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Permeation of Purine Derivatives into the Cerebrospinal Fluid of Dogs 

A series  of i n v e s t i g a t i o n s  shows t h e  g r e a t  s igni f icance  
of l ip id  so lub i l i ty  for  t h e  p e r m e a t i o n  of s u b s t a n c e s  i n to  t h e  
b r a i n  a n d  i n to  t he  ce reb rosp ina l  f lu id  (CSF) (ScHANKER1). 
T h e  'we l l -es tab l i shed  pa ra l l e l i sm b e t w e e n  t he  b l ood - b ra in  
a n d  b lood-ce reb rosp ina l - f lu id  ba r r i e r s '  (DAvsoN e t  el. 2) 
seems to  open  t he  poss ib i l i ty  of ga in ing  i n s i gh t  in to  t he  
p e r m e a t i o n  of s u b s t a n c e s  in to  t h e  b r a i n  i tself  b y  de te r -  
m i n a t i o n  of t he  s u b s t a n c e  c o n c e n t r a t i o n  in t h e  CSF.  
Therefore ,  in  t h e  course  of e x p e r i m e n t s  c o n c e r n i n g  t h e  
c e n t r a l  effects  of p u r i n e  d e r i v a t i v e s  (HERz e t  e l ) ) ,  we 
i n v e s t i g a t e d  t h e  p e r m e a t i o n  of these  s u b s t a n c e s  i n to  t h e  
CSF.  

2Vfethods. A p p r o x i m a t e l y  3 0 dogs, we igh ing  a b o u t  15-25 
kg, a n a e s t h e t i z e d  w i t h  p e n t o b a r b i t a t  were  used.  Before,  
a n d  a t  d i f f e ren t  t i m e s  a f t e r  a p p l i c a t i o n  of t h e  s u b s t a n c e  - 
i.v. i n j ec t i on  of 50 m g / k g  fol lowed b y  in fus ion  of 12-18 
m g / k g  of t h e  t e s t  s u b s t a n c e s  w i t h i n  a per iod  of 15 m i n  - 
C S F  f rom t h e  c i s t e rna  ce rebe l lomedul la r i s  as well  as 
b lood  samples  were t a k e n .  T he  s u b s t a n c e s  were  e x t r a c t e d  
f rom p l a s m a  a n d  C S F  w i t h  ch lo ro fo rm or  benzene .  The  
c o n c e n t r a t i o n  in t h e  f inal  HC1 so lu t ion  was  d e t e r m i n e d  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  in  t h e  UV-range .  The  e x t r a c t e d  
s u b s t a n c e s  were  c o m p a r e d  w i t h  t h e  i n j ec t ed  c o m p o u n d s  
b y  m e a n s  of t h i n  l ayer  c h r o m a t o g r a p h y  o n  f luo rescen t  
layers .  S o l v e n t  s y s t e m :  e t h y l a c e t a t e  (6), i - amyla l coho t  
(8), i - p r o p a n o l  (6), 25% a m m o n i a  (3), w a t e r  (1). 

T h e  b i n d i n g  of t h e  s u b s t a n c e s  to  p l a s m a  was  e x a m i n e d  
in v i t r o  b y  dia lys is  a t  c o n c e n t r a t i o n s  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  
to  t he  p l a s m a  levels  f o u n d  in t h e  a n i m a l  e x p e r i m e n t s .  T h e  
l ipid so lub i l i ty  was  def ined  as p a r t i t i o n  coeff ic ient  be-  
t w e e n  h e p t a n e  a n d  p h o s p h a t e  buf fe r  a t  p H  7.4. T h e  doses 
were  ca l cu la t ed  to  t he  bases  of t h e  subs t ances .  

R e s u l t s  a n d  d i sc ,~ss ion .  T he  course  of p l a s m a  a n d  C S F  
c o n c e n t r a t i o n s  show g rea t  d i f ferences  in  t h e  s u b s t a n c e s  
t e s t e d  (F igure  1). 

W h e r e a s  t h e  p l a s m a  level  of caf fe ine  on ly  s l o M y  de-  
cl ines w i t h i n  6 h a f t e r  app l i ca t ion ,  a m p h e t a m i n o - e t h y l -  
t h e o p h y l l i n e  (AAT) d i s appea r s  very- q u i c k l y  f r o m  t h e  
p l a sma .  T h e o p h y l l i n e  a n d  t h e o b r o m i n e  b e h a v e  v e r y  
s imi la r ly  to  caffe ine in th i s  respect .  I n  t he  CSF,  caffe ine 
reaches  t h e  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  v e r y  qu ick ly  a f t e r  in- 
jec t ion .  A A T  on  t he  o t h e r  h a n d  appea r s  on ly  a t  v e r y  

