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SUMMARY

Fluoromefric declermingtion of propranclof and its metehoiite N-desisaprapylpropranalol in
plasma and urine by direct measurement of thinlayer chromatographic plates

The quaatitative analytis of propranclcl and its metabolite N-desisopropylpropranolol in
plasma and urine iz described. The drugs are extracted into Z-pentanol—heptane, and the
soivent is coacentrated. The whole residue is chromatographed on silica gel plates. The com-
pounds are determined directly on the thin-Isyer plates without derivatization. The recovery
of propranole! from plasmsz is 76%, with 2 standsrd deviation of + £%.

EINLEITUNG

Die quantitative Ansalyse von Propranolol ¢Daciton® Inderal® in Plasma ist
nach verschiedenen Methoden moglich. Eine gaschromatographische Méthode
wurde von Di Salle et al. [ 1] entwickalt und von Walle modifiziert [2]. Propra-
nolol wird dabhei nech seiner Isolierung mit Heptafluorobuttersiureanhydrid
f1], bzw. Triflucressigsfureanhydrid [2] umgesetzt. Diese zuletzt genannte
Methode ermdglicht such eine gieichzeitige Bestimmung des Metaboliten N-

. Desisopropylpropranclol; mit Hilfe einer Variante dieser Methode kann der
Hauptmetabolit £-Hydroxy propranolol gemessen werden [3]. Die Verwendung
eines Elekironeneinfangdetektors erm&glicht den Nachweis kleiner Substanz-

" mengen. Der Nachteil der Methode liegt in dem grossen Zeitbedarf. -

. Eine fluosimetsische Methode wurde von Black et al. {4] erarbeitet und von

" Shand et al [5] in grossem Umfang zur Bestimmung von Propranolol in Plasma

& Teflergebaisme der Disssrtation M. Schifer, in Vorbereitung.
Cee Ap den Anforderungen von Sonderdrucken gerichtet werdsern sollen.
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herangezogen. Dabei wird die Eigenfluoreszenz des Naphthalinrings fiir die
quantitative Analyse ausgenutzt,

™ R= -G H,, Propranclol
N R= —H, Desisopropylpropranolol
x =

Propranolol wird aus alkalischer LSsung mit einem Alkohol—Heptan-Ge-
misch extrzhiert und die Fluoreszenz nach einer Ruckextraktion in verdiinnte
Salzsfure in der Kiivette bestimmt. Der Nachfeil dieser sehr einfachen und
schnell durchfiihrbaren Methode legt in hohen Blindwerten und einer starken
Storanfzlligkeit [6]. Diese Methode ist ausserdem nicht sebr empfindlich. Vier

tunden nach Einnahme von 40 mg kann Propranolol nicht mehr mit Sicher-
lheit im Plasma nachgewiesen werden [ 71.

Eine gewisse Verbesserung der Methode wurde durch Ambler erreicht {8},
der durch Extraktion mit Pentylacetat die Wiederfindungsrate erhGhte und die
Fluoreszenz in Citronens8ure—QGlycol bestimmte. Er berlicksichtigt damit die
pH-AbhZngigkeit der Fluoreszenz (Fluoreszenzmaximum bei pH{ 4—5 [9]).
Alerdings beobachten andere Autoren beil der Messung der Fluoreszenz in Ci-
{ronenszure einen starken Anstieg der Blindwerie [5].

In jlingster Zeit wurde eine Propranclolbestimmung durch Radioimmuno-
assay publiziert, die eine selektive Bestimmung der beiden Enantiomeren
ermogiicht {10].

