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Die Synthese des 7-(Butin-(3’)—y1)—theophyllins-3H wird beschrieben. Ganztierautoradiographische
Untersuchungen an Wistar-Ratten ergaben eine Anreicherung der Substanz im liquor cerebro-
spinalis, sowie im Glaskdrper des Auges und den Zwischenwirbelscheiben. Bei einer histologi-
schen Analyse der Niere zeigte sich in den tubuli contorti I und IT Abschnitten eine vakuolige
Auflockerung mit teilweiser Zerstérung der gesamten Zelle.

Studies of [3H]-7-(3-Butynyl)ﬂ1eophylline by Whole-Body Autoradiography

The synthesis of [SH]-7-(3-butyny1)—theophylline is described. Whole-body autoradiography of
Wistar rats after application of the compound shows a cumulation of radioactivity in the cerebro-
spinal fluid, in the vitreous body of the eye and in the intervertebral discs. Histologic analysis of
the kidney showed a vacuolic structure and partial destruction of the cells in convoluted tubules
Iand II.

Wie tierexperimentelle Untersuchungen an Wistar-Ratten ergeben hatten, bleibt von
den homologen alkinylsubstituierten Theophyllinen (1a—1c) bei Kdrperpassage nur
beim 7-(Butin-(3")-yl)-theophyllin (1c) die Seitenkette erhalten®?). 1c wird dabei
zum urinalen 7-(2’-Hydroxy-butin-(3’)-y1)-theophyllin (2) metabolisiert®). Die tier-
experimentellen Studien sollten durch autoradiographische Untersuchungen abge-
rundet werden.
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Von den zur Auswahl stehenden Markierungsmoglichkeiten wurde einer Tritie-
rung des Theophyllin-Grundkdrpers der Vorzug gegeben.

Die Synthese des 7-(Butin-(3")-yl)-theophyllin->H (3) erfolgte auf einem Wege,
der schon frither bei der nicht markierten Verbindung beschritten wurde?). Dazu
wurde Theophyllin-* H mit unmarkiertem Material verschnitten und mit 1-Brombu-
tin-(3) umgesetzt.

Im Diinnschichtchromatogramm, dem inaktives 1c beigemischt war, trat lediglich
eine radioaktive Zone auf, die sich mit der inaktiven Verbindung 1c deckte.

Nach einmaliger Applikation von 30 mg 3 per Schlundsonde kamen die Versuchs-
tiere in Stoffwechselkifige und wurden nach 3, 6, 12 bzw. 24 h getotet. Die Durch-
fiihrung der Ganzkorperautoradiographien erfolgte in Anlehnung an eine von Ull-
berg entwickelte Technik®). Die Ganztierschnitte wurden 2,5 Monate auf einem Ront-
genfilm gelagert.

Die nach dieser Expositionszeit durchgefiihrte Auswertung der Radiogramme er-
gab folgendes differenziertes Verteilungsmuster von 3 (Abb. 1-3): Auffillig war die
Anreicherung im liquor cerebrospinalis, sowie im Glaskorper des Auges und den Zwi-
schenwirbelscheiben. Desgleichen schienen die serdsen Héute von einem Radioaktivi-
tatsfilm iberzogen zu sein. Auch in einigen Kopfdriisen war eine leichte Anreiche-
rung der markierten Verbindung zu erkennen. In den distalen Darmabschnitten fand
sich durch die fikale Ausscheidung eine deutliche Radioaktivitat.

Die abgebildeten Autoradiographien sind Positiv-Darstellungen, d. h. Orte erhdhter Radio-
aktivitit zeichnen sich durch eine hellere Nuancierung gegeniiber der Umgebung aus. Die lange
Expositionszeit war notwendig, da Tritium nur ein relativ schwacher -Strahler ist. Eine weiter-
gehende Aussage konnte anhand dieser Autoradiographien nicht gemacht werden, denn nach

dieser Zeit konnen sich Feuchtigkeitsschiden auf dem Film einstellen, die zu ungenauen Ergeb-
nissen fithren.

Wie bereits friher beobachtet, steigt nach Applikation von 150 mg/kg lc die Harn-
ausscheidung auf das 6-fache des Normalwertes an®). Zu vermuten war, dafl neben
einer eventuellen Hemmung bestimmter Enzyme durch die endstindige Acetylenbin-
dung eine Gewebsschidigung der Niere eingetreten war.

Bei der histologischen Analyse der Niere nach HE-Anfirbung zeigte sich in den
tubuli contorti I-Abschnitten eine Veridnderung und vakuolige Ausweitung einzelner
Epithelzellen. Die Zellen des tubulus contortus II waren ebenfalls durch eine Auf-
lockerung verdndert und wiesen vakuolige Umwandlungen mit teilweiser Zerstérung
der gesamten Zelle auf. Die beobachtete vermehrte Diurese kénnte demnach auf die
durch 1c induzierte Gewebsschidigung zuriickgefihrt werden, die eine Riickresorp-
tion erschwerte bzw. unmoglich machte.

