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Hochdruckfiissigchromatographische Bestimmung von Allopurinoi und
Oxipurinel in Serum

R. ENDELE uad G. LETTENBAUER
Forschungslabaratorien, Bashr gﬂr- Mannkeim GmbH, Mannkeim (B.R.D.}

{Eingagangen: am S. Juni {975

Sowohl Allopurino! afs auch das als Hauptmetabolit daraus entstehende Oxi-
purinol hemmen kompetitiv das Enzym Xanthinoxydase und blockicren also die Harn-
sduresynthese aus den Vorstufen Hypoxanthin bzw. Xanthin. Allopurinol wirkt
deshalb harnsZuresenkend und findet ausgedehnte Anwendung zur Therapie der
Hyperurikdmie bzw. Gichtl.
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Alcpuringt Oxrgurinet

Ia der Literatur—> sind papier- und siuienchromatographische Trennverfahren
beschrieben. Die guantitative Bestimmung von Allopurinol bzw. Oxipurinoi erfoigt
dabzi durch Messung der Radioakuivitdt bzw. der UV-Absorption. Diese Verfahren
sind zeitraubend und wenig routinefreundlich.

Zwei neuere Arbeiten®® berichten u.a. @ber eine hochdruckfifissigchromato-
graphiscke Trennung und Bestimmung von Allopurino! und Oxipurinol unter Ver-
wendung einer Gradientelution®. bzw. erhhter Temperatur der mobilen Phase’.
Beide hMethoden sind jedech apparativ aufwendiger und stGranfdlliger als die hier
baschricbene.

EXPERIMENTELLES

Apparatur

Die Analysen wurden an einem aus folgenden Einzelteilen zusammengeserzten
Hochdruckfllissigchromatographen durchgefihrt: Pumpe: Modell 6000 solvent deli-
very system {(Waters Ass., Milforé, Mass., U.S.A.). Probenaufgabe: UGK universal
liguid chromatograph injector (Waters Ass.). Detektor: Photometer PM2DLC mit
Durchfiusskiivette, Zellvolumen & gl (Zeiss, Gberkochem, B.R. D.,. Die Messung
erfolgte bei 250 nm. S&ule: Edelstahlrohr, {5 cm lang, 2.5 mm [.D., {in. (0.32 mm)
C.D. Schreiber: Siemens-Kompensograph.



NOTES

Chromatographie

. Als sta"tmaére Phase dient_ d_er sphirische Anionenaustauscher Aminex A-28
(Bzoﬂ-Rad,' Miachen, B.R.D.). mittlere Korngrésse (d,:9 wm. Der Austauscher. der
zuua.chst in der Ci~-Form vorliegt. wird vor seiner Yerwendung in der spiter als
m.cbxle Phase Yerwendeten Pufferldsung dispergiert. Nach Sedimentation des Harzes
wird abdekantiert und der Vorgang noch zweimal wiederholit,

Die P'ackut}g de:r $iule_:n erfolgt nach der “sturry™-Methode. wobsi die mobile
Phase als Dispergierfiiissigkeit dient. Ansatz: I ml Harz auf 10 ml mobile Phase.

) Mobile Phase ist eine 0.33 A/ Ammoniumacetatlosung die mit konzentrierter
Essigsdure auf pH 6.45 eingestellt wird. Auf exakte Einhaltung des pH-Wertes ist
besonders zu achten, da bereits geringe pH-Anderungen die Trennung stark be-
einflussen.

Enteiweissung

Prinzipiell ist vor der chromatographischen Bestimmung eine Enteiwsissung
des Serums vorzunchmen. Diese kann geschehen (2} durch Fillung mit Siuren, wie
z.B. Trichloressigsaure oder Perchlorsiure; (b) durch Ultrafiitration mictels geeigneter
Membranfilter (Centrifio-Membranfilterkegel der Fa. Amicon. Lexington. Mass.,
U.S.A).

Methode b ist anwendbar. weil die Eiweissbindung von Allopurinol bzw.
Oxipurinof zu vernachlissigen ist.