:Uns gelang es nun, die fluorimetrische Metheode zu verbessern, d.h. die Em-
Dﬁndhchkezt zu erhdhen sowie die Storanfilligkeit zu vermindern. Dies ist
durch diannschichtchromatographische Auftrennung des Plasmaextraktes mog-
Yich. Die quantitative Bestimmung erfolgt durch direkte Auswertung der Platte
nach dem Besprithen mit einer 10%-igen wissrigen Citrohensiureldsung anhand
einer Eichgeraden. Propranolol und Desisopropylpropranolel zeigen eine starke
Fluoreszenzemission bei 340 nm. Das Exzitationsmaximum legt bet 290 nm
(Fig. 1). Beide Stoffe sind nach dem Ausschiitteln mit einem Gemisch von 1.5%
2-Pentanol in Heptan nebeneinander auf dersclben Platte besdmmbar, da sich
ihre Rp-Werte in dem gewihlten Fliessmittel ausreichend unterscheiden (Fig. 2}.
Auf die Bestimmung von 4£-Hydroxypropranolol wurde wegen der ausserordent-
lich grossen OxidationsempfindlichXkeit dieser Substanz verzichtet.
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Fig. 2. Diinnschichtchromatogramm (2} und Fluoreszenzgrad-Ortskurve (b) vor Propranolai
und Desisapropylpropranclot aus Urin (50 ng/4 m!).

EXPERIMENTELLES

Cerdte
C‘hromaﬁogrammspekta‘alphoﬁometer KNM3 €Cart Zeiss} mit Kompensations-

schreiber Servogoer Sb.

Chemikalien

Propranolol sowie sein Metabolit Desisopropylpropranoclol wurden freund-
licherweise von ICE (Plankstadt, B.R.D.}, zur Verflgung gesiellt. Die Chemika-
lien sowie die Diinnschicht-Fertigplatien (Kieselgel 60, 20 X 20 em, ohne
Fluoreszenzindikator) wurden von E. Merck (Darmstadt, B.R.D.} bezogen. Fiir
die Eichgerade bendtiglen wir Propranolol-Base, die wir aus dem Hydrochlorid
hersteliten. Als Vergleichsldsung I fiir die Chromatographie wurden 10 mg Base
in 100 m! 2-Pentanol—Heptan (1.5 : 98.5) geldst. Diese Lésung wurde noch
einmatl 1:1G mit 2-Pentancl—Heptan (1.5 : 98.5) verdiinnt ( Vergleichsldsung F).

Extrektion
Aus Plasma. Zu 1 ml Piasmz gibt man in einem verschliessbaren Reagenzglas

I mt I N NaCH und schiittelt 3¢ min mit 7 ml 2-Pentanol—Heptan (1.5:98.5).
Nech & min Zentrifugieren trennt man die organische Phase mit einer Pasfeur-
Pipette ab und gibt sie in ein 10-ml-Becherglas. Die Winde des Regagenzglases
werden mit ¢.2 ml 2-Pentanol—Heptan abgespiilt und die Waschlosung mit dem
ersten Teijl vereinigl. Die Probe wird unter Stickstoffbegasung und bei geringer
Wirmezufuhr (bis zu 60°) zur Trockne eingedampft.

Aus Urin, Zu 4 ml Urin gibt man in einem verschliessbaren Reagenzglss
0.1 ml 10 N NaOH und schiittelt 30 min mit 10 m! 2-Pentanci—Heptan (1.5:
9&.5). Sobald dic baiden Phasen cich gatrennt haben, nimm¢t man 9 ml der orga-
nischer: Phase ab und dampft sie in einem 10-mI-Becherglas unter Stickstoffbe-

‘gzsungzur'{mcknaem.

Ckromstogmg:&:e o
- Auftragen. Der gesamte Euckstasd des Plasma- cder Unnextrakteﬁ wird auf

gine Diinnschichfplate aufgetragen, indem man ihn unfer intensivem Schiitteln
o (REAX I, Hezdoipﬁ) m zwei Trepfen 2 %ntanol-ﬁeptan 165t und mit emem E .
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FettschmelzpunkfrShrehen die gesamfte Fliissigkeift punkiformig auftrigt.
Dieser Vorgang wird noch zweimal wiederholt. Auf ciner Platte kénnen acht
Extrakte im Abstand von 1.2 em aufgefragen werden. Ausserdem trEgt man fiir
die Eichgerade jeweils 1, 2 and 5 g der Vergleichslgsung I sowie B gl der Ver-
gleichslosung If (cn‘csprechend 59, 106, 200 und 580 ng Pfopmnoioi-Base) mit
Konstrikfionspipetten auf.