Von den drei untersuchten alkinylsubstituierten Purinen 1a—1c bewirken nur
1a und lc eine Ethohung der Harnausscheidung. Da 1b — bei dem dieser Effekt nicht

3 S. Ullberg, Biochem. Pharmacol. 9, 29 (1962).
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eintrat — fast vollstindig metabolisiert wird, 1a und lc dagegen nicht, sollte die in-
takte endstindige Acetylenbindung fiir diesen Effekt veraniwortlich sein.
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Abb. 1-3: Autoradiographien von Ganztierschnitten nach Applikation von 150 mg/kg
7-(Butin-(3’)-y1)- theophyllin—3 H. 12 Stunden nach der Applikation.
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Experimenteller Teil

Verwendete Gerdte

Diinnschicht-Scanner Bethold, Modell LB 2721; Flissigkeits- Szintillations-Spektrometer Packard
Instrument Company, Inc., Modell 314 EX.

7-Butin-(3’)-yl- (theophyllin->H) (3)

Das als wifirigelLosung vorliegende Theophyllin-SH (spezifische Aktivitit 7,1 mCi/mg***))
mit einer Gesamtaktivitdt von S mCi wurde mit 200 mg unmarkiertem Material verschnitten,
das Wasser bei 60° entfernt und der Riickstand 3 h bei 110° getrocknet.

Das trockene Material wurde in einer Losung von 25,5 mg Natrium in 10 ml Alkohol einge-
bracht, mit 3,5 ml absol. DMF und 170 mg 1-Brombutin-(3) versetzt und 12,5 h unter Rithren
und Riickfluf erhitzt. Danach wurde i. Vak. bis zur Trockne eingedampft, der Riickstand in 40
ml Chloroform aufgenommen und zweimal mit je 15 ml Sproz. Natriumcarbonatlésung gewa-
schen, nach dem Trocknen das Lésungsmittel i. Vak. entfernt und aus wenig Athanol umkri-
stallisiert, Schmp. 188°; Ausbeute: 125 mg.

Diinnschichtchromatographie: Adsorbens: Kieselgel GF,54 Merck; FlieBmittelsystem :Chloro-
form/Essigester/Methanol/Eisessig (40 : 40 : 5 : 2); Detektion: Fluoreszenzloschung.

Die Radioaktivitit von drei Proben, die je 0,1 ml einer Lésung von 10 mg 3 in 100 mi Chlo-
roform enthielten, wurde im Fliissigkeits-Szintillations-Spektrometer 10 min gemessen. Als
Standard diente Toluol->H. Aus dem Mittelwert der drei Messungen errechnete sich eine spezi-
fische Radioaktivitit von 194 uCi/mg.

Die ganztierautoradiographische Untersuchung

180--200 g schwere Ratten erhielten in einer einmaligen Dosis 30 mg 3 per Schlundsonde appli-
ziert. Die Dosis war in Wasser aufgeschlimmt und mit Ultraschall mikrotonisiert. Die Tiere er-
hielten nach 3, 6, 12 bzw. 24 h einen Atherrausch und wurden in einer Kiltemischung aus A ce-
ton und Trockeneis eingefroren. Die tiefgekithlten Tiere wurden anschlielend bei ca. —20° zur
Temperaturangleichung mindestens 24 Std. aufbewahrt.

Zur Anfertigung der Schnitte wurden die Tiere auf einem Gefriertisch in magerem, sehnen-
freien Rohgehackten mit einem Wasserzusatz bis zu 50 % eingefroren und mit einer Bandsige
die gewiinschte Schnittebene vorgesiigt. AnschlieRend wurden bei —15° Schnitte mit einer Dicke
von 0,1 mm angefertigt. Hierzu wurde die Sagefliche des Priparates durch mehrfaches Schnei-
den geglittet, ein der gesamten Schnittfliche entsprechend grofies Stiick TesafilmR aufgeklebt
und die Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden sofort in einen Kryostaten gebracht und bei
18° getrocknet.

Nach einer Trocknungszeit von ca. 24 h wurden die Schnitte auf einen Rontgenfilm (Dupont
Doneo—X-Ray-Film) gelegt und zwischen zwei Glasplatten eingespannt. Zur Exposition wurde
der Film in einem Tiefkiithlschrank bei —20° gelagert; die Expositionszeit betrug 2,5 Monate.
Danach wurde der Film entwickelt (Entwickler G. 230, F. Agfa Gevaert) und in einem sauren
Fixierbad fixiert.

*** Bezogen von der Fa. The Radiochemical Centre Amerham, England.
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