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~owohi ~!kp~irrof ah such das als Hauptmetaboiit danus entstehende 0% 
purino[ hemxen kompetitiu das ~n_qm Xanthinoxydase und blockicren ah die Ham- 

s~-~csyn*Jrsse aus den Vorstufen Hyposanthin bzw. Xanthkn. AlI0purit101 wirkt 

deshaib harnskresenkend und fiadet aus_eedehnte Aawendung zur Thenpie der 
KyperwikSlmie bzw. Gicht!. 

Er7 der Literau_6’sind papier- und s~uienchromato_~phische Trenauerfahren 
beschriebec. Die quantitative Bzstint-nung van AftopurinoL bzw. Otiipurinoi erfoigt 
daki durch Messung dzt Radio&--vit% bm. der UV-Absorption. Diese Verfahren 
sind zeitraubend und wenig routinefreundlich. 

Zwei neuere ArbeiterF berichten u.a. Cber eine hochdruckfliissigchromato- 
graphiscke Trennung und Eestimmung van AlIopurinoI und Ckipurinol unter Ver- 
wendung einer Gred’renceiution’. bzw. erhijhter Temperatur der mobifen Phases. 
Beide Ldethoden sind jedcch apparativ acffiendiger und st&ranflaItiger ais die hier 
beschriebene. 

EX??ERIMENTELLES 

Die Anaiyserr. wurden an einem ms foigenden Eimzc!teikn zusammengeseaten 
Hochdruckiliissigchroma~ographen durchgeftirt: Pumpe: Model1 6oc#2 solvent de!i- 
L’erl’ Sptem (?5iaters Ass., hillford, Mass., U.S.pL.). Probena@&e: UGK unives2t 
Eqtid ~hr~m~~gr~zph injector waters Ass.). Dctektor: Photometer PMZDLC &t 
Durc’hflusskGvette, Zei!volumen 8 ,uI (Zeiss. C%erkc~&e~, ~.R.D.J_ Die bfessug 
erfdgte bti 233 nm. SZuIe: Edelstahkohr, f5 cm lang, 2.5 mm I.D., -$ b.. (0.j~ mm) 
O.D. Schreiber: Siemens-Kompensograph. 
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/~.k SWiGIke b3se dient der sphgrische Xnionenaustauscher _4mineu A-23 
(Bio-Rad, Mgnchen, B.R.D.1. miltie= KarngLisse (d, :9 ,um. Der Austauscher. der 
zunzchst in der Cl--Form vorIie_m. wird vor seiner Verwendung in der spzter ats 
mobile Phase vewendeten PtiertGsung dispergiert. Nack Sedimentation des Harzes 
wird abdekantiert und der Vorgang noch ziveimai wiederhoit. 

Die Packung der SZuien erfolgt nnch der “sluny’‘-Methods. wobei die mobiIe 
Phase aIs Dispergierfiiissigkeit dient . Ansatz: I mI Harz auf 10 ml mobile Phase. 

Mobile Phase ist eine 0.33 ;If _~mmoniumacetatliijung die mit konzentrierter 
Essig&ure auf pH 6.45 eingestelit w!rd. AUF exakte EinhaKung des pH-Wertes ist 
besonders zu achten, da be&s geringe pK-_&nderungen die Trennung stark bs- 
einflussen. 

PrinzipieIl ix vor der chromatographischen Bestimmung eine Entei~~zissung 
des Serums vorzunehmen. Diese kann geschehen (zf durch FZIlung mit SZurzn, wie 
2-B. TrichIoressigsZur oder Percfrlors8ure; (b) durch Ultrafiitration mitteIs geeigneter 
Gembranf2ter (Centrifio-Membranfilterkegel der Fa. Amicon. Lexington. Mass., 
U.S.A.). 

Mel&ode b ist anwendbar. weil die Eiwissbindung von XliopurinoI bzw. 
Oxipurinof zu vernachkssigen ist. 