Entwickeln. Die Platte wird in einer Desaga-Trogkammer entwickelt. Fliess-
mittel: Essigs8ureithvlester—Benzol—Methanel (26:20:10) in Ammoniak-
Atmosphire. Die Entwicklung erfolgt bei Kammers3ttigung, die Laufstrecke
betrigt 19 cm. Der Rp-Wert von Propranolol ist 0.42; der von Desisopropyl-
propranclol 0.17 i Beglextﬂuezeszenze-x aus Plasma oder Urin haben RgWerte
> 0.6.

Messung

Die Messung erfolgt unmittelbar nach dem Entwickeln der Platte, da Fropra- '
nolol und sein Metabolit oxidationsempfindlich sind. Die Platte wird mit einer
Lésung von 10 g Citronens3ure in 30 g Wassaer—Athylenglvcol€1:1) bespriiht.
Die Fluoreszenz wird auf der feuchten Platte bestimmt, dz das Trocknen der
Platte mit einer starken Abnshme der Fluoreszenz verbunden ist. Die Ver-
dunstung des Wassers wird dabei durch den Zusatz von Athylenglycol verlang-
samt.

Die Auswertung kann in verschiedener Weise erfolgen. Methode Probe—
Monochromator (Pr—M}: Anregung mit der Hg-Linie 313 nm der Quecksilber-
Mitteldrucklampe ST 41 mit Quarzkondensor; Emissionsmessung beim Emis-
sionsmavimum von 340 nm; Spaltbild: 6.5 X 8 mm; Hochspannung 2; Ver-
st@rkung 10—100 fach. Methode Moaoschromator—Probe (M—Pr): Anregung
mit der Deuteriumlampe beim Exzitationsmaxzimum von 280 nm; Messung der
Emissionsstrahlung nach dem Monochromatfilter M 365; Spaltbild: 18 X8 mm;
Hochspannung (~ 550V}; Verstiirkung etwa 550 fach.

In beiden Fillen wird die Platte suf einem Kreuztisch paraliel zur Entwick-
lungsrichtung des Chromatogramms bewsgt. Rie Kreuztisch- und Schreiberge-
schwindigkeit betrfgt dabei 120 mm/min. Man misst die Flucreszenz des Fro-
pranolol-Standards (5G, 100, 260, 5300 ng} und die Fluoreszenz des aus Urin
oder Plasma extrahierten Proprarolols sowie die Fluoreszenz des Desisopropyl-
propranoiols.

Auswertung

Die Fiichen unter den Peaks, die in Integraforeinheifen erfazst werden, sind
der Pmaranoiolmén.ge der Plasmaprobe direkt proportionsal. Die Auswertung er-
folgt anhand einer Eichgeraden, die fiir jede Platfe erstelit wird. Die Eichgerade
verifuft linear im Bereich von 2 ng (Methcde M—Pr) bzw. 4 ng (Methode
Pr—M} bis ca. 100C¢ ng Propranclol-Base pro Fieck und geht durch dent Ur-
sprung des Koordinatensytems. Der Gehslt dec Plasmas sswohl an Propranolo!
als auch an Dmopropylpmgranolei wird auf die Propranolol-Base bezogen.
Bei Einfiihrung eines Korrekturfaktors von 1.11 (nfittelwert aus 4 Bestimmun-
gen} entsprechen gich die Flichenintegrale von Fmpmno.ei-sase v.md B&szso—
pmpylpmprancloi-Bas# bel g&exchen Eonzea‘;ra‘c;enen (m ng} :
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Ap=1.114p

mit Ap = Fliche des Propranolol-Peaks, 4 = Fliche des Des:sopropylproprac
" nolol-Peaks. .

