin aufgehoben unbeeinflusst unbeeinflusst ,  zETT und E. STURMER, Exper. 76, 326 (1960),
1 H. KoxzetTt und E. StUrMER, Brit. J. Pharmacol. 15, 51 (1960),
Identifizierung von Substanzen Durch Verwendung MC-markierter  Testsubstanzen,

deren Menge unter der chemischen Nachweisgrenze liegt,
deren spezifische Aktivitiat jedoch zur Autoradiographie
des Chromatogramms ausrcicht (fir Aminosduren z.13.
5-10 mC/mM) werden fiir das Testgemisch absolut,
Die inzwischen relativ niedrigen Preise fiir 1YC-Prapa-  gleiche Bedingungen geschaffen. Simultan auf gleichem
rate sowie geeignete autoradiographische Methodenrecht-  Startpunkt aufgetragen unterliegt dieses auch wihrend
fertigen heute zur Sicherung von Untersuchungsergeb- der Chromatographie den gleichen physiko-chemischen
nissen eine weitgehende Radiokontrolle auch dort, wo die Bedingungen wie das Untersuchungsgemisch, obwohl es
Einrichtungen eines Isotopenlabors nicht vorhanden spidter getrennt von diesem erfasst werden kann. Beim
sind 2. Vergleich des angefirbten Chromatogramms mit seinem
Die Schwierigkeiten bei der Identifizierung unbekann-  Autoradiogramm schliessen geringste Abweichungen von
ter Naturstoffe auf dem Papierchromatogramm sind  Form oder lLage der Flecken cine Identitédt bereits aus.
bekannt. Das bisher gebriauchlichste Verfahren, durch
parallel laufende Testgemische die einzelnen Kompo-
nenten eines unbekannten Gemisches zu lokalisieren, L o . . . . . ) )
scheitert in vielen Fillen an der Retention oder Sekundir- Fur die flfl?fllzxtkll(' 1 ntor>tutulng1¥mw1 Ar})cltrn (.lunk(-n wir dem
. . N . Bundesministerium fur Atomenergie und Wasserwirtschaft.
adsorptlon elr}zelner Flecke und, an ffxrbvcra.rlldernden 2 Durch Verwendung empfindlicher Rijnt;.:onp;\piorv kann beirelativ
lokalen Reaktionen auf dem Papier, beides Phinomene, kurzem Kontaktbelichten (einige $sunden) ein eindeutiges Ergeb-
die durch begleitende Ballaststoffe erzeugt werden und nis mit geringsten — weit unter (1(.-2‘ Freigrenze liegenden — Aktivi-
beim Testgemisch nicht gegeben sind. taten erzielt werden.

durch Simultan-Chromatographie
isotopenmarkierter Verbindungen!



386

Technik. Uber die normale, in der Literatur beschriebene
autoradiographische Arbeitstechnik® hinaus muss be-
achtet werden, dass die markierten Testsubstanzen vor
dem Auftragen mit der zu untersuchenden Losung ver-
mischt werden und dass die Belichtung zur Ausschaltung
chemischer Storeffekte in jedem Fall vor dem Bespriihen
des entwickelten Chromatogramms erfolgt. Zur exakten
Auswertung wird dieses ebenso wie das Rontgenblatt mit
cinem Locher gestanzt und in zwei auf einer Kunststoff-
platte befestigte Stifte eingepasst; Fotoschichtseite auf
Auftragseite, da die Riickseite des Chromatogramms oft
nur geringe Aktivitét zeigt. Sind photochemisch wirksame
Substanzen zu erwarten, wird eine 10 p dicke Hostaphan®-
Folie dazwischengelegt. Einige Blatt Papier geniigen zur
Strahlenisolierung, so dass auf einer Unterlage mehrfach
iibereinander autoradiographiert werden kann. Die besten
Ergebnisse zeigt Gevaert Structurix D 10 ohne Schutz-
schicht, es folgen Kodak Definixfilm, Adox Rontgen-
papier und andere Fabrikate. Die Expositionszeit betrigt
z.B. bei Definix rund 5 h fiir 0,05 uC (= z.B. 0,7 » Alanin
einer spezifischen Aktivitit von 5 mC/mM) auf Filter-
papier einer Stirke von etwa 10 mg/cm?,