smal l  c o n c e n t r a t i o n  in  t h e  CSF.  F i g u r e  2 shows t h e  m e a n  
va lues  of t h e  C S F  c o n c e n t r a t i o n  in r e l a t i on  to  t h e  respec-  
t i ve  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n .  Vv'hereas in  t he  case  of caffe ine  
ha l f  of t h e  p l a s m a  level  is r e ached  w i t h i n  4-8  rain,  w i t h  
t h e o p h y l l i n e  a n d  t h e o b r o m i n e  t h i s  occurs  on ly  a f t e r  a b o u t  
30 rain.  I n  r ega rd  to  A A T  th i s  r e l a t i ve  C S F  c o n c e n t r a t i o n  
seems to  be  of less i m p o r t a n c e  because  of t he  r ap id  decl ine 
of t h e  p l a s m a  level. 

T h e  phys i co -chemica l  d a t a  of t h e  s u b s t a n c e s  m a y  ex- 
p la in  some of t he se  differences.  
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Fig. 2. CSF-eoncentration in % of plasma concentration after i.v. 
application ol caffeine-sodium-benzoate tbeophyltine-ethylendi- 
amine and theobromine-sodium-aeetate (dosage see Figure 1). Mean 
values of 3-5 experiments/substance. Verticle bars represent the 
standard error. 

Partition coefficients heptanelwater and plasma binding of several 
purine derivatives. 
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Fig. 1. Concentration in the plasma and CSF after i.v. application of 
caffeine-sodium-benzoate (dog No. 20) and amphetamino-ethyl- 
theophylline (dog No. 17). Injection of 50 mg/kg, followed by infusion 
of 12. resp. 14 mg]kg within 15 rain. 

Partition coefficient Plasma bind- 
heptane/water pH 7.4 ing % 

MV SE MV SE 

Caffeine-sodium- 0.0057 0.00004 5.5 3.2 
benzoate 

Theophylline- < 0.00005 5.7 0.25 
ethylendiamine 

Theobromine- < 0.00004 3.6 2.4 
sodium-acetate 

Amphetaminoethyl- 0.082 0.0004 24.8 5.1 
tbeophylline HC1 (AAT) 

MV, mean values; SE, standard error. 
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Since the parti t ion coefficients were determined at  
blood pH, the data  may be transferred to in vivo condi- 
tions. The part i t ion coefficient of caffeine, at  least 100- 
fold higher than tha t  of theophylline and theobromine, 
explains its rapid penetration into the CSF. The low 
plasma binding of caffeine and theobromine agrees with 
the almost complete equilibrium between plasma and 
CSF concentrations. The somewhat lower relative CSF 
concentrations of theophylline may not be significant. 
The comparison of the extracted substances with the 
injected compounds, investigated by means of thin layer 
chromatography, showed in case of caffeine, theophylline 
and theobromine, even several hours after injection, only 
small traces of substances with Rf values different from 
the ones of the injected substances. Thus it is concluded 
that  the measured substance concentration mainly refers 
to the injected compounds. 

Regarding the high parti t ion coefficient of AAT, its 
small permeation into the CSF is surprising. The chro- 
matographic control of the plasma extract  of this sub- 
stance showed several spots pointing to metabolic pro- 
ducts. Nevertheless, the different behaviour of AAT as 
shown in Figure 1 cannot be explained this way. From 
the high plasma binding it may be supposed that  AAT is 
bound more intensely by organs than the other purines, 

Pilot experiments in rabbits confirmed this supposition. 
Such an intense binding of AAT by organs would explain 
its low concentration in the (protein-free) CSF. Thus the 
quick decline of plasma concentration of AAT can be 
understood, even though we cannot exclude the bio- 
transformation of AAT into compounds which are not 
extracted by our method. The behaviour of AAT is 
especially interesting with regard to its strong central 
efficiency (HERZ et al.a). 

Zusammen/assung. Der ~3bertritt verschiedener Purin- 
derivate in den Liquor cerebrospinalis nach i.v. Injektion 
wurde an Hunden untersucht. Coffein permeiert  sehr 
schnell, Theobromin und Theophyllin ungleich langsamer. 
Dies steht in Einklang mit  der unterschiedlichen Lipoid- 
16slichkeit dieser Substanzen. AAT hingegen t r i t t  nur in 
geringer Konzentrat ion in den Liquor fiber, obwohl es 
die h6chste Lipoidl6slichkeit aufweist. 

H. J. TESCHEMACHER, A. HERZ, 
R. HESS und G. NOVOCZEK 

Max-Planck-Institut /fir Psychiatric, Mi~nchen 23 
(Germany), 7 August 1967. 