DISKUSSION

Die Nachweisgrenze fiir Propranclol-Base legt fiir Methode Pr—M bei 4 ng
pro Fleck. Der 4-ng-Peak ist etwa dreimal so hoch wie das Grundrauschen, das
sich aus dem elekfronischen Geslterauschen sowie aus den StSrungen durch die
ungleichmaissige Beschaffenheit des Plattenuntergrundes zusammensetzt. Bei
Auswertung nach Methode M—Pr sind sogar nach 2 ng Propranolol-Base pro
Fleck messbar, die Nachweisgrenze liegt bei 1 ng pro Fleck; das Grundrauschen
betrigt fir 2 ng Propranolol-Base 1/10 der PeakhShe (Fig. 3).

= \P{ v ! Py

tng - Peak 2 ng - Peak Sag - Paak
Fig. 3. Nachweis von Proprenciol-Base bet verschiedenen Mengen pro Fleck.

BHe Empfindiichkeit der fiuorimetrischen Methode bei Auswerfung mit dem
Chromatogrammspektralphotometer ist vor allem dadurch bedingt, dass es ge-
lingt, unter chromsatographischer Abtrennung der mit dem Arzneisfoff extra-
hisrten Plasmabestandteile den gesamten Propranololgehalt von I ml Plasma
auf einer schr kleinen Fliche anzureichern. Auck kann bei dem pH-Optimum
der Fluoreszenz gemessen werden, chne dass es zu einer ErhShung der Blind-
werte komumt. Durch Besprithen mit Citronens3urelosung steigt die Empfind-
lichkeit der Methode etwz um das Achtfache. Die Fluoreszenzmessung muss
unmittelbar nack dem Besprithen der Platte durchgefihrt werden, ds das
Trocknen der Platte mit einem erheblichen Fluoreszenzverlust verbunden ist.

Die Extraktion mit Z-Pentanol~Heptan (1.5:98.5) liefert im Gegensafz zur
Extraktion mit Difithyldther ader Pentylacetat sehr reine Extrakte. Augserdem
hat Heptan einen niedrigeren Siedepunkt als Pentylacetat. Die thermische Be-
lastung des labilen Arzneistoffes beim Eindampfer der Extrakte ist daher ge- -
ringer. Um die GrOsse der Ve:inzte, die beim Eindzmpfen enfetehen, abschit-
zen zu kénnen, dampften wir eine Lésung von 500 ng Propranolol-Base in 7 ml
g .Heptam—&ikohﬁi ein. Durch Emexsgen und Auﬁzagen a,uf die Dunnschxchf;-
: piaﬁe entstmd e..n Veﬁus‘ von 14.5%. :
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Ein Vorteil der von uns enfwickelten Methode liegt in der geringen Storan-
falligkeit; eine besondere Behandlung der Glasgerfte (Einlegen in verdiinnte
Salzsiure}, wie sie sowohl bei der gaschromatographischen als such bei der
flursimetrischen Methode mit Messung in der Kivette unerlisslich ist, erfor-
de:t diese Methode nicht. Auch eine StGrung durch Nahrungsaufnabme wurde
nicht hecbachtet.