Beispiele. (1) Es wird der Nachweis der An- oder Ab-
wesenheit einzelner Substanzen auch bei eng zusammen-
liegenden Flecken erméglicht (Figur1, A-A*). Die fast
gleichen Rf-Werte wiirden in einem gew&hnlichen Chro-
matogramm keine Unterscheidung mehr erlauben. (2)
Verdnderungen durch Begleitstoffe spielen keine Rolle
mehr. B, (Figur 1) zeigt das Chromatogramm von Glycin,
Glutaminsdure und Tyrosin mit grésseren Mengen Rham-
nose und Natriumsulfat als Verunreinigungen, B,* das
dazugehérige Autoradiogramm. B, zeigt gegeniiber B,,
dem parallel gelaufenen Testgemisch der drei Aminosiu-
ren, deutliche Verdnderungen in Rf-Werten und Flecken-
form. Der blosse Vergleich mit diesem Paralleltest liesse
vermuten, dass der mittlere lingliche Fleck in B, aus
mehreren Aminosduren besteht, die weder mit Glycin
noch mit Glutaminsédure identisch sind und dass Tyrosin
in B, nicht anwesend ist., Das Autoradiogramm B, * zeigt
dagegen, dass es sich in Wirklichkeit im ersten Fall nur
um auseinandergezogene Glutaminsiure handelt und dass
weiterhin Tyrosin sehr wohl anwesend ist. (3) Der Pa-
ralleltest C,-C, (Figur 1) zeigt gegeniiber der Simultan-
auftragung C;~C,* dhnliche Tauschungen, die auch ohne
Ballaststoffe nur durch Anwesenheit anderer Verbindun-
gen der gleichen Klasse auftreten kénnen. (4) Bei sehr
langen Laufstrecken wandern grossere Mengen oft schnel-
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Fig. 1. ldentifizierung von Papierchromatogrammen durch Auto-

radiographie mitlaufender isotopenmarkierter Verbindungen im Ver-

gleich zur «Identifizierung» durch parallellaufende Testgemische.
(A*, B;", l%g‘. C;‘, -+ Autoradiogramme).
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Fig. 2. Modellversuch zur Veranschaulichung von Konzentrations-

effekten, die Trennungen vortauschen kénnen. D bzw. DL und L =

D-bzw. DL- und L-Histidin. L* = *C-markiertes L-Histidin. Chro-

matogramm auf S.u.S. 2043 b Mgl. Laufmittel: Methanol-Wasser

3:1. Angefirbt mit Pauly-Reagenz. Autoradiogramm auf Kodak
Definix. Belichtung 10 h, Aktivitit 0,03 uC.
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Fig. 3. Nachweis einer erfolgten Antipodentrennung. D, DL, L und

L* wie Figur 2. Chromatogramm auf Whatman Nr. 4. Laufmittel:

Methanol-Wasser 3:1. Angefirbt mit Pauly-Reagenz. Autoradio-
gramm auf Kodak Definix. Belichtung 10 h, Aktivitit 0,03 uC.

3 1. M. Hais, in 1. M. Hais und K. Macek, Handbuch der Papier-
chromatographie (G. Fischer, Jena 1958), p. 199.
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ler als kleinere, so dass z. B, bei cinem Chromatogramm
von D-, L- und DL-Histidin je nach den Umstinden bet
Besprithen mit Pauly-Reagenz zu Unrecht der Eindruck
einer Trennung in dic Antipoden entstchen kann. Aof
diese Weise kann man beliebige Effckte crzielen. Fir
das Chromatogramm in Figur 2 wurden die Mengen so
gewihlt, dass einc Verteilung von R{-Werten zustande-
kam, wie sie in keinem Fall bet ciner Trennung in \nti-
poden zu erwarten ist. \m schnellsten laufen hier 30 v
DL-Histidin, dann folgen 20y D- und 135 5 L-Histidin.
«Gewichtsloser» Tracer allein bleibt am weitesten zuriick.
Auf einer anderen Papiersorte, Whatman Nr. 4, die diesen
Konzentrationseffekt nicht zeigt, erfolgt dagegen mit
Sicherheit cine Antipodentrennung (¥igur 3). K cin-
wandfreier Nachweis der tatsidchlichen Vorginge wird
also besonders fiir eine gleichzeitige und unabhingige
Identifiziernng von optischen Antipoden {als Substanzen