Feh len  e iner  c a n c e r o g e n e n  W i r k u n ~  von  n i t r o s e n  

Won DRUCKREV und PREUSSMANN ist die M6glichkeit 
diskutiert worden, die im Tabakrauch enthaltenen nitro- 
sen Gase (NO und NO,) k6nnten im Zuge der Inhalation 
des Rauches mit  Gewebsaminen der Schleimhitute des 
Atemtraktes  unter Bildung yon cancerogenen Nitrosami- 
nen reagieren x. Die langfristige, intermitt ierende Beat- 
mung yon M~usen mit 40 ppm NO 2 erzeugt keine b6s- 
artigen Tumoren, eine H'Xufung yon gutartigen Lungen- 
adenomen war nicht als cancerogene Wirkung der 
Stickstoffoxide zu deuten. \¥ i r  haben daraus abgeleitet ~, 
es bestehe kein Anhalt  fiir eine carcinogene Wirkung 
nitroser Gase. Dicsc Folgerung ist dem Einwand begegnet, 
die Maus stelle nicht das geeignete Versuchstier dar, zum 
Nachweis cancerogener Effekte am Atemtrakt  eigne sich 
vornehmlich der Goldhamster. 

]:)avon ausgehend, haben wir einen erneuten langfristi- 
gen Inhalationsversuch an 40 Goldhamstern durchge- 
fiihrt. Diese Tierart  ist gegeniiber Stickstoffoxiden we- 
senflich weniger empfindlich als die Maus. Es gelang, die 
Tiere in 40 ppm NO~ + 20 ppm NO 16 Monate tang 
praktisch ununterbrochen ohne Todesfolge zu halten. Sie 
sind lediglich w~thrend 1-2 h t~glich zur Sauberhaltung 
der K~ifige an Frischluft verbracht  worden. Die Methoden 
zur Bereitung und analytischen Kontrolle der Stick- 
stoffoxide sind andernorts 8 beschrieben. Insgesamt stan- 
den 36 Hamster  fiir die histologische Auswertung zur Ver- 
ffigung, yon denen 14 zwischen 12 und 16 Monate lang 
exponiert  worden waren. Die Beobachtungszeit betrug 
11/~ Jahre. Die Lungen der Goldhamster wurden sofort 
nach Entnahme in Bouinscher L6sung fixiert und sp~tter 
in Stufenschnitten systematisch und komplett  aufgear- 
beitet, im Regelfall mit  Hiimatoxylin-Eosin gefitrbt, 

Bei keinem der Tiere waren maligne Tumoren in den 
Lungen oder in anderen Organen zu finden. Die Lungen- 
ver~inderungen entsprechen prinzipiell denen, die wir 
bereits bei M~iusen in gleichartigen Langzeitversuchen 
mit  NO 2 beobachtet haben. Nach Ablauf eines Monats 
ist hier noch ein massives Lungen6dem zu linden, in allen 

G a s e n  b e i m  G o l d h a m s t e r  

spXteren Phasen sieht man mehr oder weniger stark aus- 
gepr~gte Zellproliferate, die aus geschwollenen Alveolar- 
epithelien und z.T. auch aus geschwollenen interstitiellen 
Zellelementen bestehen. Die Prozesse sind durchwegs 
schwerer als bei M~iusen, vor allem trifft man bei den 
Hamstern yon Anfang an deutlich st~trkere entzfindliche 
Reaktionen an Bronchien nnd Parenchym. In fortge- 
schrittenen Stadien (nach mehrenen Monaten Begasung) 
fallen, neben reichlichen Abstossungen von Alveolar- 
epithelien, zahlreiche Mitosen als Hinweis auf regenera- 
torische Prozesse auf. Man sieht dann oft auch adenom- 
artige Lungenbezirke, in denen Alveolen yon zylindri- 
schen Zellen ausgekleidet werden, Die Bronchialepithelien 
sind manchmat etwas atypisch, jedoch hie in st~trkerem 
Umfang und kaum noch in den zuletzt untersuchten 
Lungen. Damit  ergeben auch Versuche am Goldhamster 
mit  extrem hohen Dosen nitroser Gase, die unausgesetzt 
einwirken, keinen Anhalt ffir cine carcinogene Wirkung 
von Stickstoffoxiden. 

Summary. Continuous exposure of golden hamsters to 
nitrous fumes (40 ppm NO z + 20 ppm NO) for up to 16 
months revealed no carcinogenic action of nitrogen oxides 
in the lung nor in other organs. 

W. Ross  und D. HENSCHLER 

Pathologisches Institut und Institut /i~r Toxikologie 
und Pharmakologie der Universittit Wiirzburg 
(Deutschland), 71. September 1967. 
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