Mcrlrodz 2. I ml Serum wird mit 2 ml 5 ‘&er Trichtoressigs~ure enteiweisst. 
Nach Zentrifu&eren wird der Mare uberstand vier ma1 mit je 5 ml DiZthyIZther 
extrahiert urn iiberschiissige Trich1oressigGw-e zu entfernen. Die Di2th>%therphasen 
werden verworfen. Man entoimmt 1.5 m! der w~ssrigen Phase, versetzt mit 200 ,crI 
einer BarbitursZureI6sung (2 mg/tOO ml) (innerer Standard) und ifsst gefrierrrocknen. 
Der Riickstand wird in I ml Wasser aufgenommen: 150 .u[ der L6sung werden ein- 

gespritzt. 
Mehde LT. I ml. Serum wird durch UItrafi![ration F’O~ Eiweiss befreit (15 min 

bei 4X33 g zentrifugieren). 500 ;(I des klaren Filtrates werden entnommen. 100 pi einer 
BarbitursZur&sung (2 m&ml) zugesetzt und 2.50 .ul eingespritzt. 

Beide Methoden sind gkich leistungsbhig. klethode b bietet sich jedoch 
wegen der de&&u einfachen &farbcitung f%r Routinebestimmungen an. 

Die huswerwng der Chromacogramme erfo[gte nach der hferhode des inneren 
Standards, wobei nach relativen PzakhShen oder -%chen ausgewertet werden kann. 
B&de Methoden Liefern befriedignde Resukate. Die Berechnung erfolgt nach der 

Formel : 

bbobei c, = unb&annte E(onxnrration: fz = Faktor: Csld = Komentration de5 

jtandards: S, = Signal der Komponente s-: &,, = Signal der Standardsubstanz. 



Fiir S kann die. Peakh5he bzw. Peakfkhe gesetzt werden. Der Faktor f, gird aus 
Seren nk bekanz:em C= bestimnit. 

Fig. 1 zigt zvxi Cbromsto_~mme \vie sie van e&em Serum mit 10 ,Ug/mi 
~.IIopuri~cI und Cktipurinoi und einem Leerserum erhaken wurden. Analysiert wurde 
nach Methode b. 

We ms Fig. I b m erkenne2 is, weist das Leersenm ehe Yerunreinigung gfei- 
cker Retentlocszeit ~vie XI:opurinoI auY_ Dies bat zur FoIge. doss ALlopurinol-Elestim- 
m_mgen erst ab einem SemspiegeE van 0.5 pgimI aussag&r&ig s&d. 

FI,o. 2 zeizt die Eictixxven wie sie durch Analyse son Seren gewonzea Rurden, 
deaen entspr&nde Men~e=2 an Atiopurkol md Otipurinol zugssetzt- wa=n. Die 
Proben wdeil nach hfetiode b aoaiysiert. 

Die Wiederfindung nach hi&ode b wurde durch YergIeich der relativen 
Peak~Zjssea einer ~&srigen Liisung bekannten GehaItes an AIiopurkoI und Oxi- 
puri_inoI mit Seren gleicher Koxentration berechnet. Es ergab sich eine d~Jrchschciti- 
fiche WiedeL&tdrrng WI: 73 & 5%. 

Fig. 2. Eichkuxen I& Aliopxino! bzv. Oxip:tiot; atiysien nxh Methdr b. @-@. AlIoptinol; 
“-2. CkipurkmI. _I 
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FIs. 3. BIurspiegeherIaufvon AU~purinc~t bzv:. OdputiooI nach G?,& vcn j x 100 n?g .~opuinof. 

Die Nachweisgrenze, defkht zls die doppeke Rauschbreite, Iiegt bei einem 
Serwnspiegel van ca. 0.2 ,~g!mi. 

Fig. 3 zeigt einen typischen Bhtspiegetverlzuf, wie er nach Gabe van 200 mg 
AILopurinol erhalten wird. 
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