Arkeitsvorschrift

Mathode a. { ml Serum wird mit 2 ml 5%iger Trichloressigsiure enteiweisst.
Nach Zentrifugieren wird der klare Uberstand vier mal mit je 5 ml Digthylather
extrahiert um berschiissige Trichloressigsiure zu entfernen. Die Diathylatherphasen
werden verworfen. Man entaimmt 1.5 ml der wéassrigen Phase, versetzt mit 200 ul
einer Barbitursiurcl6sung (2 mg/100 ml) (innerer Standard) und Idsst gefriertrocknen.
Der Riickstand wird in | ml Wasser aufgenommen: 230 ul der Lésung werden ein-
gespritzt.

Methode b. | m! Serum wird durch Ultrafiltration von Eiweiss befreit (25 min
bei 4200 g zentrifugieren). 500 z! des klaren Filtrates werden entnommen. 100 pl einer
Barbitursdureldsung (2 mg/ml) zugesetzt und 250 ul eingespritzt.

Beide Methoden sind gleich leistungsthig. Methode b bietet sich jedoch
wegen der denkbar einfachen Aufarbeitung fir Routinebestimmungen an.

Auswertung .
Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte nach der hethode des innerea

Standards, wobei nach relativen PeakhShen oder -flichen ausgewertet werden kann.
Beide Methoden liefern befriedigende Resultate. Die Berechnung erfolgt mach der
Formel:
C.=f:"C S
=~ Jx sid Sstd
wobei C, = unbekannte Konzentration: f; = Faktor: Coa = Konzentratior} des
Standards: S, = Signal der Komponente X3 Sue = Signal der Standardsubstanz.
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Fig. 1. a, Flisssgchromarographisches Chromatogramm eines Serums mit 10 pg/ml Aliopurinol (1)
bzw. Oxipurinol (2); innerer Standard war BarbitursZure (3). b, Entsprechender Leerwert. Ap =
345 bar; Durchfiussgeschwindigkett. 0.6 ml/min.

Fiir § kann die Peakhohe bzw. Peakflicha geserzt werden. Der Faktor £, wird aus
S=ren mit betan.tem C. bestimmit.

ERGEBNISSE

Fig. 1 z2igt zwei Chromatogramme wie sie von einem Serum mit 10 xg/mi
Altopurinel und Oxipurinol und einem Leerserum erhaiten wurden. Analysiert wurde
nach Methode b.

Wie aus Fig. 1b 7u erkennen ist, weist das Leerserum eine Yerunreinigung glei-
cher Retentionszeit wie Aliopurino! auf. Dies hat zur Folge. dass Allcpurinol-Bestim-
mungen erst ab einem Serumspiege! von 0.5 pg/ml aussagekrifrig sind.

Fig. 2 zeigt die Eichkurvern wie sic durch Analyse von Seren gewonanen wurden,
deaen entsprecheade Mengen an Allopurinol und Oxipurinol zugesetzt waren. Die
Proben wurden nach AMethode b analysiert.

Die Wiederfindung nach Methode b wurde durch Vergleich Jer relativen
Pzakgr&ssen siner wassrigen L&sung bekannfen Gehazltes an Allopurinol und Oxi-
purinol mit Seren gleicher Koazentration berechnet. Es ergab sich eine durchschnizt-
liche Wiederfindung ven 74 = 59..
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Fig. 2. Eichkurven {ar Aliopurino! bzw. Oxipurinol; analysiert nach Methode b. &—&, Allopurinol;
C—C, Ovipurinoel.



-NOTES 231

cfrglint]

YT FRT
2G 20

Fig. 3. Blutspiegelverlauf von Allopurinol bzw, Oxipurinol nach Gabe ven 3 x 100 mg Allopurinol.

Die Nachweisgrenze, definiert als die doppelte Rauschbreite, liegt bei einem
Serumspiegel von ca. 0.2 ygg/mi.

Fig. 3 zeigt einen typischen Blutspisgelveriauf, wie er nach Gabe von 300 mg
Allopurinol erhalten wird.
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