New Centrally Acting Drugs:
Coumarin Derivatives

According to JonceBrREUR]!, there seems to be no phar-
macological difference in coronary-dilator potency be-
tween chromone and coumarin derivatives. \s a number
of N-substituted R-amino-methyl-7-methoxy and 7-hy-
droxychromones and flavones with central nervous
system (C.N.S.} stimulating activity have recently been
described 2%, we thought it interesting to test whether
this activity was retained in the corresponding coumarin
derivatives. These are represented by the general formula:

R, - H,CH,

TN
N .~ 0.
N _—
R, = H, CH,, CH, Gl
Ry - H,CH,, CH,

in which the positions of the hydroxy or methoxy group
and the basic chain were 7,8 — 7,6 — 6,53 — and 8,3 respec-
tively. These compounds were prepared via the Mannich
reaction on hydroxyvcoumarins or by means of the chloro-
methylation procedure applied to methoxy analogues,
followed by amination. In both cases, sccondary amines
such as dimethyl and diethylamine, piperidine and mor-
pholine were employed.

The pharmacological screening of fiftv coumarin deriv-
atives has shown that the C.N.S. stimulating activity is
retained, though to a lower degree than in the correspond-
ing chromone and flavone compounds. No difference is
noticeable between hvdroxy and methoxy derivatives,
although the latter seem to furnish the most active com-
pounds. The optimal position for the methoxy group and
the basic chain is the ortho position, and, of the locations
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gleicher skalarer Grossen ergeben diese dhnliche Pro-
bleme wie Untersuchungen tiber Sclbstdiffusion) nur
durch dic Simultanauftragung radioaktiver Vracer er-
moglicht,

Sunvnaryv. Weightless amounts of radwactive test-
mixtures are run from the same starting point as the com-
pounds o investigate while checked independentiv, 1t is
showa that this atlows o dependable identification even in
cases where the technique of tnactive parallel ranning test-
mixtures fails completely.

FoVester und W, RETeEr

Fustitut fur Orgaarsche Chemle dev Undeersitiat des Saar-
lavdes, Diochenusches  und  Fsotopeniabor,  Saarbriteken
{(Deutschland), 131 pril 1962

tried, the 6:3 positions were found to be the best for
C.N.S. stimulating activity., When the oxvgen function
and the basic chain are para to one another, a considerable
loss of activity is observed, c.g. in the N-substituted 5-
aminomethyl-8-methoxy {(and  S-hydroxy)  derivatives,
with the sole exception of  3-methyvi-8-methoxy-5-di-
methviaminomethvicoumarin.

Of the basic chains, the dimethyviaminomethyl s the
most efficient, as mn the corresponding chromone wud
flavone compounds. o-Methoxy-3-dimethviaminomethyi-
3-phenvicoumarin {(Ree 14 -0073) seems to be the most
active compound in the series. s activity expressed
as the reciprocal of the mtraperitoneal LD, of metrazol
{71 mg/kg) was 17,8, on a molar basis, e half that of
the most active compound in the chromone series,

Riassunio. Si descrive una nuova classe di farmaci
stimolanti il sistema nervoso centrale, rappresentata dalle
aminometibdrossi- ¢ dalle aminometilmetossicumarine
N-sostituite.

Llattivitd di questi nuovi compostt ¢ inferiore a quella
det corrispondenti isomert derivati dal cromone e dal
flavone,

P’ bya Re, L. BozNona, b SETNIRAR,
and M. J. MaGisTrETTL

Department of Medical Chemistry and  Department of
Phavmacology, Research Division, Recordati S.p.. 4., -
lano ([talyy, June I, 1962,

PG JoneeBREVR, Archomt Pharmacodyn, 90, 381 (1000,
2P DA Re et al, Nature 78/, 362 {J059).
3 Lo Sersikar et aly, Jo Med. Pharm. Chem 3, 471 (1961},