Die Wiederfindungstate des.zu 1 ml Plasma zugesetzten Propranelols befrug
79% mit einer Standardabweichung von £ 4%. (Zur Uberpriifung wurden zwalf
Proben zu je 1 ml Plasma mit jeweils 50—500 ng Propranclol-Hydrochlorid ver-
setzt und nach dem beschriebenen Verfahren analysiert.} Die Wiederfindungs-
rate des Metghcliten — seine Bestimmung erfolgt in einem Arbeitsgang mit der
Propranclolbestimmung — ist niedriger. Sie legt bei 48% mit einer Standard-
abweichung van £ 4% (n = 8, 56—500C ng nach dem oben beschriebenen Ver-
fahren). Fig. 4 enthilt die Eichkurve und die Messwerte der wiedergefundenen
Mengen von Propranolel und Desisopropylpropranclol. Da die Messwerte fir
die wiedergefundenen Menger auf einer Geraden liegen, folgt, dass die Wieder-
findungsrate von der zu bestimmenden Konzentration unsbhingig ist. Damit
sind nach diesem Verfahren therapeutische Blutspiegel von Prapranolol mess-
bar {(maximal 259 ng/ml nach oraler Gahe von 89 mg an menschliche Versuchs-
personen [51). Uber die zu erwartenden Blutspiegel des Metaboliten N-Desisa-
propyipropranclol sind uns keine Einzelheiten bekannt. Die Wiederfindungs-
rate fiir Propranolol aus Urin Hegt bei 77 £ 3% (n = 8}, axe;e'nga seines Metaba-
liten betrigt 57.5 + 4%. D2 unverindertes Propranclol nur in Spuren ausge-
schieden wird, sind 4 mI Urin zur Analyse notwendig. Uber die Menge des im
menschlichen Urin ausgeschiedenen N-Desisopropylpropranaolols ist uns nichts
bekannt. Eine Spaltung des konjugiertern Propranolols durch Hydrolyse mit
Sulfatase, Beta-Glucuronidase oder verdiinnter Salzsfure wurde nicht versucht,
da sie nach den Untersuchungen von Hayes und Cooper {11} und Paterson et
al. £12] wenig sussichtsreich erschien.

Zusammenfassend ergibt sich, dass die von uns entwickelte Mathode die Vor-
teile der fluorimetrischen Methode (geringer Arbeitsaufwand — eine Arbeits-
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kraft kann ca. 40 Proben am Tag bestimmen) mit der hohen Empfindiichkeit
der gaschromaztographischen Methode (geringere Belastung des Patienfen auch
bet haufiger Biutentnahme} verbindet, wobez zudem die Genauigkeit dieser
Methode wesentlich grosser ist.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird die quantitative Analyse von Propranclol und seinem Metaboliten
N-Desisopropylpropranoclel aus Plasma und Urin beschrieben. Beide Stoffe wer-
den mit einem Z2-Pentanol—Heptan-Gemisch extrahiert. Der zur Trockne einge-
dampfte Extrakt wird guantitativ auf Kieselgel-Platten aufgetragen und chro-
matographiert. Die Messung erfolgt auf der Dunnschichtplatie ohne Derivati-
sterung. Die Wiederfindungsrafe ven Propranolol aus Plasma liegt bei 70 = 4%.

LITERATUR

1 E. Di Saile, K.}. Baker, S.R. Bareggi, W.D. Watkins, C.A. Chidsey, A&. Frigerio und
P.L. Morzelli, 4. Chromatogr., 84 (1873} 347.

T. Walle, £. Pharm. Sci., 63 {1374£) 1885.

. Walle, J. Morrizor, K. Walle und E. Canzadi, 4. Chiromatogr., 114 (1375} 351.
JW. Black, W_& M. Duncan und R.G. Shanks, Brit. . Pharmacol., 25 (1965} 577.
D.G. Shand, E.M. Nuckolls und §.A. Oates, Clin. Pharmacol. Ther., 11 (1970} 113.
Betablocker-Symposium (i}, Rattach-Egern, Herbst 1875, Seiecta 1T (1976) 1629.
C.E. McLeane und B.C. Beane, Angialogy, 21 (1870} 536.

P.K. Amhbler, B.K. Sigh und M. Lever, Clin. Chins. Aots, 54 (1874} 373.

L.T. Potter, J. Pharmacol. Exp. Ther., 155 {1367} 517.

10 K. Ksawashima, &. Levy und S. Spector. J. Pharmaccl. Exp. Ther., 196 {1876} 517.
11 A. Hayes und R.G. Cooper, 4. Pharmacol. Exp. Ther., 176 (187 I) 302.

12 J.W.Paterzon, M.E. Conolly und C.T. Dollery, Pharmacc& Clin., 2 (1970} 127.

WO UdWwN



